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Introduccion

1. Introduccion

En la naturaleza existen alrededor de 1500 especies de alacranes distribuidos en
los cinco continentes, diferenciados en distintas familias y grupos, de los cuales
los mas abundantes se localizan en el continente Americano [1]. Sin embargo, se
ha observado que sélo 25 de estas especies pueden provocar un envenenamiento
grave en los seres humanos [2]. Se han estudiado muchas caracteristicas de ellos
incluyendo su veneno, ya que resulta de interés farmacoldgico debido a que tiene
una composicion muy variada de sustancias neurotoxicas. Entre ellos se
encuentran péptidos y proteinas que, en conjunto, le dan la toxicidad al veneno.
Estos péptidos, entre otras caracteristicas, son afines y selectivos a canales
idnicos de la célula transportadores de Na* y K™ principalmente, lo que supone una

actividad en ciertos tipos de células, por ejemplo, macrofagos [3, 4].

A pesar de esta aplicacion importante de los venenos de alacran, muchos de estos
péptidos encontrados en ellos no han sido completamente estudiados. La
estructura secundaria y el arreglo tridimensional ya han sido determinados, pero

de la mayoria solo se cuenta con la secuencia primaria de aminoacidos [5].

Por lo tanto, obtener la estructura espacial de estos péptidos es crucial para
entender como se comportan, cuales son sus caracteristicas y estudiar su
actividad bioldgica en los seres vivos [6]. Para estos estudios, es necesario aislar
la molécula pura mediante diversos procedimientos. Normalmente, las cantidades
de sustancias toxicas obtenidas a partir del veneno son muy pequefias. Por lo
tanto, estos procesos de purificacion son requisitos importantes para poder

estudiarlos individualmente y saber sus caracteristicas.

Obtener el péptido puro del veneno de alacran es un proceso muy complicado y se
obtienen generalmente con bajos rendimientos. Se han desarrollado técnicas de
Biologia Molecular [7] con las cuales, por medio del disefio de un gen y su
insercion en cepas de E.coli, puede obtenerse una proteina recombinante de alta

pureza, de rendimiento aceptable y con un plegamiento adecuado.

——
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2. Marco Teorico
2.1. Toxinas

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la definicion de toxina
no esta aun bien consensada en la comunidad cientifica. Sin embargo, dice que se
entiende por una toxina como “toda aquella sustancia sintetizada por algun ser
vivo sea planta, animal, microorganismo, virus, hongo; asi como sustancias
infecciosas 0 moléculas recombinantes, sea cualquiera su método de produccion,
incluyendo aquellas que sean producto de ingenieria genética y sean producidas
por algun organismo vivo, o bien; cualquier isomero de alguna molécula venenosa,
ya sea producto biolégico, homdlogo o derivado sintético de alguna sustancia
encontrada en seres vivos; que causa efectos perjudiciales a la salud del ser
humano” [8]. De acuerdo a esta definicion, aun siendo una molécula
recombinante la que se presentara a lo largo de ésta tesis, se le puede llamar

toxina.

El campo de estudio que abarcan las toxinas es muy variado, ya que se han
estudiado para encontrar antidotos de venenos de los mismos animales que
pueden provocar la intoxicacion, asi como diversas aplicaciones en el ambito de la
medicina. Muchas de estas aplicaciones se deben a que las toxinas tienen una
actividad muy especifica sobre canales idnicos en ciertas células eucariotas. Por
ejemplo, hay toxinas que regulan canales ionicos relacionados con la sinapsis de
las células cerebrales. Inclusive se ha encontrado que ciertas toxinas presentan

afinidad por células de caracteristicas muy especiales, como las cancerigenas.

El veneno de un alacran es una mezcla de componentes muy variados, entre los
cuales existen sales inorganicas, compuestos organicos de bajo peso molecular,
iones metalicos, proteinas y péptidos pequefos. Estas moléculas conforman el
veneno con un porcentaje entre el 90 y 95% [2]. Los péptidos pequeros son las
toxinas, las cuales afectan blancos especificos como la membrana celular,
receptores y canales ionicos, lo cual implica una serie de efectos toxicos sobre el
organismo, como la afectacion del funcionamiento muscular, la desestabilizacion

de la membrana muscular y el bloqueo del sistema nervioso, entre los mas

——
N
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importantes. Es importante destacar que aunque el veneno de un alacran es una
mezcla compleja, se ha logrado determinar su composicion separando varias
fracciones e identificando los componentes por medio de cromatografia liquida de

alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés, o bien, HPLC).
2.1.1. Clasificacion (Familias)

Han sido diversos los trabajos que han clasificado a las toxinas en diversas
familias, de acuerdo a su origen, su orden cronolégico de aparicion, sus
interacciones con canales, sus estructuras, en inclusive de acuerdo a su potencia
en diversos seres vivos. Pero la clasificacion de las toxinas debe hacerse lo mas
comprensible posible para que sea una unica nomenclatura. En el caso de las
toxinas aisladas de los alacranes se ha encontrado que existen cuatro super-
familias, ordenadas de acuerdo a su actividad en canales idnicos, descritas de la

siguiente forma:

e Familia 1: Contiene péptidos de 60-70 aminoacidos, unidos por cuatro

puentes disulfuro, éstos modulan la actividad de los canales de Na”.

e Familia 2: Conformada por péptidos de cadenas cortas (30-40 aminoacidos)
y largas (60-64) con tres o cuatro puentes disulfuro, estas bloquean los

canales de K".

e Familia 3: Contiene los péptidos tipo insecto-toxinas de cadena corta, de
aproximadamente 36 aminoacidos con cuatro puentes disulfuro que

presumiblemente bloquean canales de CI'.

e Familia 4: incluye péptidos que modulan canales de Ca®" sensibles a

rianodina.

De estas familias, la que es del interés de este trabajo es la Familia 2, ya que la
toxina que se estudia presenta actividad sobre canales de potasio. Esta familia, de
acuerdo con la descripcion hecha por Miller y tomada por Tytgat [9, 10], puede

subdividirse en cuatro tipos de toxinas, los cuales son:

e 0o-KTx: son péptidos conformados por una cadena de entre 23 a 43

aminoacidos, y cuyo motivo estructural predominante es el a/f3 estabilizado

( 5 )
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por cisteinas, el cual se define por tener una hélice a y una hoja 8
conformada por dos hebras, ambas unidas por puentes disulfuro. Esta
categoria de péptidos ha sido una de las mas estudiadas. Se cuenta con

mas de 124 toxinas y estan catalogadas en doce sub-familias [9, 11].

B-KTx o tipo escorpinas: son péptidos conformados entre 45 a 68
aminoacidos. Se especula que tienen también un motivo estructural a/
estabilizado por cisteinas, ademas de un dominio de hélices a. Sin
embargo, la estructura de ningun miembro de ésta familia ha sido
determinada por algun método, simplemente se han hecho simulaciones
[12] y comparaciones con algunas otras moléculas con las que son

analogas como las defensinas.

Se tiene poca informacién acerca de su actividad, solo se ha determinado
para dos toxinas: TsTXK-B nativa [4] y BmTXK-f [13] recombinante.

y-KTx: son proteinas de 36 a 46 aminoacidos que bloquean soélo los
canales ERG. Tienen de 3 a 4 puentes disulfuro y adoptan el mismo motivo

que las a.

K-KTx: es la familia menos conocida puesto que recientemente se descubrid

[5], se conforma por dos hélices a estabilizados por cisteinas.

2.1.2. Canales de Potasio

Los canales de potasio se encuentran en la mayoria de las células de los

organismos Vivos, y se les atribuyen un sinfin de funciones fisiologicas [14]. Son

proteinas tetraméricas transmembranales que forman un poro acuoso a través del

cual los iones de potasio (K') permean selectivamente. Se conocen diversas

familias de canales de K* y estan clasificadas de acuerdo a la sefal fisiologica que

los regula, entre las cuales se encuentran [15]:

Regulados por voltaje, de los cuales existen doce familias, ordenadas de la
KV1 ala KV12.
Activados por Calcio (Ca**)

Rectificador de entrada de K* desde el interior de la célula

( 4 )
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e Canales tipo 2-P (cuyos dominios tienen esta forma)
e Regulados por proteinas G

e Regulados por poliaminas

Muchos de éstos canales se encuentran codificados en el ADN del ser humano,
contandose entre 30 y 100 genes diferentes. La funcion de éstos canales es
variada, dependiendo del tejido celular en que éstos se encuentren; pero regulan
ciertos procesos biolégicos y, en algunos casos, son responsables de ciertas
patologias, tales como arritmias cardiacas, sorderas, epilepsia, diabetes y la mala
regulacion de la presion. Es por ello, que el estudio de estos canales y sus
interacciones con diversas moléculas abre un campo de investigacion

interdisciplinario y de interés cientifico muy amplio.

En el caso de este trabajo se hablara brevemente de los canales regulados por
voltaje, ya que se ha comprobado que la toxina aqui estudiada es activa contra
este tipo de canales. En los canales regulados por voltaje el interior de la célula
manda una sefal eléctrica, con la cual el canal puede abrirse y dar paso al i6n de
potasio que requiere, y el mismo idn genera una corriente que indica al canal
cuando cerrarse [16]. La selectividad de estos canales se debe al tamano del poro
del canal y a cierto caracter hidrofilico presente en el interior del canal dado por la

presencia de algunos aminoacidos.

Las interacciones que tiene el canal con el medio externo a la célula hacen que
ciertas moléculas, por ejemplo las toxinas, sean extremadamente selectivas a
ciertos canales. En muchos casos, la posicion de los aminoacidos en las toxinas
es muy especifica para la oclusion del poro del canal, conocido este fenbmeno
como “diada funcional”’. En otros casos, el bloqueo de canales se da por medio de
la insercion de la toxina en el canal, debido a que alguno de sus extremos tiene el
tamano adecuado. Por ello, la elucidacion de estructuras tanto de toxinas como de

canales abre paso a un estudio mas completo de sus interacciones.
2.1.3. Toxinas de alacran Tityus serrulatus

El alacran Tityus serrulatus es una alacran endémico de Brasil y es conocido como
alacran amarillo. Es uno de los alacranes mas venenosos de la region. El estudio

( < )
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de su veneno se ha incrementado debido a la cantidad de envenenamientos
ocurridos a causa de la picadura de este alacran. Junto con estos estudios,
ademas de la busqueda de un antidoto para el veneno, se han descubierto ciertas
propiedades del veneno, entre ellas, que se conforma de una mezcla compleja de
toxinas, sales y sustancias organicas que, en su conjunto, dan la toxicidad al
veneno. Para ello, se han hecho diversos trabajos para identificar la mayoria de
los componentes que lo conforman. Se ha observado que las toxinas de éste
alacran son activas hacia determinado tipo de canal ionico, y ademas, son muy

especificas.

En el veneno del alacran Tityus serrulatus, se han encontrado una gran variedad
de toxinas, afines a canales de sodio, de potasio, reguladores de calcio y cloro.
Todos estos canales se encuentran presentes en cierto tipo de tejidos celulares, y
se prevé que las toxinas puedan ser utilizadas para fines terapéuticos,

dependiendo de la afinidad que presenten.

La separacion e identificacion de los péptidos del veneno se ha logrado por medio
de técnicas de cromatografia de liquidos. Mediante la degradacion de Edman se
han determinado las secuencias totales o parciales de los mismos y la realizacion
de pruebas de MALDI-TOF para corroborar sus masas. Parte de estos
experimentos ha dado la pauta para poder producir estos péptidos a través de
Ingenieria Genética, lo cual favorecera estudiar de manera individual sus

caracteristicas farmacologicas [17].

Por medio de la técnica de MALDI-TOF, se ha determinado la presencia de ciertas
toxinas, asi como su relacion masa/carga (m/z). Asi mismo, se ha determinado
que algunos de los calculos de masa hechos previamente son correctos para
ciertas toxinas y erréneos para algunas otras, logrando obtener una referencia de
las masas de los componentes encontrados en los venenos de las especie Tityus

serrulatus [18, 19].
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2.1.3.1.TsTxK-B

Este trabajo se centr6 en obtencion y purificacion de la toxina TsTxK-j,
proveniente del veneno del alacran Tityus serrulatus. Se ha descrito esta toxina y

su actividad en canales de potasio de tipo 1.1 regulados por voltaje.

