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Abreviaturas

A Armstrongs

¢ Coeficiente de extincién molar

pm Micrometro

A Absorbancia

ADN Acido desoxirribonucleico

AP  4-aminopiridina

ARNm Acido ribonucleico mensajero

Cl  Cuerpos de inclusion

CnBr Bromuro de cianégeno

E Acido glutamico

Fh8 Proteina de Fasciola hepatica

Gla vy-carboxilacién

GST Glutation S-transferasa

Hyp Hidroxilacion

IPTG Isopropil B-D-1 tiogalactopirandsido
KDa Kilodaltones

Kv Canal de potasio dependiente de voltaje
LB Medio Luria-Bertani

Lipoil Residuos 1-85 de la enzima dihidrolipoil acetiltransferasa de Bacillus
sterothermophilus

MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization = Desorcidn/lonizacién Laser
Asistida por Matriz

MBP Proteina de union a maltosa



MP  Modificacién postraduccional

NAChR Receptor nicotinico

NaCl Cloruro de sodio

nm Nanometros

NusA N-utilization substance protein A

ori Origen de replicacion

PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida
Poly-His Etiqueta de histidinas

R Arginina

RE Reticulo endoplasmico

SDS Dodecilsulfato sédico

SPPS Sintesis de péptidos en fase solida
SUMO Small Ubiquitin-like Modifier

TEA Tetraetilamonio

TEV Proteasa del virus del tabaco

TOF Time of flight = Tiempo de vuelo
Tris  Tris (hidroximetil) aminometano

Trx Tioredoxina



Resumen

Los venenos de algunos organismos son una fuente de compuestos con potencial
farmacoldgico. Los caracoles pertenecientes al género Conus constituyen un
grupo diverso de depredadores marinos; abarcan més de 700 especies y cada una

de ellas produce hasta 200 conopéptidos.

Dentro de los conopéptidos, aquellos con dos o mas enlaces disulfuro son
nombrados conotoxinas. Las conotoxinas se clasifican en superfamilias segun su
secuencia sefial, el blanco molecular sobre el que actian y su arreglo de cisteinas.
La especificidad que tienen algunas conotoxinas por sus blancos moleculares las
hace candidatas a nuevos compuestos con potencial farmacolégico. Sin embargo,
de su fuente natural se obtienen en muy bajas cantidades, por lo que el desarrollo

de nuevas tecnologias que permitan su sintesis es imprescindible para su estudio.

La conotoxina ViTx fue aislada de Conus virgo, pertenece a la superfamilia /2,
consta de 35 aminoacidos entrecruzados por cuatro enlaces disulfuro y bloquea
los canales potasio Kvl.1 y Kv1.3. En este trabajo se intentd producir la ViTx
recombinante en Escherichia coli (BL21); se utilizo el vector de expresion pHLTEV.
El péptido Srlla, aislado de Conus spurius, también pertenece a la superfamilia
12, consta de 32 residuos entrecruzados por cuatro enlaces disulfuro y tiene
actividad especifica sobre los canales de potasio dependientes de voltaje Kv 1.2 y
Kv 1.6. Este péptido ya ha sido producido por nuestro equipo de investigacion
(datos no publicados) y por ello se usé como control positivo. La produccién de la
conotoxina ViTx recombinante no fue posible. Planteamos varias hipétesis que nos
ayudan a explicar porque la ViTx no se pudo producir de forma recombinante en

E. coli.



1.- Introduccién

1.1.- Género Conus

Los caracoles pertenecientes al género Conus (familia Conidae) comprenden un
grupo de depredadores marinos M. Todos sus miembros usan su veneno, un
coctel de pequefios péptidos (conopéptidos), para capturar a su presa Yy
defenderse de posibles depredadores ?. El género Conus consiste de mas de
700 especies de caracoles cono, estos abundan en habitats marinos tropicales
(aunque algunas especies han colonizado aguas mas frias). ! La compleja red de
interacciones biologicas a la que estan sujetos los conos han hecho posible el
desarrollo evolutivo de un inmenso repertorio molecular en sus venenos. Se
estima que mas de 100 diferentes componentes se encuentran en cada especie
de cono, con lo que se estiman >50,000 componentes farmacolégicamente activos

en el género Conus. !

Los coénidos se dividen en tres grandes grupos de acuerdo al tipo de presa del
que se alimentan. El grupo mas grande de conidos es el que se alimenta de
gusanos, en especial de poliquetos (una clase de gusanos marinos). El segundo
grupo consta de especies que se alimentan de otros gasterépodos. El ultimo grupo
y tal vez el mas interesante es el que se alimenta de peces (piscivoros), los cuales

poseen venenos que inmovilizan a su presa rapidamente. [

Todas las especies del género Conus utilizan su veneno rico en péptidos para
atrapar a su presa. Todos comparten el mismo mecanismo por el cual el veneno
se inyecta a la presa. Este sistema complejo (Figura 1) esté integrado por un ducto
donde el veneno se produce y almacena, ademas de un bulbo que se cree sirve
para transportar el veneno del ducto, y por ultimo un diente modificado en forma
de arpdn el cual sirve a semejanza de una aguja hipodérmica con el que inyectan

el veneno.™



Bulbo muscular
Esofago - Venenoso
Conducto venenoso e iy --,. .
Sifén - w/ |
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Faringe

Proboscide

Glandula salival
Figura 1.- Representacion gréafica del aparato venenoso

El ser humano tiene conocimiento de la existencia de los conidos desde hace mas
de 5000 afios, porque sus conchas se usaron como ornamenta. ? La existencia de
estos caracoles intrigd por muchos afios a los pueblos de la antigiiedad por su

gran variedad y su picadura letal.