El descubrimiento de ésta actividad se dio después de que algunos autores
comenzaran a estudiar los efectos del veneno de alacran, especificamente de
Tityus serrulatus en algunas células del organismo [20]. En dicha investigacion,
realizada en 1991; se reporta la comparacion de la actividad de los venenos de
diversos alacranes sobre sinaptosomas de neuronas de rata, con lo cual se

identificaron tres tipos de canales de potasio controlados por voltaje:

¢ Independientes de calcio de dos tipos:
o Inactivados de tipo A
o No activados de corriente alterna retardada

e Activados por calcio (Ca®")

Para poder obtener estos resultados, los autores obtuvieron un extracto soluble en
agua del veneno y lo separaron por medio de HPLC. Determinaron que dos
toxinas, nombradas TsK2 y TsK4, eran particularmente potentes y selectivas
contra canales no activados regulados por voltaje, con un ICsy de 30 y 8 nM.
También, observaron que la toxina TsK2 disminuye su eficiencia de bloqueo al
purificarla por HPLC, pudiendo ser debido a un desplegamiento parcial. Ademas,
observaron que si se combinan otras toxinas como la caribdotoxina, la a-DaTX del
veneno de la serpiente Dendroaspis angusticeps; y la Lqgks del alacran Leiurus
quinquestriatus hebraeus respectivamente; el efecto de bloqueo de la TsK2 se

potencializa [20].

Tres anos después en el trabajo de Rogowski, et.al. [4], se rectifico la informacion
de ambas toxinas y se nombran como TsTXK-a (TsK4) y TsTXK-B (TsK2). En este
trabajo se indica que la toxina TsTXK-, mezclada con la toxina a-dendrotoxina de
Dendroaspis angusticeps, tenia actividad en sinaptosomas de neuronas de rata,

que contienen canales de potasio no activados por voltaje. Se determin6é su
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estructura primaria, pero soélo se obtuvo la secuencia de los primeros 45

aminoacidos.

En un trabajo posterior [3], se determind la secuencia primaria de aminoacidos de
ésta toxina mediante la extraccion de ARNm de aguijones de alacranes de la
especie, los cuales fueron transcritos a ADNc y luego amplificados por medio de
una reaccion de PCR. Este mismo se secuencid vy, tras su analisis por pares de
bases, se obtuvo la estructura primaria de la toxina, la cual es consistente con los
estudios presentados anteriormente, pero en este caso, se obtuvo la secuencia

completa, siendo ésta la siguiente:

1 10 20 30

MERKLALLLI LGMVTLASCG LREKHVAQKLYV
40 50 60

ALIPNDQLRS ILKAVVHKVA KTQFGCPAYE
70 80 87

GYCNDHCNDI ERKDGECHGF KCKCAKD

En ella, se observa que la toxina se acompania de una cadena de aminoacidos
adicional, la cual aparece subrayada. La proteina completa se conoce como
proteina precursora de la toxina TsTXK-, misma que al tener que ser expulsada
por la glandula al momento de realizar una picadura, pierde los aminoacidos para

dar pie a la toxina descrita en la referencia [4].

Esta estructura primaria se obtuvo comparando los trabajos ya realizados vy
mencionados [4, 3] y se comprobd gracias a los trabajos de Kalapothakis [21], en
el cual se muestra la identificacion de proteinas inmunogénicas por medio de
pruebas de ELISA, partiendo también de ARNm de glandulas venenosas de

alacranes y cuya secuenciacion obtuvo la toxina que es del interés de este trabajo.

La toxina TsTXK-B se ha postulado como la primera toxina de una nueva clase de
bloqueadores de canales de potasio. Sin embargo, aun no se ha determinado
alguna estructura tridimensional de estas toxinas e, inclusive, se les ha
relacionado con las defensinas, por el hecho de tener un pro-péptido senal, que se

ha encontrado en éstas ultimas. Al dia de hoy no se han encontrado similitudes
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con otro tipo de toxinas bloqueadoras de potasio debido a su longitud (60

aminoacidos).

La clasificacion ya descrita por Rodriguez de la Vega, et.al. [5] coloca a la toxina
junto con algunas otras encontradas en los alacranes Androctonus australis
(AaTXK-B) y Mesobuthus martensii (BmTXK-B1 y 2), que son las unicas toxinas

encontradas que son similares en algun porcentaje con la toxina TsTXK-(.

Las aplicaciones que pueden derivar de la obtencién de ésta toxina son variadas;
van desde la determinacion de aspectos funcionales y estructurales de los
canales, asi como su purificacidon mediante técnicas de cromatografia de afinidad,;
otra aplicacion es el estudio de los sitios de unién de las toxinas, incluyendo su

mecanismo [20].
2.1.4. Nomenclatura de las toxinas

De acuerdo a lo anteriormente mencionado, el campo de estudio de las toxinas se
ha ido incrementando gradualmente debido a su amplio ramo de aplicaciones. Sin
embargo, la mayoria de las veces las toxinas recién descubiertas no tienen una
nomenclatura especifica, hasta que se propuso una nueva en 2008 por King. En
ella se pretende nombrar las toxinas de acuerdo al origen, a la actividad y a su
parecido con otras, para poder asi compararlas y clasificarlas de manera
coherente. La mayor parte de las toxinas tienen un nombre arbitrario, en algunos
casos se incluye la especie de donde se obtuvo, en otros solo algunos datos

experimentales de su aislamiento [22].

La nomenclatura propuesta por King [22] se basa en su funcién y contra qué tipo
de canales tiene actividad; el grupo de la que proviene junto con el tipo de
biomolécula (TX, para toxina), la especie, la familia de toxinas a la que pertenece y

el numero de toxina, si existiera algun analogo de la misma especie.

Por lo tanto, para nombrar correctamente la toxina TsTXK-[3, se tiene que bloquea
canales de potasio regulados por voltaje tipo 1.x, simbolizado como k; proviene del

alacran Tityus serrulatus (Ts), del grupo Buthidae (BUTX) y es una toxina tipo .
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Por lo tanto, el nombre que se le debe asignar de acuerdo con ésta nomenclatura

es:
K1.x-BUTX-TsB1.

Sin embargo, esta nomenclatura aun no ha sido aceptada por la comunidad
cientifica, ya que muchos de los trabajos actuales y las bases de datos de las
toxinas aun manejan los mismos nombres asignados a las mismas para poder
identificarlas, o bien, se utilizan numeros de identificacidbn en sistemas de
informacion como el PDB o UNIPROT

2.2, Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica espectroscopica de
amplio uso en diversos ambitos de la quimica, debido a que revela informacién
precisa sobre la estructura y dinamica de las moléculas estudiadas por éste
método. Tiene aplicaciones diversas en analisis quimico, diagndstico médico,

investigacién biomédica, caracterizacién de materiales e ingenieria quimica [23].

La RMN se basa en la propiedad del nucleo atomico de responder a un estimulo
ocasionado por una onda de radiofrecuencia, al estar orientado con un campo
magnético estable. Esta respuesta tiene una duracion mucho mas larga que la
respuesta de los electrones en otras espectroscopias y se puede detectar e
interpretar en forma de un espectro, que se puede obtener haciendo una

Transformada de Fourier [23].

No todos los elementos o is6topos pueden ser observables con la RMN. El espin,
caracterizado por el numero cuantico I, es el que determina si el nucleo es
observado o no por la técnica. Los valores de espin que posee el nucleo para ser
observable son numeros fraccionarios, el mas comun es 2. Los nucleos atémicos
con spin % son 'H, *C, "N, *'P, "°F, entre otros. Cada ntcleo tiene un valor de
frecuencia caracteristico, haciendo que la técnica pueda ser selectiva para un

isétopo definido.

Por otra parte, el estimulo que se detecta en un experimento de RMN es la

magnetizacion. Este fendmeno es la suma de todos los momentos magnéticos
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individuales de los nucleos producidos por el espin. Al estar orientada la
magnetizacion, ya sea a favor o en contra del campo magnético aplicado en el eje
Z, y recibir un impulso de radiofrecuencia, la magnetizacién del nucleo se modifica
y se ocasiona que gire en torno al eje de aplicacion del pulso de radiofrecuencias.
La senal que se detecta es la componente en el eje Y como una fuerza

electromotriz.

Las sefales detectadas son afectadas por diversos factores: la posicion de los
nucleos en la molécula, el entorno electrénico, las interacciones intramoleculares y
en algunos casos, la interaccion con el disolvente en que se encuentren. Esto se
ve reflejado en la posicidén de cada una de las senales y, conforme la molécula sea
mas compleja, el espectro se va volviendo mas complicado de visualizar, ya que
muchas sefiales se empiezan a sobreponer. En particular, la RMN de 'H es una

imagen de la estructura que tienen las moléculas.
2.2.1. RMN de Proteinas

Historicamente, el primer experimento de RMN realizado con una molécula
biolégica se reporté en 1954, en el cual se desed observar el efecto de la
hidrogenacion del acido desoxirribonucleico. Tres afios mas tarde, se reporto el
primer experimento de 'H de una proteina, la ribonucleasa. Sin embargo, pasaron
otros 25 afos para que se pudiera asignar un sistema de espin a una proteina
completa, y asi elucidar su estructura. En los siguientes anos, la técnica de RMN
adquirié un papel importante en la elucidacién de estructuras no solo en el area de
quimica organica, sino que también juega un papel fundamental en la resolucién
de estructuras de moléculas biolégicas. Esto es gracias al avance en la tecnologia
de los equipos y la evolucién de los métodos empleados para la realizacidén de los
experimentos. Tales métodos incluyen la transformada de Fourier, la
espectroscopia de dos y tres dimensiones, los magnetos superconductores vy la

mejora de los métodos computacionales [24].

Se encuentra bien documentado que el espectro de RMN de una proteina globular
es mucho mas complejo que si se empleara solo la suma de las sefales que se

observarian con los aminoacidos constituyentes que la conforman. Esto se debe
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principalmente al entorno quimico que genera la misma proteina. Las diferencias
que pueden encontrarse entre un espectro de '"H RMN de una proteina plegada y
una no plegada, puede explicarse por medio de las interacciones que se
presentan con el disolvente. El desplazamiento quimico puede determinarse con la
estructura covalente de la proteina. Sin embargo, también puede verse afectado
por la interaccién de ésta ultima con el disolvente. Gracias a ello, los aminoacidos
presentes en la proteina pueden distinguirse unos de otros dependiendo de su

posicidn en la cadena y si se encuentran expuestos al disolvente o no [25].

En una proteina que se encuentra plegada, los estudios de RMN de 'H pueden ser
utiles para una primera aproximacion del plegamiento de una estructura. Las
sefales que corresponden a los enlaces peptidicos, que usualmente se
encuentran en un desplazamiento de 6-8 ppm, tienden a distribuirse a lo largo del
espectro, llegando a situarse hasta 11 ppm. Si una proteina se encuentra

desplegada, el desplazamiento quimico se mantiene de 6 a 8 ppm.

En general, la RMN de una proteina es totalmente distinta a la de una sustancia
organica simple por el hecho de ser macromoléculas y, ademas, ser polimeros
conformados por diversos monomeros [26]. Su analisis requiere de la
interpretacidn de los espectros que se obtengan, asi como de la realizacion de
calculos de minimizacion de energia. Para ello, se consideran como ventajas de la
RMN que se puede manejar la muestra en disolucién, tal como se encuentran en
los seres vivos, asi como también es util en el estudio de proteinas que no

cristalizan y para observar sus interacciones.
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3. Objetivos

e Optimizar los procedimientos de obtencion y purificacion de proteinas para
establecer las condiciones de produccion de la toxina TsTXK-3 mediante

técnicas de Biologia Molecular.

e Caracterizar mediante espectrometria de masas y Resonancia Magnética
Nuclear la toxina TsTXK-p.

e Determinar si la toxina tiene plegamiento por medio de la Resonancia

Magnética Nuclear
4. Hipétesis

Se propone obtener la toxina TsTXK-B con plegamiento y puentes disulfuro por
medio de una serie de técnicas de Biologia Molecular y de purificacion de
proteinas, y que pueda caracterizarse por medio de las técnicas MALDI-TOF y
RMN.

13
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5. Metodologia experimental

En este trabajo, se planted obtener la toxina TsTXK-B por medio de técnicas de
Biologia Molecular. Las técnicas que se emplearon abarcaron desde el disefio del
plasmido, pasando por la obtencién de la proteina mediante sintesis microbiana,
su purificacion por medio de diversas técnicas para la realizacion de las pruebas

de caracterizacion correspondientes.

Frecuentemente, las toxinas provenientes del veneno de alacran se obtienen en
cantidades muy pequenas, ya que la toxina constituye tan solo el 1% de la mezcla;
se requeriria de una gran cantidad de alacranes y de su veneno para poder
obtener un rendimiento aceptable en el proceso de purificacion [19]. Por ello, el
apoyo de la Biologia Molecular en la obtencion de ésta toxina resulta importante

debido a que se puede obtener una cantidad mayor de la toxina deseada.

Cabe destacar que los métodos que se describen brevemente en esta seccion se
encuentran desarrollados en el Anexo |, ya que parte del trabajo realizado fue
realizar un protocolo para producir toxinas en general, las condiciones que se
emplearon y modificaron en cada método se describen en esta seccidon. Asi
mismo, la composicion de las disoluciones empleadas se encuentra detallada en

el Anexo Il.
5.1. Obtencion del plasmido

Un plasmido es una molécula de ADN extra-cromosomal de doble cadena que se
encuentran naturalmente en diversos tipos de bacterias, el cual se replica de
manera independiente al cromosoma bacteriano [27]. Estas moléculas de ADN
codifican para una gran cantidad de moléculas, esencialmente enzimas, que
confieren a la bacteria resistencia a ciertos antibiéticos y metales pesados, o bien,

que degradan moléculas organicas y producen toxinas, entre otras funciones [27].

Se han manipulado y utilizado como vectores para la insercién de ADN externo a
la bacteria, de manera que se adapte a las necesidades de clonacion. Estos

disenos tienen diversas ventajas, entre las cuales se encuentran:
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e Su tamano, determinado por cadenas pequefas, que facilmente pueden
aislarse y manipularse

e Su naturaleza circular que permite que el ADN sea mucho mas estable
durante su extraccion

e Su origen de replicacion que es independiente de la replicacién del
cromosoma bacteriano

e Su alto numero de copias que permite la eficiencia de su extraccion

e La presencia de marcadores seleccionables como los genes de resistencia
a antibidticos, que permiten que sea sencilla la deteccion y aislamiento de

las colonias portadoras.

La mayoria de los plasmidos estan conformados basicamente por un origen de
replicacion autéonomo, un conjunto de genes que confieren resistencias,
marcadores de seleccion y un sitio multiple de clonacion, caracterizado por no
estar presente en otras regiones del plasmido. Otra caracteristica es que los
plasmidos se pueden conservar por largos periodos a -20°C para utilizarse cuando

sea necesario [27].

Existen numerosos tipos de plasmidos, entre los que se encuentran los pET. Este
tipo de plasmidos son comunmente utilizados debido a que permiten una sencilla

clonacion, deteccidn y purificacion de proteinas marcadas.

La insercion del ADN al plasmido se realiza debido a que éste ultimo contiene
sitios de restriccion unicos, de los cuales se hablara mas adelante. Los plasmidos
tienen sitios que codifican para optimizar la purificacion de las proteinas marcadas,
por ejemplo, contienen sitios de poli-histidinas, un sitio promotor de replicacion T7,

entre los mas importantes.

Todos los plasmidos pET contienen un coddn de paro (3 bases que indican la
finalizacion de la expresion) en la terminacion del inserto de ADN para permitir que
sb6lo se genere la proteina de interés. Por ultimo, y dependiendo del tipo de
plasmido pET que se trate, sera el marcador que codifique la resistencia que
codifique, comunmente B-lactamasa o resistencia a ampicilina (bla); y resistencia a

kanamicina (kan).

15
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El plasmido utilizado en este trabajo para la expresion de la proteina es el que se

conoce como pET-32a.
5.1.1. pET-32a

Es un plasmido que permite expresar en cepas de E.coli por medio del promotor
T7lac; es selectivo debido a que confiere resistencia a ampicilina; tiene numerosos
sitios de restriccion que pueden emplearse para insertar el ADN de interés, entre
los cuales destacan los sitios Ncol, Kpnl, EcoRI y BamHI; cuenta con un sitio de
tiorredoxina con His-Tag. Tiene un peso de 5,9 kpb y un sitio de protedlisis de
trombina y enterocinasa (Fig. 1) [28, 29]. Estas caracteristicas son importantes
debido a que la transformacién de las bacterias y producciéon de la proteina de
fusion dependen directamente de ellas, asi como el procedimiento de purificacion.
Para poder emplear este plasmido, se debe de realizar una reaccion de restriccion

y una de ligacién.

Ecofl 192
BamH1{198]

Mol (212

Kpnl{238]

f1 Origin
(5434-5889)

Figura 1. Estructura simplificada del pET-32a, mostrando los
sitios relevantes de restriccion, el sitio de resistencia a
ampicilina, los origenes de replicaciény la ticrredoxina.
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5.1.2. Restriccion

La reaccion de restriccion consiste basicamente en hacer un corte en el ADN de
interés en un sitio de reconocimiento muy especifico marcado por una secuencia
de bases blanco. Esta secuencia de nucleétidos debe encontrarse en el plasmido
que se restringira. Se realiza por medio de enzimas de restriccion, las cuales
realizan una hidrélisis especifica de los enlaces fosfodiéster de una secuencia de
nucledtidos y, en su caso, al aumentar la temperatura, la separacion de los

puentes de hidrégeno.
Existen dos tipos de productos de restriccion:

e Productos con extremos cohesivos. Se reconoce cierta secuencia de bases
y se separa por el corte de los enlaces fosfodiéster y con un choque térmico
se separan los puentes de hidrégeno, dejando de 4 a 7 bases sin aparear.
Este tipo de restriccién es la mas util para la clonacion debido a que es mas
sencillo aparear estos extremos para estabilizar a la molécula de ADN vy

permitir que se vuelvan a unir. [27]

e Productos con extremos romos. El resultado de la restriccion es que las
cadenas se han cortado simétricamente por la ruptura de los puentes

fosfodiéster, sin dejar extremos cohesivos o bases sin aparear.

Las enzimas de restriccion se seleccionan de acuerdo a los sitios con los que
cuente el plasmido. En este caso, se seleccionaron dos enzimas de restriccion:
BamHI y Kpnl, debido a que ambas moléculas de ADN poseen esos sitios de corte
y ambos sitios producen extremos cohesivos, o que permitira el reconocimiento

selectivo de los mismos. (Fig. 2)
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Para poder visualizar los fragmentos de ADN obtenidos, se cargd una muestra en
un gel de agarosa, el cual separa las moléculas de ADN de acuerdo a su masa
molecular, por medio de una corriente eléctrica. Dependiendo de su tamafio, se
veran bandas que corresponden a cada fragmento obtenido. Posteriormente se
purificaron estos fragmentos por medio de una técnica de extraccion del ADN del

gel [30] y continuando con una reaccion de ligacion.
5.1.3. Ligacion

Una vez que ambos fragmentos se han purificado se procede a realizar una
reaccion de ligacion, la cual consiste en poner en contacto ambos fragmentos de
ADN en una mezcla con ligasa, en especifico, la T4 ADN ligasa. La ligacion
consiste en la formacion de enlaces fosfodiéster entre el extremo 5-P de la
molécula de ADN restringida y el extremo 3’-OH del otro fragmento restringido.

Esta reaccién consiste en tres pasos (Fig. 3):

e La ligasa es activada por una molécula de ATP, uniéndose covalentemente
al AMP vy libera un pirofosfato.

e EI AMP se adhiere al fosfato del extremo 5’, formando un enlace
fosfoanhidrido

¢ Una vez realizada esta aproximacion entre moléculas de ADN, se forma un
enlace fosfodiéster entre los extremos 3’ y 5’ realizado por la ligasa.

18
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El uso de la T4 ADN ligasa cataliza la formacion del enlace fosfodiéster. Esta
enzima es una de las mas utilizadas, debido a su capacidad de formar puentes

fosfodiéster tanto entre fragmentos con extremos romos como pegajosos [31].

La reaccion para ligar los extremos de ambos fragmentos de ADN de interés de
éste trabajo se realizé a temperatura ambiente (23°C), mezclando 1 pL de ligasa
en concentracion 400,000 unidades/mL en 20 pL de reaccion, en los cuales debe
incluirse el volumen que incluye la disolucion de ADN que se ligara, asi como una
disolucion amortiguadora a pH 7.5 que contenga el ATP, indispensable para llevar
a cabo la ligacion [32].

5.2. Obtencion de toxina recombinante

Tras haber obtenido el plasmido clonado que codifica a la proteina de interés, se
obtuvo la toxina por medio de su insercién en algunos tipos de cepas de E.coli, las
cuales pueden albergar varias copias del vector. Mediante la induccion con IPTG
se produjo la toxina deseada fusionada con una secuencia de tiorredoxina,
llamada proteina de fusidn. La tiorredoxina ayuda a plegar la toxina y a poder

purificarla selectivamente.
5.2.1. Transformacion en cepas de E. Coli

La transformacion consiste en la insercion de un ADN foraneo a una célula
conocida como célula huésped, ya sea por medio de electroporacion o por
tratamiento con cloruro de calcio. En ambos casos, la membrana de la célula es
preparada para poder incorporar al ADN a su citoplasma. De manera mas
especifica, la competencia de las células obtenida por cloruro de calcio consiste
en exponer a las bacterias a una solucién de cloruro de calcio saturada, tras éste
procedimiento, estan listas para ser transformadas, poniéndolas en contacto con el
plasmido de interés [33]. Se sabe aun poco del proceso de transformacion, sin
embargo, se ha observado que las células poseen mecanismos variados para la
incorporacion de ADN externo por parte de la célula aceptora. Estos mecanismos

incluyen la presencia de canales y proteinas que ayudan a adquirir el ADN [34].
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El plasmido sera incorporado una vez que la bacteria sea competente por medio
de un choque térmico, primero se aumenta la temperatura a 45 °C y después se
baja hasta 4 °C. Se comprueba posteriormente la efectividad de la transformacion,
sembrando un poco de estas bacterias en placas de agar con antibiético. Si hay

colonias, la transformacion fue efectiva.

Uno de los organismos con mayor capacidad para albergar, propagar y expresar
genes clonados es la bacteria Escherichia coli. En particular, una cepa muy
particular y no patégena llamada E. coli K-12 se emplea para la transformacion
genética, debido a su gran capacidad de transferencia genética y de
recombinacién bacteriana. Ademas, la bacteria es de facil y econémico manejo y
crecimiento, asi como su material genético muy manipulable. De ésta cepa se
derivan muchas otras, con diversas caracteristicas como resistencias a
antibioticos, la mutacién de sus genes para optimizar la sintesis de proteinas
recombinantes y la capacidad de facilitar su extraccién por medio de una lisis
eficiente. Especificamente, la cepa que se utilizé para la produccion de la toxina se

conoce como C41°.
5.2.1.1.C41°

La cepa de E. coli C41® es una derivada de la cepa inocua BL21 (DE3). Tiene la
particularidad de que se suprimen ciertos genes, lo que permite que pueda
producir en grandes cantidades proteinas toxicas, que en otras condiciones

provocan la muerte celular y una baja produccién [35, 36].

Estas caracteristicas, ademas de permitir un rendimiento de produccién alto y
tener un bajo numero de proteasas, son importantes debido a que se maneja una
proteina de fusion que contiene en su secuencia una proteina toxica, lo que en

otras cepas podria explicar una baja produccion de proteina recombinante.

A diferencia de otras cepas, la cepa C41® no tiene ninguna resistencia natural a
antibioticos. Sin embargo, debido a la transformacion, adquiere una resistencia a

ampicilina, conferida por el plasmido.
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5.2.2. Induccion con IPTG

El plasmido utilizado para la produccion de proteina recombinante puede
replicarse por medio del bacteriofago T7 ARN polimerasa bajo el control del
Operon lacUV5 [28]. La expresion de la proteina se lleva a cabo por medio de la
adicién de Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG). Este azucar es un analogo
de la lactosa que no es degradado por la bacteria, debido a la presencia de un
atomo de azufre en su estructura. (Fig. 4) Esto permite que la expresion genética

de la proteina de interés se mantenga inducida.