Por las caracteristicas de su habitat los caracoles cono no suelen tener contacto
con los humanos; sin embargo, se han reportado casos de picadura y muertes
provocadas por estos animales . La potencia letal de su veneno es el factor
principal por el cual la comunidad cientifica se ha interesado en estudiar los

componentes que lo forman.

La extraccion del veneno de los caracoles siempre ha sido un gran problema
debido al reducido niumero de especimenes que se pueden conseguir asi como el
poco rendimiento que se obtiene al extraer el veneno del animal. Las técnicas de
separacion actuales han facilitado la obtencion de los componentes del veneno,

abriendo nuevos horizontes en este campo.



1.2.- Conopéptidos

Los péptidos encontrados en el veneno de las especies del género Conus se
dividen en dos categorias ¥ aquellos que son ricos en enlaces disulfuro, llamados
comunmente conotoxinas, y aquellos que poseen uno o ningun enlace disulfuro.
Dentro de esta clasificacion las conotoxinas has sido objeto de un intenso estudio

debido a sus caracteristicas peculiares.

1.2.1.- Conotoxinas

Las conotoxinas son un grupo relativamente pequefio de oligopéptidos de 14-46
aminodacidos que contienen un gran niumero de residuos de cisteinas, ej. C-C-C-C,
donde el ‘- representa uno 0 mas aminoacidos, excepto cisteina.® Presentan un
namero variable de enlaces disulfuro, los cuales son importantes para su
estabilidad conformacional asi como para su actividad biolégica. Su caracteristica
mas importante es la especificidad que poseen. Son capaces de distinguir entre
diferentes subtipos de canales, tanto ibnicos como dependientes de ligando. Es
por esto que han sido un importante objeto de estudio. En el 2004 se aprobé el
primer farmaco (Ziconotide, Prialt ®) derivado de uno de estos péptidos: la w-
conotoxina de Conus magus, el cual bloquea selectivamente el canal de calcio
dependiente de voltaje de tipo N, inhibiendo la liberacidon de neurotransmisores, lo

que provoca un efecto analgésico. ["®

La sintesis de las conotoxinas (Figura 2) se lleva a cabo en el ducto venenoso del
animal y solo recientemente se ha logrado comprender mas a fondo este proceso.
Los genes codificantes para las conotoxinas son transcritos y solo los ARNm con
una secuencia sefal de reticulo endoplasmico se unen a su membrana y son
cotraducidos ahi. EI ARNm se mantiene unido al reticulo endoplasmico (RE) como
parte de un poliribosoma. ! Una vez completada la conotoxina, esta se internaliza
completamente en el RE. Es aqui donde se forman los enlaces disulfuro entre los
residuos de cisteinas, esta reaccién es catalizada por la isomerasa disulfuro. !
Posteriormente, el péptido es transportado al aparato de Golgi donde sufre
algunas modificaciones postraduccionales, como la amidacion del carboxilo

terminal y la O-glicosilacién. 12



Aungue se estima que apenas se conoce el 1-2% de las conotoxinas, aquellas que
han podido ser estudiadas presentan una gran diversidad, tanto en su secuencia
de amino&cidos como de modificaciones postraduccionales (MP). Se cree que los
fendbmenos responsables de esto son: la gran diversidad en la familia de genes,

los cuales estan en evolucidn constante, y el gran repertorio de MP disponibles

para estos péptidos. ¥

Reticulo endoplasmico Aparato de Golai

Precursor del conopéptido
Formacion de enlaces disulfuro (1) )'
4

Almacenaije Inyeccion

=
A’

Mdltiples
genes de
conopéptidos
(=100)

Modificaciones ( )
3 bl el
/ g Endoproteasas y exoproteasas
el Traduccion
Transcripcion | : - \ \ \ ] =~10,000 conopéptidos
' ‘ inyectados en el veneno
; / Diferentes modificaciones postraduccionales
, Ribosoma * St Intracelular Ducto de veneno

Figura 2. Sintesis y maduracién de las conotoxinas. Modificado de Craik y Kass, 2014 [14]

Algunas de las MP en las conotoxinas son: la amidacion del carboxilo terminal,

hidroxilacién, carboxilacién, brominacion, glicosilacién y sulfatacion. ! (Figura 3).