En el presente trabajo se realizd la sobreexpresion de la toxina por medio del
cultivo de la cepa C41® en medio LB (Anexo |). Se inoculé una colonia en 50 mL
de medio por un periodo de 12 h, el cual se traspasd a un volumen de 6 L. Se
llego a la densidad éptica de 0.6 y se indujo con una concentracion de 0.5 mM de
IPTG. EIl tiempo de induccion determind con una cinética de expresiéon, tomando

muestras en un lapso de 24 h.
5.2.3. Lisado

Previo al procedimiento de lisado, las células se obtienen por medio de
centrifugacion del cultivo a 6000 rpm para remover el medio y se suspenden en
buffer de lisis (Anexo Il). Una vez obtenidas se aplican a las células choques
ultrasénicos, mediante el uso de un sonicador. Estas ondas ultrasénicas rompen la

pared celular; tras ello, la proteina puede obtenerse ya sea en la fraccion
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insoluble, que contiene fragmentos celulares, particulas de membranas vy

organelos o puede obtenerse en la soluble.

Se utilizé un método de sonicado con 30 s de pulso y 1 min 30 s de descanso, en
una potencia de 360 W y con un equipo Misonix 3000. Tras una centrifugacion a
16500 rpm para separar ambas partes, puede procederse a la purificacion de la

proteina de fusion.
5.3. Purificacién

La parte trascendente de la obtencion de la toxina es su purificacion. Ya se ha
mencionado que después de la expresion de la proteina de fusidn debe obtenerse
en la fraccion soluble, en este caso, la fraccion soluble pasa por una serie de
pasos para purificarla de otras proteinas propias de la célula que no son de
nuestro interés. A continuacion se describen los procedimientos que se requieren

para realizar la purificacion.
5.3.1. Cromatografia de Afinidad Metal-Quelato (CAMQ)
La proteina de fusion contiene fundamentalmente tres partes (Fig. 5):

e Una tiorredoxina, la cual favorece la solubilizacion y plegamiento de
proteinas en el citosol.

e Una region de Poli-Histidina, la cual favorecera su purificacion por medio de
cromatografia de afinidad, que esta incluida en la tiorredoxina.

¢ Un sitio especifico de protedlisis, que esta disefiado para ser reconocido por
la proteasa trombina, y que ayudara a obtener la toxina libre.

e La proteina de interés, en éste caso, la toxina TsTXK-

Sitio de corte de
Tiorredoxina trombina

6 Histidinas | Toxina TsTXK-B
Trx His-Tag LVPR-GM KLVALIPNDQRLSILKAVVHKVAKTQFGCPAYEG
YCNDHCNDIERKDGECHGFKCKCAKD

Figura 5. Representacién esquematica de la proteina de fusion, en
la cual se muestran las tres partes que la conforman
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La cromatografia de afinidad metal quelato (CAMQ por sus siglas) consiste en la
retencién de cierto tipo de aminoacidos por medio de iones metalicos que se fijan
en la matriz de una columna. La matriz es una red de Sepharose® que es una
forma polimérica de la agarosa, que se encuentra en forma de esferas. En ésta
caso, se empled una columna que contiene Ni?* que se coordina a la resina. Los
resuduos de aminoacido que son afines a Ni** son principalmente las histidinas.
Entonces, debido al contenido de una poli-histidina en la proteina de fusién se
pudo purificar por medio de ésta técnica. Para ello, se hizo pasar la disolucién de
lisado previamente filtrada por una columna Hitrap® cargada con Ni**, mediante el
uso de una bomba peristaltica. Después, se eluye con una concentracion de 500
mM de imidazol, el cual reemplaza los lugares ocupados por las histidinas por
efecto de la concentracion. Debido a que no es la unica proteina que se puede
quedar retenida en la columna, se efectuaron lavados con una disoluciéon de 80
mM para eluir las impurezas que se pudieron quedar retenidas en la columna. La
elucion que contiene la proteina concentrada se desala por medio de dialisis

unidireccional, para realizar una prueba de Bradford y conocer su concentracion.
5.3.2. Protedlisis

La protedlisis consiste en la ruptura de los enlaces peptidicos. Puede darse de
manera quimica o enzimatica, siendo ésta ultima la mas utilizada debido a su

especificidad y rapidez, ademas de ser un método limpio.

Existen varias enzimas que realizan éste trabajo y que se emplean en Biologia
Molecular. Algunas se emplean integrandolas en la disolucién de la proteina a
cortar, algunas otras pueden unirse a esferas de agarosa y poder asi recuperarlas

de manera sencilla y practica, conservando su actividad.

Las condiciones para que se lleve a cabo una protedlisis dependen de la
estabilidad tanto de la enzima como de la proteina a cortar, asi como del pH, el
contenido de sales presentes en la disolucidén y si se encuentra algun factor que
inhiba la actividad de la enzima. En el caso de éste trabajo se utilizé la proteasa

conocida como Trombina.
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5.3.2.1.Proteasa Trombina

La trombina es una proteasa que se encuentra en varios mamiferos, la que se ha
estudiado mas es la de humano y la de bovino, en este caso, la que se emplea en
biologia molecular es la trombina de bovino. La trombina tiene una masa
molecular de 37 kDa y juega un papel clave en la coagulacion de la sangre. Para
Su uso en biologia molecular, tiene un sitio de reconocimiento general de algunos
aminoacidos, en especifico, el sitio de trombina que se emplea esta conformado
por los aminoacidos -LVPRGM-, en donde la trombina separa los aminoacidos R y

G, dejando libre a la tiorredoxina y a la toxina. (Fig. 6)

Trx His-Tag DLVPR GM KLVALIPNDQRLSILKAVVHKVAKTQFGCPAY
EGYCNDHCNDIERKDGECHGFKCKCAKD

Figura 6. Representacion esquematica del corte con trombina de
la proteina de fusidn, en la cual se muestra el sitio del corte y los
fragmentos que se generan

En especifico, el corte se llevd a cabo en buffer de lisis. Se realizdé una cinética de
corte con estas condiciones, para establecer el tiempo 6ptimo de protedlisis y
poder realizarla a mayor escala. Se utilizé la cantidad equivalente de trombina

para cortar 1 mg de proteina de fusion.

Tras la reaccion de protedlisis, se llevo a cabo otra purificacidon por medio de
CAMQ, ya que hay que remover la tiorredoxina para facilitar su purificacion. En
este caso, la tiorredoxina debe quedarse retenida en la columna ya que su
fragmento posee las seis histidinas. Después de este paso, se concluye la

purificacién de la proteina con la siguiente técnica.
5.4. Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) [23]

La cromatografia es una técnica de separacion ampliamente utilizada en el
analisis quimico. Se basa en que la muestra sea disuelta en una fase mévil que
pasa a través de una fase estacionaria fija. Las dos fases deben elegirse de tal

forma que los componentes que son retenidos por la fase estacionaria se mueven
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mas despacio que aquellos que no se retienen, lo que genera la separacion de los

componentes de la mezcla.

La calidad de la separacion depende directamente de las interacciones de la
muestra tanto con la fase estacionaria como con la fase mdvil. Asi mismo,
depende del flujo de la fase movil, del tamafio de particula de la fase estacionaria,
del tamafo del poro, de las diferentes cargas que cada fabricante de columnas
incluye en la resina y de la difusién que pueda presentarse debida al paso de la
muestra por la columna. La HPLC tiene la particularidad de ser una técnica rapida
y, en muchos casos, separar compuestos de manera eficiente, dependiendo de la

instrumentacion y de la naturaleza de la muestra.

Principalmente, un equipo de HPLC consiste en un inyector, una columna de
separacion, un detector y un colector, asi mismo, incluye una bomba de alta
presion que permite que los eluyentes y la muestra diluida pasen de manera
rapida por la columna y asi pueda efectuarse la separacion. Ademas, la fase movil
puede pasar por un degasificador, el cual eliminara los gases que pudieran estar

disueltos en ellos, mismos que pueden interferir en la calidad de la separacion.

Existen ciertos factores que afectan la separaciéon de proteinas en un equipo de

HPLC, mismos que se describen a continuacion.
5.4.1.1.Columnas

Existe una numerosa cantidad de tipos de columnas, las cuales varian de acuerdo
a su fase estacionaria, el material que se emplea para su relleno y el tamano, el
cual dependera de la cantidad que se desea separar, siendo clasificadas en
analiticas, semi-preparativas y preparativas. Dependiendo de la naturaleza de la
muestra a separar se selecciona el tipo de columna que se utiliza para una 6ptima

separacion.

De acuerdo a esto, existen dos tipos de fases: normal y reversa. La fase normal se
refiere a una columna que se conforma por una fase estacionaria polar, en la que
se quedaran preferentemente retenidas moléculas polares y eluirdan a mayor

velocidad las que no lo son. Por otra parte, en la fase reversa las columnas son de
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fase estacionaria no polar, lo cual deriva en la elucién rapida de moléculas polares

y la retencion de las no polares.

La separacion varia en funcién de las cadenas laterales con las que se recubra la
fase estacionaria reversa; esto debido a las interacciones que se llevan a cabo al
entrar en contacto con la muestra a purificar. Entre menor sea el numero de
carbonos de esta cadena, la separacion sera menos selectiva, dependiendo ello
también del tamafno molecular de la muestra. Si la molécula posee un tamaio
mayor a 10 kDa, la purificacién se optimiza con un menor numero de carbonos y

con un tamafo de poro mayor.

En el caso de la separacion de la toxina de los demas componentes presentes en
la muestra, se emplearon dos columnas de fase reversa de C4 y C5
respectivamente, y con cada una se hicieron pruebas de purificacion para
determinar los tiempos de retencion y purificar un lote de toxina de manera

continua.
5.4.1.2.Gradientes

Existen dos formas de eluir una muestra:
1. Con una elucién isocratica, que consiste en pasar un solo disolvente de
forma continua
2. Un gradiente, en el que se utilizan dos o mas disolventes, que difieren en

cuanto a su polaridad y cuya mezcla se va variando conforme al tiempo.

El gradiente de disolvente que se emplee al inyectar la muestra depende del tipo

de disolventes, de la columna utilizada y del flujo que se trabaje.

En el caso de la separacion de proteinas, se emplea como disolvente principal
H,0, ya que se busca que la proteina se conserve lo mas parecido posible a el
medio nativo, constituido por H,O; y el segundo disolvente es el acetonitrilo,
debido a que es miscible con el agua, su viscosidad es baja, lo que permite
mejores separaciones; y su punto de ebullicibn bajo permite separar la mezcla
agua-acetonitrilo facilmente. El acetonitrilo tiene un caracter no polar que permite

que proteinas poco solubles sean separadas.
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Por otro lado, la cantidad de disolvente que se emplea y los porcentajes que
deben utilizarse, dependen en gran medida también de la columna que se utilizara
y de la mezcla que se desea separar, ya que debido a sus propiedades pueden

soportar ciertos disolventes, pH de trabajo o porcentaje de cada uno.

En el caso de la purificacion se disefd, optimizé y emple6 un gradiente que toma
en cuenta el tiempo de retencion de la toxina y el tipo de columna empleado. Asi
mismo, se tomod en cuenta el tiempo empleado en la purificacion de la toxina para

mejorar el método.
5.5. Espectrometria de masas [23]

La espectrometria de masas engloba a una serie de técnicas analiticas empleada
para la identificacion de moléculas mediante su relacion masal/carga,
principalmente. Se basa en la formacion de iones de las moléculas a analizar. Los
iones producidos pasan a un detector que permite determinar el cociente
masa/carga de las moléculas. Dependiendo de las diferentes técnicas, se

obtendra un espectro de masas distinto para cada una.

Existen varios tipos de métodos de ionizacion; entre ellos se encuentran la fuente
de ionizacion gaseosa y la fuente de desorcion. En la primera, se vaporiza la
muestra y luego se le hace incidir un haz de electrones, los cuales la ionizan. Por
otra parte, la desorcidon se realiza con muestras que son dificiles de vaporizar, ya

sea por ser labiles a altas temperaturas o no ser volatiles.

Las fuentes de iones también pueden clasificarse en duras y blandas. Las fuentes
duras irradian al analito la energia suficiente para excitar a las moléculas; y
posteriormente con la relajacion se ocasione una ruptura de enlaces. La
fragmentacion proporciona informacion sobre su estructura. Por otra parte, la
segunda sélo ocasiona poca o nula fragmentacion, por lo tanto, se observa sélo el

pico del ibn molecular y proporciona informacién exacta de la masa.

La técnica utilizada en este trabajo es un analisis por desorcion, debido a que las
proteinas no soportarian la temperatura requerida para vaporizarla, ademas de

gue su masa es mayor a 10° Da.
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5.5.1. MALDI-TOF

La espectrometria de desorcion-ionizacion por laser asistida por una matriz
(MALDI, por sus siglas en inglés de Matrix Assisted Laser Desorption lonization)
es un método reciente que permite saber con precision la masa molecular de
biomoléculas polares cuya masa molecular superan los miles de daltons. Consiste
en colocar una pequefia muestra de la sustancia a analizar en una matriz que
absorbe de manera intensa la radiacion laser, la cual promueve la desorcion e
ionizaciéon tanto de si misma como del analito. La desorcién produce los iones que
seran detectados posteriormente por un analizador de masas, donde el mas
utilizado es el denominado de tiempo de vuelo (TOF, por sus siglas en inglés de
Time Of Flight).

Este analizador detecta iones acelerados por un tubo de arrastre libre de campo
mediante un campo eléctrico pulsante. La separacién de los iones producidos esta
en funcion de su recorrido hasta el detector, el cual esta situado al final del tubo.
Las velocidades de los iones acelerados esta en funcién de sus masas, por lo
tanto, las particulas mas ligeras y con mayor carga llegaran primero que las que

tienen una mayor masa.

Los detectores de tiempo de vuelo tienen algunas ventajas como su amplio rango
de masas detectables, su sencillez y el facil acceso a la fuente de iones; sin
embargo también deben ser altamente sensibles a diferencias de masas muy

pequenas, lo que supone una desventaja para su uso.

El equipo utilizado fue un espectrémetro de masas MALDI-TOF Flex Control
Microflex® de Bruker®, el cual cuenta con un laser de 337 nm de longitud de onda.
Las matrices utilizadas fueron acido sinapinico para masas moleculares mayores a
10 kDa y acido a-ciano-4-hidroxicinamico para masas moleculares menores a 10
kDa.

La preparacion de la muestra se realizé con el método de la gota seca, en el cual
la matriz disuelta en un disolvente volatil, como acetonitrilo; es mezclada con el

analito, para posteriormente depositar una gota en una placa de metal, misma que
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luego se dejo secar. La proporcién utilizada para los analisis realizados fue de 30
ng/ul.
5.6. Obtenciéon de espectros de RMN

Para obtener los espectros de RMN, la muestra de 3 mg obtenida se disolvié en
agua pura (MilliQ®), en una proporcién 95:5 con ?H,O. Se utilizd un tubo de
resonancia de 3mm. Se empled una secuencia de pulsos optimizada para eliminar
la sefial producida por el disolvente (H,0). Sélo se realizd un experimento de 'H,

del cual se discuten los resultados mas adelante.
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6. Resultados y discusion

A lo largo de éste trabajo se desarrolld el método para obtener y caracterizar a la
toxina TsTXK-B. Los resultados se presentan a continuacion junto con su
discusion.

6.1. Obtencion del plasmido pET-32a modificado

Para empezar a trabajar, se pidi6 a Epochlab sintetizar un gen que tuviera los
nucledtidos necesarios para expresar la toxina de interés, el cual contiene los
codones mostrados en la figura 7. Este gen se recibié ligado con un plasmido
comercial, el cual tiene los sitios de restriccion para las enzimas Kpnl y BamHI. El

gen se obtuvo por medio de una reaccién de restriccion con éstas enzimas.

ATG

Inicio

AAA CTG GTG GCG CTG ATT CCG AAT GAT CAG
K L Vv A L | P N D Q

CTG CGT AGC ATT CTG AAA GCG GTG GTG CAT
L R S I L K A VvV V H

AAA GTG GCG AAA ACC CAG TIT GGC TGC CCG
K V A K T Q F 6 C€ P
GCT TAT GAA GGC TAT TGT AAC GAT CAT TGC
A Y E G Y C N D H C
AAC GAT ATT GAA CGT AAA GAT GGC GAA TGT
N D I E R K D G E C
CAT GGC TTT AAA TGC AAA TGC GCG AAA GAT

H G F K C K C€ A K D
TAG

Stop

Figura7. Codonesrequeridosy secuenciade
aminoacidos de la toxina.

Por otra parte, en el laboratorio se cuenta con un plasmido pET-32a modificado, el
cual, como ya se mencion0; ya tiene en si una resistencia a ampicilina y un sitio de
codificacion para tiorredoxina. Sin embargo, éste plasmido se encuentra mutado
con el gen de otra toxina, por lo cual también es necesario realizar la restriccion
para poder extraerla. Se realizO una reaccion de restriccion con las enzimas
BamHI y Kpnl, mediante la cual se obtuvieron los fragmentos de ADN tanto para la
toxina como el plasmido sin la toxina anterior. Para verificar que se diera la
restriccion de manera correcta, se corrié un gel de agarosa (Fig. 8).

[ =]
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Tras obtener estos fragmentos, se purificaron mediante un gel preparativo de
agarosa con una columna de extraccion de ADN. Después de la purificaciéon se
procediéo inmediatamente a realizar una reaccién de ligacion con la enzima T4
ligasa, la cual dié como resultado un unico plasmido, (Fig.9) que se insert6 en la
cepa de E.coli DH5a, para propagarlo. La insercion del plasmido a las bacterias
dio origen a la obtencion de colonias en una caja petri adicionada con ampicilina,
de las cuales se tomaron cuatro colonias y se cultivaron toda la noche para
obtener el plasmido por medio del uso de columnas de extraccion de ADN
QlAprep® Miniprep de QIAGEN® [37].

Tras la purificacion del plasmido se cuantifico y se envio a secuenciar a Laragen®
Sequencing para verificar el resultado de la ligacion. El resultado de la secuencia
del ADN junto con su traducciéon a aminoacidos se muestra en la figura 10, donde

se puede observar que la ligacion resultd satisfactoria.
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Figura 10. Resultados de la secuenciacion del plasmido obtenido. Se muestran los nucleétidos (Negrita, arriba) y los aminoacidos

(Normal, abajo), junto con los codones de inicio y paro. Se encuentra enmarcada con rojo la toxina, con azul la tiorredoxina, con purpura

el sitio de corte de trombina y con verde el sitio de poli-histidina.
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6.2. Cinética de sobreexpresion de la proteina de fusién

Tras haber comprobado la secuencia de ADN, se procedié a transformar algunas
de las cepas que se utilizan para la sobre expresion de proteinas: C41®, Tuner®,
Rosetta® y BL21 (DE3) PyLys®. Tras 14 h de induccion a 37 °C, se centrifugd el
cultivo, se lisé y se cargd un gel de poliacrilamida para observar la produccién de
proteina de fusion (Fig. 11). Puede observarse que la cepa con una mayor
expresion de proteina es la C41®, por lo cual se empled para la produccién de la

proteina de fusion.

Para poder saber cual es el tiempo que se empleara para obtener un maximo de
expresion de la proteina de fusidén, se realiz6 una cinética de produccién. Se
realiz6 a dos temperaturas: 30 °C y 37 °C y se monitored por 24 h, durante las
cuales se obtuvieron muestras cada hora al principio y luego cada dos horas.
Estas muestras posteriormente se lisaron y se separaron por centrifugado en
sobrenadante y boton. Ambas fracciones se ordenaron y se cargaron en un gel de
poliacrilamida cada uno (Fig. 12), en los cuales se observa que la proteina de

fusion llega a una meseta a las 12 h de produccién, ademas; la mayor parte de la
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proteina de fusion es soluble, ya que se encuentra en el sobrenadante (geles no
mostrados). Esto es imprescindible, ya que la purificacion esta disefiada para

proteinas solubles.

Conociendo el tiempo de sobreexpresién, se trabajé con un volumen de
produccion de 6 L de cultivo, el cual se indujo por 12 h y se centrifugé a 6000 rpm
para separar las bacterias del medio y posteriormente lisarlas. La purificacion de
éste lisado se llevdo a cabo mediante CAMQ, y tras obtener la fraccion que
contiene a la proteina se desalo6 y cuantifico por la técnica de Bradford, obteniendo
la grafica mostrada en la (Fig. 13). En la figura 13 se muestra que la concentracion

obtenida fue del orden de los 9 mg/mL de proteina de fusién.
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Figura 13. Grafica y calculo de la concentracion por el método de Bradford de una

de las producciones de proteina de fusion, después de ser purificada por CAMQ y

desalada por dialisis.
Para seguir la purificacion de la proteina de fusion, se tomaron muestras de cada
paso de purificacion y se corrieron geles de poliacrilamida, con los cuales se podia
observar la pureza de la proteina de fusion, asi como para corroborar si se

sobreexpresa correctamente (Fig. 14).
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6.3. Cinética de corte (Protedlisis)

Después de la cuantificacion de la cantidad de proteina se realizé una cinética de
corte (protedlisis), en la cual se colocaron 100 pyL de trombina unida a esferas de
agarosa en un volumen de 1 mL que contenia 1 mg/mL de proteina de fusion. Se
monitored la protedlisis por 24 h y se obtuvieron muestras que se cargaron
posteriormente en un gel de poliacrilamida que muestra el tiempo en el cual la
protedlisis llega a una meseta alrededor de las 12 h de reaccion (Fig. 15). Este
tiempo se empled para realizar la reaccion de corte de cada lote de proteina de

fusién producido.

Posteriormente, se tomé la cantidad suficiente de trombina necesaria para la
concentracion de proteina de fusion, la cual se diluyd de manera que se efectuara
una protedlisis de manera eficiente. Al finalizar el tiempo de protedlisis se
removieron las esferas de agarosa que contienen a la trombina; por medio de
centrifugacion para efectuar el siguiente paso de purificacion y corroborar que la
misma se llevé a cabo por medio de una purificacion por CAMQ. Se observé un
precipitado que corresponde a la proteina de fusion y la reaccién se llevé a cabo
con una eficiencia del 80%. El precipitado que se observa no afecta en el

rendimiento de la reaccion.
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6.4. Purificacion por CAMQ

Se realizd una segunda purificacién por CAMQ para poder obtener la toxina sin el
residuo de tiorredoxina. La purificacion se monitoreé por medio de geles de

acrilamida, obteniendo lo siguiente. (Fig. 16)

En el gel de la figura 15 puede observarse que tanto el residuo del corte como la
toxina se mantienen retenidas en la columna, por lo cual se realizé un lavado con
50mM de imidazol para eluir la toxina que se quedd retenida. El resultado de
aplicar esta modificacion se muestra en la Figura 17. En el gel se observa que si
se eluye la toxina a esta concentracion, a pesar de ser la toxina un poco retenida
en la columna. Un factor que puede explicar ésta retencion es que la toxina
contiene en su secuencia tres histidinas, que si bien no se encuentran juntas en la
secuencia de aminoacidos, es posible que se encuentren expuestas, y por lo

tanto, la toxina se retenga.

Esta purificacion es muy importante, ya que el siguiente paso requiere que la
muestra este lo mas pura posible para evitar problemas de purificacion con la
columna de HPLC.
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6.5. Purificacion por HPLC

La muestra se purificé en un ultimo proceso mediante HPLC utilizando un equipo
Varian® ProStar; con una columna C4 y, posteriormente, una columna C5. Ambas
columnas estan disefadas para que se puedan purificar moléculas de una masa
molecular superior a 10 kDa y ademas muy hidrofébicas, ya que su matriz
contiene una cadena corta que permite que las moléculas tengan poca interaccion

con la fase estacionaria y puedan eluir de la columna facilmente.

Para poder optimizar un método de gradiente adecuado se inyectd primero una
muestra de corte, para ver los tiempos de retencidon que presentaban en la
columna y los porcentajes de acetonitrilo en los que se eluyeron las fracciones.
Con base en los datos obtenidos se hicieron pruebas hasta obtener la mejor

resolucion posible.

Estas pruebas se realizaron para determinar las variaciones que se presentan en
los tiempos de retencion, y se encontréo que el método que mejor se ajusta a la
separacion es el método que se muestra en la figura 18. En éste método se
observa que se inicia con un 30% de ACN, subiendo gradualmente la
concentracion de ACN hasta 70%, se hace una pequefa variacion de 1min,
durante los cuales se mantiene la concentracién de ACN entre 70 y 74%, para
luego subir a 100% para un lavado de la columna, y al final se regresa a las

condiciones iniciales.

Los resultados de la purificacion de la toxina se presentan el cromatograma de la
Figura 19. Basicamente, los tiempos de retencidn obtenidos con ésta columna
fueron similares. En cada experimento se inyectaron 1000 pL, debido a que la
concentracion de la toxina después de la purificacion por CAMQ disminuye al
quitar de la disolucion el imidazol que se utilizd para eluir, por medio de una
columna de intercambio i6nico, ya que éste método de desalado aumenta el

volumen de la disolucién de la toxina (Anexo I).

Por otra parte, en la columna C5 se hicieron algunas inyecciones inmediatamente
después del corte, para poder optimizar la purificacion y probar que la columna

podia separar la mezcla de corte. Se obtuvieron separaciones de los dos
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componentes de la mezcla; sin embargo, también se observé que la tiorredoxina
se queda retenida en la columna. En la figura 20 se muestra uno de los
cromatogramas obtenidos con ésta columna, en el cual se observa que la

resolucién mejora y la separacion es mas eficiente.

Una vez purificada la toxina del residuo del corte y de la proteina de fusion, se
liofilizd y se disolvid nuevamente en agua pura (MilliQ®), para hacer una prueba de
retencidn en la columna C5. Se observa en la figura 21 que el tiempo de retencion
se conserva en 12 min, por lo que se procedio a seguir utilizando el gradiente ya
descrito para las purificaciones posteriores. Cada fraccidon obtenida se separd y se
mandaron a analizar por MALDI-TOF.
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Inyeccion realizada en la Columna C4

Columna: YMC HPLC column, C4, 250 x 4.6 mm Tamafio de particula Spm
Tamafio de poro 3004

Deteccidn: UV-VIS a 280 nm

Volumen inyectado: 1000 pL

[muA] Fase mévil: H,O + 0.05% TFA y ACN + 0.05% TFA
Flujo: 1 mL/min % ACN + 0.05 TFA
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Figura 19. Cromatograma que presenta una inyeccion de la mezcla de corte en la columna C4.
en el puede observarse en el min 12 la toxina, y en el min 16 un pico adicional. El pico
observado en el min 5 corresponde alas sales presentes en la muestrainyectada

Inyeccion realizada en la Columna C5

Celumna: Jupiter C5, 250 x 4.6 mm Tamaiic de particula Spm Tamafic de
poro 3004
Deteccidn: UV-VIS a 280 nm
Volumen inyectado: 1000 pL
[muA] Fase mavil: H,0 +0.05% TFA y ACN + 0.05% TFA

Flujo: 1 mL/min % ACN +0.05 TFA
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Figura 20. Cromatograma que presenta una inyeccion de la mezcla de corte en la columna
C5. En él puede observarse en el min 11.5 la toxina, en el min 14 un pico adicional con un
hombro, asi como un pico en el min 17. El pico observado en el min 5 corresponde a las
sales presentes en la muestrainyectada.
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Inyeccion de toxina Pura a la columna C5

Columna: Jupiter C3, 250 x 4.6 mm Tamafio de particula Sum Tamafio de
poro 300A
Deteccidn: UV-VIS a 280 nm
Volumen inyectado: 20 pL
[muA] Fase movil: H,O +0.05% TFAy ACN +0.05% TFA

Flujo: 1 mL/min % ACN +0.05 TFA
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Figura 21. Cromatograma que presenta una inyeccion de la toxina pura en la columna

C5. En él puede ohservarse en el min 12 la toxina, y en el min 5 el tiempo muerto, ya

que esta muestrase diluyo en agua pura (MilliQ®)
Tras todo el procedimiento de purificacién se juntd y peso el producto. El peso
total del producto fue de 3 mg. En total se realizaron seis producciones de 6 L

cada una, y de cada una se obtuvieron 0.5 mg de toxina.
6.6. Obtencion de masas por la técnica de MALDI-TOF

Cada fraccidon obtenida en la purificacion por HPLC se liofilizé y se tomd una
muestra para realizar una determinacién de masas por medio de la técnica de
MALDI-TOF. Se utilizaron dos matrices: acido sinapinico (SA) y acido a-ciano-4-
hidroxicinamico. La masa tedrica de la toxina, obtenida por el servidor ExPaSy®
[38] es de 6911.02 g/mol, sin considerar puentes disulfuro. Considerandolos y
calculado con el programa en linea de Innovagen® [39] se obtuvo que la proteina
con puentes disulfuro debe tener una masa de 6905.02 g/mol (Fig.22). También
se calculd la masa de la proteina de fusion y de la tiorredoxina, las cuales son
23,816.16 g/mol y 16,929.15 g/mol respectivamente. Esto es importante debido a

gue se tienen que reconocer las proteinas que eluyen en cada purificacion.
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Dependiendo de la muestra obtenida de cada fraccién de la separaciéon en HPLC,
se obtuvieron diferentes masas, ya sean correspondientes al residuo del corte o0 a
la toxina. En algunos casos, como se menciond anteriormente; se mejoré el
método para optimizar la purificacién de la toxina y separarla completamente de la

tiorredoxina.

El espectro de la proteina de fusion, una vez purificada por CAMQ, se puede
observar en la figura 23. La masa corresponde a la calculada por los servidores.
La mezcla de reaccion de corte se muestra en la figura 24, donde se pueden
apreciar todos los fragmentos que se generan al finalizar la reaccién. En el
siguiente espectro (Fig. 25) se observa la masa del residuo de corte y la proteina
de fusion, que en HPLC se colecté al minuto 18. En la figura 26 se aprecia la masa

del pico colectado en 16 min, que corresponde al residuo del corte.
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Una muestra purificada por HPLC se llevo directamente a masas y el resultado se
muestra en la figura 27, misma que presenta una masa congruente a la toxina con
tres puentes disulfuro. Se puede apreciar en el espectro de la figura 28 que la
masa de la toxina varia en dos unidades de la masa de la toxina sin puentes
disulfuro, calculada por los servidores. Esta muestra es la que se mandé a RMN
'H. Cada fraccion que correspondié a la masa de la toxina calculada se reunié
para asi obtener una cantidad suficiente para la obtencién de los espectros de

RMN, la cual sumé un total de 3 mg de toxina, como se mencioné anteriormente.

Por otra parte, se separdé un poco de la muestra para realizar una reaccion de
reduccién de puentes disulfuro con DTT. Esta reaccion se realizé al disolver la
toxina en agua pura (MilliQ®), con una concentracién de 100 pg/mL, y se agregd
una solucion de DTT con una concentracion de 100 mM. EI DTT se debe afadir en
exceso para garantizar que los puentes disulfuro se reduzcan y asi poder

determinar si es posible que la proteina se encuentre plegada.

El espectro de masas por MALDI-TOF se presenta en la figura 29b. En ella puede
apreciarse que la toxina obtenida tiene tres puentes disulfuro, debido a que la
masa aumenta en 6 Da comparada con la masa obtenida de la toxina antes de la

reaccion (Fig. 29a).

43

——
| —



——

44

Resultados y Discusion

'



——

45

Resultados y Discusion

'



——

46

Resultados y Discusion

'



——

47

Resultados y Discusion

'



Resultados y Discusion

6.7. Obtencion de espectros de 'H-RMN

Una vez obtenida una muestra de 3 mg de toxina, se procedié a realizar un
experimento de RMN de 'H. Si la proteina se encuentra plegada las sefales que
corresponden a los H de los metilos, a los H de los Ca y los H de los enlaces

peptidicos (amida) se encuentran desplazados a mayor o menor campo.

Instituto de Quimica, UNAN
H20/020 Equipo de Su WHz

:rubl [
uestra de TeTHK-bata 3.1 mg
20 de septiembre ds 2013.

Pulge Sequence: water_f2

Figura 30. Espectro obtenido por
RMN de la toxina. Pueden
observarse la distribucion de las
sefiales en 8.5 a 6.5 ppm para los H
de amidas, a menos de 5 ppm para
los H de Ca y a 0.9 ppm para los
metilos.

AL NEVAN , J L.

........ ——r—T T

.Sl a ? 6 5 4 3 2 1 [ 0]

En el espectro de resonancia obtenido, mostrado en la Figura 30, pueden verse
los desplazamientos que presenta la toxina. Para una toxina plegada, los metilos
deben encontrarse a desplazamientos quimicos inferiores a 0.9 ppm. En el
espectro de la toxina se encuentran juntos en 1 ppm. Los hidrégenos que se
encuentran enlazados a Ca deben verse distribuidos a 5.5 ppm pero en el
espectro de la toxina se localizan a menos de 5 ppm. Por ultimo, las sefales de

amidas de los enlaces peptidicos deben de aparecer a un desplazamiento entre
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12 y 6.5 ppm. Las que se observan en el espectro obtenido se encuentran entre

8.5y 6.5 ppm. Esto puede apreciarse en la figura 31.

Ademas de esto, también se puede observar una sefial de mayor magnitud en
~3.8 ppm, la cual es indicativa de que existe una cierta concentracion de Tris

presente en la muestra analizada por RMN.

El resultado derivado de realizar estos experimentos, y de acuerdo a las sefiales
obtenidas es que la proteina no se encuentra plegada. Las senales que son
caracteristicas de plegamiento no aparecen en el desplazamiento correspondiente

a una proteina que si se encuentra plegada.

Instituto de Quimica, UNAN
Hig‘ﬂzﬂ Elulpo de 500 WHz
probe de 3 sm.

Husstra de TesTAK-beta 3.9 mg
29 de septiembrs de 2013.

PFulse Sequance: water_f2

Figura 31. Espectro obtenido por M
RMN de la toxina amplificado. En

este caso, se pueden observar mejor
las sefiales que generan los protones
de amida y los protones de Ca,
ubicadas en 8.5 a 6.5, y a menos de
5 ppm respectivamente.

R 5 5 -';l' 3 2

Wy

ppn

-
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6.8. Prediccion de estructuras: I-TASSER® y Qwark®

Una de las formas de poder intuir como es la estructura de una proteina es
mediante la realizacion de calculos computacionales. Existen numerosos
programas para realizar éste tipo de calculos, muchos de ellos se encuentran
disponibles en la internet con fines académicos de forma gratuita y, algunos otros,
de manera comercial. Para proponer una estructura posible de la toxina se

emplearon dos tipos de programas: I-TASSER® y Qwark®.

I-TASSER® es una plataforma automatizada para la prediccion de estructuras
basada en la secuencia primaria de aminoacidos y en la posible similitud que
puede tener su secuencia de aminoacidos con otras proteinas conocidas [40]. I-
TASSER® genera un conjunto de modelos tridimensionales, los cuales funcionan
como prediccion de los que se pudiera obtener por medio de RMN. Estos modelos
se calculan por homologia con proteinas encontradas en la base de datos Protein
Data Bank (PDB). Se comparan las secuencias primarias con secuencias similares

que se encuentran reportadas permitiendo hacer la prediccidon de la estructura.

En éstos calculos se emplea un factor denominado RMSD (siglas del término, en
inglés, root-mean square derivation). Este factor es un indicador de la cercania
que tiene la estructura predicha con la que se usé como molde, tomada del PDB
[40]. Otro factor empleado es el c-score, un valor de confiabilidad que indica cuan
confiable es el calculo efectuado; por lo tanto, es una medida de la calidad de la

estructura. Un valor de c-score mayor indica un modelo de mayor confiabilidad.

Por otra parte, Qwark® es un calculo de estructura secundaria basado en
determinaciones ab-initio. En ellos se emplea a la estructura proteinica, no sélo
como una cadena de Ca, sino que considera todos los atomos que se encuentran
en la cadena principal y simula los aminoacidos tomando en cuenta su centro de
masa. Ademas, se incluyen interacciones entre atomos, como fuerzas de van der

Waals, puentes de hidrégeno y angulos de torsion [41].

Este calculo determina la menor energia para fragmentos especificos de la
proteina, mismos que va conformando hasta obtener una estructura completa. No

requiere de utilizar moldes, simplemente se basa en datos estadisticos obtenidos
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por medio del analisis de otras estructuras, que permiten restringir a las moléculas
a un comportamiento y plegamiento que ya se encuentra establecido [41]. El valor
que se obtiene al finalizar el célculo es conocido como TM-score (siglas de
Template Modeling score), el cual nos indica la similitud encontrada para el nuevo

grupo de estructuras.

Se realiz6 el calculo en ambos servidores. -TASSER® determind 5 estructuras,
mostradas en la figura 32; y Qwark® determiné 10, que se encuentran en la figura
33.

Las estructuras se compararon por medio de un tercer servidor: Swiss-Model
Workspace, Protein Structure & Model Assessment Tools®. Este servidor esta
conformado por un conjunto de herramientas diversas que verifican su
confiabilidad, por medio de parametros estadisticos y de probabilidad, interaccién
con disolvente, intramoleculares y la posicion de los aminoacidos presentes [42].
Los parametros utilizados para realizar la comparacion fueron ANOLEA, QMean,
DFIRE, GROMOS y Procheck.
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Se selecciond una estructura por cada calculo, mismas que se muestran en la
figura 34. En ella puede apreciarse que dependiendo del método utilizado se llega
a una estructura distinta. En particular, la estructura seleccionada del servidor
Qwark® es la que tiene una mejor calidad debido a que los parametros empleados
para comparar las diez estructuras coincidieron, en su mayoria, que tiene una

mayor probabilidad de tener una menor energia (Fig. 35).
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Se espera que la toxina TsTXK-B tenga un motivo estructural CS-a/f y una o dos
hélices a al inicio de la secuencia, ya que se han hecho alineamientos con algunas
otras proteinas como las defensinas y las escorpinas [12]. Las estructuras
obtenidas se compararon con dos defensinas: la defensina MGD-1 (PDB 1FJN) y
la defensina Cg-Def (PDB 2B68), que tienen el motivo CS--a/f.

En las estructuras obtenidas se puede observar que se encuentran dos hélices a.
Sin embargo, las hebras B no se distinguen en las posiciones esperadas, ya que
se espera que se encuentren cerca de la hélice de dos giros y unida con puentes
disulfuro. Las hebras 3 en la estructura obtenida por I-TASSER®, a pesar de que
se encuentran cercanas a la hélice, no se encuentran unidas por puentes
disulfuro. Por otra parte, las hebras 3 que se observan en el modelo obtenido por
Qwark®, estan en una posicion distinta de la cadena, por lo tanto, tampoco cumple
con la condicion de tener el motivo CS-a/(3.

Para finalizar, se buscé en las estructuras obtenidas si se habian generado
puentes disulfuro. Se encontré que sélo la estructura 5 generada por Qwark® tiene
dos puentes disulfuro, las demas con un solo puente.
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7. Conclusiones

Tras la actividad experimental realizada para optimizar las condiciones de
obtencion de la toxina TsTXK-B y por medio del analisis de los resultados de la
caracterizacion por RMN y MALDI-TOF, se llegd a la conclusion de que la proteina
se expresa en el sistema propuesto, sin embargo, se tiene también que la toxina

no se encuentra plegada, a pesar de determinar que cuenta con puentes disulfuro.

Como perspectiva de este trabajo se propone que la toxina se someta, una vez
expresada, a un procedimiento para plegarla. De esta forma, se resolvera la
estructura terciaria por medio de la adquisicién de experimentos de RMN en dos

dimensiones y se podra comparar con las estructuras calculadas en éste trabajo.
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Anexo 1

Anexo l. Protocolo de produccion de toxinas, desarrollado en el laboratorio de
Quimica de biomacromoléculas 1. Instituto de Quimica. UNAM.

El presente protocolo se desarroll6 de manera general para la produccién de toxinas
con el material y el equipo del laboratorio de Quimica de Biomacromoléculas 1. Las
condiciones que se emplearon se especifican en cada apartado de la seccion

“Metodologia”.

. Transformacioén. Tiempo: de 2a2:30 h

Para la transformacion de células se requiere:

e Células de la cepa requerida e Medio LB Liquido (de 300 a 500
(de 50 a 100 pL) uL)

e Cajas petri de medio LB e Termoblock c/termometro

e Antibidticos de selectividad, e Hielo
indicados para cada cepa (1 e Plasmido requerido (10 ng por
ML/mL, en cada caja a utilizar) cada 50 pL de células)

1. Preparar las cajas petri necesarias para sembrar (una vez transformadas las
células), cada una con los antibidticos necesarios para la selectividad del
crecimiento bacteriano. Para ello se necesitan

e 2 para controles positivo y negativo, sin transformar (pueden ser cajas
chicas)
e 2 para controles positivo y negativo, transformadas

2. Dejar descongelar en hielo las células a emplear en la transformacion,
aproximadamente 20 min.

3. Anadir a las células descongeladas 10 ng/50 pl del plasmido a utilizar.

4. Dejar interaccionar por 30 min-1 h en hielo.

5. Dar un choque térmico sumergiendo las células en el termoblock, con una
temperatura de 42-45 °C, de 45 seg-1 min

6. Sacar las células del termoblock y colocarlas en hielo por 2 min.

7. Agregar a las células de 300 a 500 uL de medio LB liquido. Incubar a 37 °C por
una hora.

8. Sembrar las células en sus respectivas cajas petri, y cuidar cuales son de blanco

y los controles positivos y negativos. Incubar las cajas a 37 °C, toda la noche.
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Il. Cinética de expresion. Tiempo: 8 h continuas (de preferencia) y 4 h del
siguiente dia. Tiempo total: 24 h

Para la cinética de expresidon (toma de muestras) se requiere:

e Cajas petri con las células ya e Puntas estériles de 200 pL
transformadas. e Puntas estériles de 1000 uL

e Tubos de cultivo estériles e Tubos de 0.5 mL

e Matraz Erlenmeyer de 125 mL e Espectrofotometro para
con 50 mL de medio LB liquido, densidad optica, con celda de 1
esteéril mL

e Antibidticos  necesarios (1
uL/mL)

1. De las cajas petri obtenidas en la transformacion, picar una colonia con una punta
estéril y dejar crecer en un tubo de cultivo estéril un preinéculo en medio LB toda
la noche, con los antibidticos necesarios

2. Al dia siguiente, traspasar el preinoculo al matraz que contiene LB y antibidticos,
dejar crecer a la temperatura que se necesite la cinética (usualmente de 37 °C,
pero puede ser menor), con agitaciéon y monitoreando la densidad optica del
inoculo.

3. Ya llegando a la densidad optica de 0.7, se induce a la produccion de proteina
con 0.5 mM de IPTG. Tomar una muestra a este tiempo, que sera el tiempo cero.

4. Tomar muestras de 500 yL ala 1, 2, 4, 6, 8, 12, 16, 20 y 24 h, traspasandolas en
un tubo de 0.5 mL.

5. Centrifugar las muestras a 13000 rpm (minimo) por 60 s.

6. Decantar el medio y agregar 50 uL de buffer de lisis. Resuspender el pellet celular

7. Congelar las muestras y guardar para su procesamiento (lisado y preparacion
para correr en geles de electroforesis)

Para lisar las muestras se requiere: (tiempo: 30 min)

e Muestras congeladas e Hielo
e Sonicador con vaso
1. Se descongelan las células en hielo, de manera que puedan lisarse.

2. Se ajusta la programacion del sonicador a la siguiente:

i. 20 s de tiempo del pulso

ii. 10 s de tiempo en reposo

iii. 10 min de tiempo total (dependiendo del numero de tubos
a sonicar, generalmente es el tiempo para 9 o 10)
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3. En cada choque so6nico se cambia la muestra y se mete en hielo, por otra que
este fria.

4. Ya sonicadas, puede optarse por solo agregar el buffer de carga y correr geles, o
bien centrifugar y separar la fraccion soluble del pellet, y agregar el buffer de
carga.

Para correr los geles se requiere: (Tiempo: 2:30 h)

e Muestras e Caja electroforética

e Geles de poliacrilamida 14% e Puntas para geles
para electroforesis (de 10 pozos e Marcadores de pesos
para menos de 9 muestras y de moleculares
15 pozos para mas de 9) e Fuente de poder

e Buffer de Tanque
1. Se hierven las muestras ya sonicadas y con 30uL de buffer de carga por 10min.

2. Se montan los geles en la caja electroforética, llenando esta ultima con buffer de
tanque; verificar si el nivel es adecuado.

3. Cargar los pozos de los geles con 8-10 pL de muestra, con la ayuda de las puntas
para geles.

4. Programar la fuente de poder para correr las muestra de la manera siguiente:

i. 20 min a 80 V para concentrar
ii. ~2 ha 120V para separar
a) Nota: estar al pendiente de los geles, el tiempo puede
variar
5. Una vez concluido el tiempo, retirar los geles, fijarlos y tedirlos. El tiempo donde

se observa un maximo de expresion, sera el tiempo que se tendra el cultivo de

produccién.

lll. Expresion de Proteina (tiempo: marcado por la cinética + 1 h de
centrifugado)

Para expresar la proteina de fusion se requiere:

e Matraces de 3 L con 1.5 L de e Puntas estériles de 200 y 1000
medio LB; estériles ML
e Antibidticos  necesarios. (1 e Espectrofotometro para
puL/mL de medio) densidad optica, con celda de 1
e Matraz de 125 mL con medio mL
LB, estéril e Tubos para centrifuga
e Cajas petri con células e Buffer de lisis
transformadas e Solucién de IPTG 100 mM
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1. Poner a crecer toda la noche un preindculo de las células transformadas

2. Distribuir el preindculo entre los matraces de 1.5 L. Dejar alcanzar una densidad
Optica de ~0.7, e inducir con 0.5 mM de IPTG

3. Dejar crecer y producir por el tiempo adecuado, obtenido por los geles

4. Una vez alcanzado el tiempo de maxima expresion, centrifugar el cultivo a 6000
rpm, quitar el excedente de medio y resuspender el pellet en buffer de lisis

5. Congelar las muestras resuspendidas, para su lisis posterior
IV. Lisado

Para lisar las células de produccion se necesita: (tiempo: 30 min-1 h)

e Células congeladas e Hielo
e Sonicador con punta e Recipiente de HDPE
1. Dejar que se descongelen las células en hielo

2. Traspasar las células a un recipiente de HDPE
3. Programar el sonicador con los siguientes tiempos:

i. 40 seg de pulso sénico
ii. 2 min de tiempo muerto
iii. 4 min de tiempo total
a) Nota: cuidar que no se sobrecaliente la muestra y que la punta no toque el

recipiente donde se encuentran las células, ya que esto provoca la formacion
de espuma, lo cual es dificil de sonicar y de tratar; y puede provocar
precipitacion de proteinas
4. Centrifugar el sonicado por 40 min-1 h a 16500 rpm.
5. Decantar el sobrenadante del pellet, guardarlo para su purificacion. Desechar el
pellet.
V. Purificacion por columnas Hi-Trap

Para purificar se necesita: (tiempo: 2:30-3:30h)

e ColumnaHi-Trapde 501 mL Buffer de lisis

e Filtros Millipore® de 0.22 um > Solo
para disoluciones con Yy sin > Con 10 mM de Imidazol
proteinas > Con 500 mM de imidazol
e Porta filtros e Etanol 20%
e Jeringade 10 mL e Bomba peristaltica
e Tubos Falcon de 50 mL e Manguera con entrada para Hi-
e Agua destilada Trap
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. Todas las disoluciones deben filtrarse con MiIIipore® de 0.22 ym de poro. Las

disoluciones con proteinas se filtran con filtros de PDVF y las que no contienen
proteinas con filtros de nitrocelulosa.

Se ajusta la bomba peristaltica a 5 mL/min o 1 mL/min, dependiendo de la
columna a utilizar

La columna se lava de la solucién de etanol de guardado con 5 volumenes de

agua.

4. Se equilibra con 5 volumenes de buffer de lisis

5. Se hace pasar el sobrenadante del lisado celular, tomando muestras del lisado

9.

sin pasar y del flujo que cae de la columna. Separar la elucién y etiquetar.

Se lava lo retenido por la columna con 5 volumenes de buffer de lisis con 10mM
de imidazol. Se toma una muestra de la elucién, se separa y se etiqueta

Se eluye la muestra retenida, que es la que contiene la proteina de fusion, con 5
volumenes de buffer de lisis con 500 mM de imidazol. Se toma una muestra de la
elucion, se separa y se etiqueta.

Al terminar de eluir con el imidazol, volver a equilibrar la columna con 5
volumenes de buffer de lisis

Limpiar la columna con 5 volumenes de agua

10.Pasar 3 volumenes de etanol para guardar la columna.

Para verificar la optima purificacion y la presencia de la proteina de fusion se

necesita: (tiempo: 2:30-3:30 hrs)

1.
2.

e Muestras obtenidas de la e Caja electroforética
purificacion. e Puntas para geles

e Geles de poliacrilamida 14% e Marcadores de pesos
para electroforesis (de 10 pozos moleculares
para menos de 9 muestras y de e Fuente de poder

15 pozos para mas de 9)
Cargar los geles con las muestras preparadas.

Tefir los geles y verificar la presencia de la proteina de fusién
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VI. Desalado

a) Para desalar la muestra purificada por la columna HiTrap® por medio de columnas
PD10°® se requiere: (Tiempo: 1:30 h)

N o o bk~ D=

Etanol 20%
Pipeta de 10 mL

e Proteina a desalar
e Columna PD10°
e Buffer de lisis filtrado Puntas de 10 mL
e Agua destilada Tubos falcon
Quitar el etanol de guardado de la columna con 25 mL de agua

Equilibrar la columna con 25 mL de buffer de lisis filtrado
Agregar 2.5 mL de la muestra a desalar. Desechar la elucion
Eluir con 3.5 mL de buffer de lisis. Colectar la elucion

Volver a equilibrar la columna con 25 mL de buffer de lisis
Repetir de 3 a 5 hasta que se haya pasado toda la muestra

Al termino, enjuagar la columna con 25 mL de agua y guardarla en etanol 20%

b) Para desalar la muestra purificada por la columna HiTrap® por medio de dialisis se

requiere: (Tiempo: 3:30 h)

e Proteina a desalar

e Membranas de intercambio
ionico equilibradas con el buffer
que se utilizara Probetas o Tubos para dialisis

e Buffer de lisis filtrado Pinzas para membranas de

e Agua destilada dialisis

e Etanol 20%

Pipeta de 10 mL
Puntas de 10 mL
Tubos falcon

. Las membranas, previamente equilibradas, se sellan por un lado por medio de las

pinzas y se llenan con la disolucion de proteina a desalar. Se sellan por el otro
extremo

Se llena la pipeta o el tubo con el buffer que se empleara para el desalado, y se
introduce la membrana que se encuentra llena de la disolucién de proteinas. Se
pone en agitacion. El volumen que se debe emplear debe ser, como minimo, 5

veces mayor al volumen de la disolucion de proteina que se va a desalar.

3. Se cambia el buffer cada media hora, para evitar que la proteina precipite.

4. Al realizar un minimo de tres cambios de buffer, se vacia de la membrana en un

tubo falcon.
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VIl. Cuantificaciéon de proteina por el método de Bradford
Para cuantificar se necesita: (Tiempo: 2 h)

e Muestra desalada
e Reactivo de Bradford
e Estandares de concentracion
conocida
e Tubosde 1.5mL
1. Se toman de los estandares y de la muestra a cuantificar 50 uL, se colocan en

Pipeta de 1000 pL

Shaker

Espectrofotdmetro a 595 nm
Celda para UV-Visible

tubos de 1.5 mL y se afnade 1 mL de reactivo de Bradford

2. Se ponen a reaccionar las muestras en agitacion por una hora

3. Se hace una curva de calibracién con los estandares de proteinas conocidos,
midiendo la absorbancia de cada uno en el espectrofotometro

4. Se mide la absorbancia de la muestra a cuantificar y se ubica en la curva de
calibracion, tomar en cuenta la diluciéon hecha al desalar.
VIIl. Cinética de corte

Para la cinética de corte se necesita: (Tiempo: Hasta 8 h)

e Trombina e Buffer de lisis
e Muestra desalada
1. Se lava la trombina de la solucién de guardado con buffer de lisis

2. Se reparte la proteina a cortar en los tubos necesarios de trombina, poniendo la
reaccion en agitacion

3. Se toma una muestra cada hora de la reaccion para hacer una cinética de corte,
la cual se correra en un gel de electroforesis.

4. Ya efectuada la cinética se procede a dejar la reaccidén con el tiempo necesario,
indicado por la cinética de corte; en agitacion

5. Para separar la trombina de la proteina cortada, se centrifuga a 2500rpm, se
pipetea cuidando no tomar las esferas de agarosa. Guardar la trombina en
disolucion buffer.
IX. Purificacion del producto de corte en columnas HiTrap®

Para purificar el corte se necesita:

e ColumnaHi-Trapde 501 mL e Jeringade 10 mL

e Filtros Millipore® de 0.22 um e Tubos Falcon de 50 y 15 mL
para disoluciones con y sin e Agua destilada
proteinas e Buffer de lisis

e Porta filtros > Solo
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> Con 500mM de imidazol e Manguera con entrada para Hi-
e Etanol 20% Trap
e Bomba peristaltica

. Todas las disoluciones deben filtrarse con Millipore® de 0.22 ym de poro. Las

disoluciones con proteinas se filtran con filtros de PDVF y las que no contienen
proteinas con filtros de nitrocelulosa

Se ajusta la bomba peristaltica a 5 mL/min o 1 mL/min, dependiendo de la
columna a utilizar

La columna se lava de la solucion de etanol de guardado con 5 volumenes de

agua.

4. Se equilibra con 5 volumenes de buffer de lisis

5. Se pasa la proteina cortada por la columna, colectando la elucién.

6. Las partes restantes de la proteina de fusion y los residuos de corte se lavan con

5 volumenes de buffer de lisis con 500 mM y se desechan.
Al terminar de eluir con el imidazol, volver a equilibrar la columna con 5
volumenes de buffer de lisis
Limpiar la columna con 5 volumenes de agua. Pasar 3 volumenes de etanol para
guardar la columna.
X. Purificacién por HPLC

e Medicion del tiempo de retencidn

e Purificacion

Para purificar por medio de HPLC se requiere (El tiempo depende de la cantidad de

muestra y del tipo de columna a utilizar, asi como del método y de la equilibracién de

la columna) se necesita:

1.

e Disoluciones de proteina, e Jeringa con punta roma para
filtradas inyeccion de muestra
e Agua Mili-Q y Acetonitrilo, e Loops de diferentes
filtrados: capacidades
> Con TFA e Columnas de fase reversa
> Sin TFA proteo analitica (para tiempo de
e Viales limpios y secos retencion) y preparativa (para

purificacion)
Prender el equipo de HPLC manualmente: Lampara, Bombas y Degasificador

2. Dejar que el degasificador se estabilice por 20 min
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3. Comprobar que las bombas funcionen correctamente purgando las lineas y
verificando la ausencia de burbujas. Para purgar las lineas se debe de abrir la
valvula de paso externo, para evitar la entrada de presiones altas en la columna,
oprimir el botén “Prime” y purgar las cuatro lineas. (Agua con y sin TFA, y
acetonitrilo con y sin TFA). Después de estabilizado el sistema, cerrar la valvula
de purga.

4. Antes de inyectar proteina, se recomienda correr un programa de blanco, para
verificar el optimo estado de la columna, asi como para limpiarla. Este blanco
también servira para equilibrar la columna de la solucion de guarda a la de
separacion (Disolventes con TFA)

5. Lavar el loop con un poco de la disolucion saliente del programa de lavado, esto
para evitar picos falsos y contaminacion de la muestra a inyectar. Para lavarlo,
mantener el inyector en posicion de carga.

6. Escoger el programa adecuado para la separacion de la proteina (ya sea para
saber el tiempo de retencién o para purificacion). Para ello:

i. Abrir el programa Galaxie® en Windows®

ii. Iniciar sesion con nombre de usuario y contrasefa

iii. Una vez abierto, en la casilla Systems, activar el boton HPLC UV

iv. Activar el boton OVERVIEW (panel inferior derecho)

v. Encender la ldampara con los botones UV y Vis

vi. En el menu File, seleccionar Open..., y de ese menu seleccionar Open
Method...

vii. Seleccionar el método a emplear, segun las necesidades de separacion.
Abrirlo y verificar las especificaciones. También puede crearse un nuevo
método, especificando los porcentajes de disolventes que se emplearan, el
tiempo de corrida y el tamario de la inyeccion, entre otras caracteristicas.

7. Verificar el tiempo de corrida del método a emplear; de ser correcto, seleccionar
el boton “inyectar”. Aparecera una pantalla que corroborara los datos de la
inyeccion. Dar clic en aceptar.

8. El sistema esperara que se inyecte la muestra. La inyeccion debe hacerse

manualmente para que el programa comience a correr.
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9. Si se espera un cromatograma para obtener el tiempo de retencion, dejar que el
programa corra. En caso de ya separar la proteina, estar al pendiente del tiempo
de retencién (obtenido en un analisis anterior) para colectar en un vial limpio y
seco.

10. Al finalizar, regresar la columna a las condiciones de guarda (Agua y Acetonitrilo
SIN TFA). Recordar que en el programa debe de reducirse lentamente el flujo
hasta llegar a cero.

11.Apagar la lampara con el programa, después apagar manualmente los tres
dispositivos y el degasificador.

XI. Liofilizado

Para liofilizar las muestras se requiere:

e Muestra a liofilizar contenida e Trampa para vacio
en un matraz pera (de e Bomba de vacio con
preferencia) mangueras y barémetro

e Hielo seco e Membrana MiIIipore®

e Desecador con entrada de
vacio

1. Cubrir la boca del matraz con un trozo suficiente de membrana Millipore®

2. Congelar la muestra con hielo seco, para garantizar que el acetonitrilo contenido
en la disolucion también se congele

3. Insertar la trampa en un termo con hielo seco alrededor, para recuperar el agua y
el acetonitrilo que se liofilicen. Tapar el borde con una franela para conservar la
temperatura.

4. Insertar el matraz con la muestra congelada en el desecador, cuidando que
guede bien colocada para evitar pérdidas. Conectar a la trampa y de ahi a la
bomba de vacio.

5. Encender la bomba de vacio y cerrar el paso de aire. Dejar el sistema
funcionando por el tiempo necesario, verificando que la trampa no se llene con la

liofilizacion.
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Anexo Il. Disoluciones empleadas en los procedimientos descritos
a) Buffer de Lisis

Componente Concentracion

NaCl 300 mM
Tris 50 mM
pH 9.0

b) Medio de Cultivo Lysogeny Broth

(LB)

Componente Concentracion

Cajas Petri)

NaCl 10 g/L
Tripsina 10 g/L
Extracto de
5g/L
Levadura
Agar (para
gar (p 10 g/L

c) Antibidticos

Antibiético Concentracion

Ampicilina 100 mg/mL

Kanamicina 15 mg/mL

Tetraciclina 6.25 mg/mL
Cloramfenicol 34 mg/mL

——
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d) Buffer de tanque (Para PAGE)

Componente Concentracion

SDS 0.1% wl/v
Tris 25 mM
Glicina 192 mM

e) Buffer de Carga (Para muestras
de PAGE)

Componente Concentracién

Tris 50 mM
SDS 2% wiv
Glicerol 10% w/w
B-Mercaptoetanol 12.5 mM
Azul de .
Bromofenol 0.02% wiv

f) Disolventes para el cromatdgrafo

Componente | Concentraciéon

H20 0.05%TFA

Acetonitrilo

0.05%TFA

'
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Anexo lll. Protocolo de Obtencion de Células Competentes

1.

o & DN

© © N o

Seleccionar de una caja petri que contenga la cepa de interés una colonia
aislada e inocular de 50 a 100 mL de medio LB en un matraz Erlenmeyer.
Inocular a 37 °C con agitacion hasta obtener una densidad 6ptica de 0.400 a
600 nm

Transferir el cultivo a tubos Falcon estétiles y dejar reposar en hielo por 5 min
Centrifugar los tubos a 6000 rpm por 10 mina T =4°C

Decantar y descartar el medio.

Resuspender cada botdn celular con 10 mL de CaCl, 0.1 M estéril. Incubar en
hielo por 10 min. Después de la incubacion, centrifugar a 2500 rpm por 5 min
Repetir el paso anterior dos veces mas

Resuspender el botdén celular en 2 mL de CaCl, 0.1 M frio y estéril

Agregar a cada tubo 0.5 mL de glicerol al 50% m/v

Alicuotar la solucion anterior en tubos de microcentrifuga estériles. Congelar

en nitrégeno liquido o en una mezcla Hielo seco-Acetona y guardar a -70 °C.
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