La amidacioén del carboxilo terminal es una MP que se encuentra presente en la
mayoria de las conotoxinas, especialmente en las a-conotoxinas. Se lleva a cabo
en el trans-Golgi y en los granulos secretorios. ' Se ha sugerido que juega un
papel importante en el plegamiento de la proteina asi como en la formacién de los

enlaces disulfuro. [*¢

La hidroxilacion de un residuo de prolina a 4-hidroxiprolina es una de las MP mas
comunes, esta reaccion es catalizada por la prolina hidroxilasa en el RE. 1! Se le
representa con el codigo de tres letras Hyp o con la letra O. Tiene un papel
importante en la actividad de la p-conotoxina GIIIA pues se ha sugerido que

interacciona con los canales de sodio. &



Una de las MP mejor comprendidas es la y-carboxilaciéon del acido glutamico.
Aproximadamente el 10% de las conotoxinas la presentan. Se utiliza el codigo Gla
para representarla. Aunque la enzima responsable de esta MP, la glutamato
carboxilasa, se encuentra tanto en el RE *® como en el aparato de Golgi %,
estudios sugieren que esta MP se lleva a cabo en el RE. *!! Se cree que los

residuos Glu estan involucrados en la formacién de hélices que unen iones Ca*".
[22]

La O glicosilaciéon de residuos de serina y treonina se lleva a cabo por glicosil

[12

transferasas ! en el aparato de Golgi. *? En general, la O glicosilacién es una

MP poco comprendida.

Acido piroglutamico Amidacion del C-terminal

Bromo-Trp &

‘ S Thr glicosilado
N
IIII
CH CHy
(l}lz 0 CH; O (Gal-GalNAc)O—CH O
H | | H *! ” H | |
—N—G—0—  —N—C—C— —N—C—C

Figura 3. Representaciones esquematicas de algunas modificaciones postraduccionales.
Modificado de Marx et al., 2006.



3 [24]

Tabla 1. Modificaciones postraduccionales y sus efectos en la actividad. Adaptado y modificado de Bingham et al. 201

Toxina Secuencia Blanco Farmacologia Farmacologia Referencia
molecular de la toxina de la toxina
con MPT sin MPT
Acido 1Csq (nM) 1Csg (NM) Craig, et
piroglitamico, Centulakina-G ZSEEGGSNATKKPYIL hNTR1 hNTR1: 23 hNTR1: 960 al. (1990)
Thr rNTR1 rNTR1: 79 rNTR1: 540
glicosilado. ZSEEGGSNA(gTr)KKPYIL RNTR2 RNTR2: 170 RNTR2: 730
mNTR3 mNTR3: 171  mNTR3: 250
Hidroxilacién, p-GlIIA RDCCTPPKKCKDRQCKPQRCCA* ICso (NM) ICso (NM) Lopez-
amidacidén. Nayl.4 870.3 21.8 Vera, etal.
RDCCTOOKKCKDRQCKOQRCCA¥* (2008)
Sulfatacion, a-AnlB GGCCSHPACANNQDYC* a3fp32 1Cso (NM) 1Csq (M) Loughnan,
amidacién. nAChR 0.28 (a3p32) 0.64 (a3pf32) etal
GGCCSHPACANNQDYC* a7 nAChR 76 (a7) 836 (a7) (2004)
Hidroxilacidn, Rllc GOSFCKADEKOCKYHADCCNCCLGGICKOSTSWIGCSTNVFLT Convulsidn Convulsidon Buczek, et
epimerizacién. ND enratas (20 enratas (100 @l (2008)
GOSFCKADEKOCKYHADCCNCCLGGICKOSTSWIGCSTNVFLT pmol) pmol)

Z acido piroglutamico, gTr triptéfano glicosilado, NTR receptor de neurotrofina, * amidacién en el C-terminal, O
hidroxiprolina, Nav canal de sodio activado por voltaje, Y sulfotirosina, nAChR receptor nicotinico, L
epimerizacion de leucina, /Csp concentracién inhibitoria media, ND no determinado.

Con base en su secuencia sefial, las conotoxinas se clasifican en superfamilias
(Figura 4). Los miembros de cada superfamilia conservan, generalmente, un
patron de residuos de cisteina especifico asi como una secuencia sefial
determinada. El péptido sefial o secuencia sefial estd compuesto por 5-30
residuos y se localiza en el amino-terminal de la mayoria de las proteinas
sintetizadas. Al final de esta secuencia se encuentra una serie especifica de
aminoacidos que son reconocidos por una peptidasa de sefial, la cual escinde el

(25]

péptido sefial de la proteina. Cada superfamilia incluye varias familias

farmacoldgicas, las cuales estan definidas por su blanco molecular y cémo las

toxinas los afectan. ¢

Algunas de las superfamilias mas estudiadas son:

La superfamilia A estd compuesta por cuatro familias (a, aA, K, p). La familia a
fue la primera que se caracterizé ?”!, su patrén de cisteinas es CC-C-C. Las «

conotoxinas presentan actividad sobre receptores nicotinicos (NAChR). & La



familia Kk posee un arreglo de cisteinas distinto (C-C-C-C-C-C). Los miembros de
esta familia, como el péptido SIVA de Conus s triatus, son bloqueadores de

291 | a a-conotoxina, SlI, de

canales de potasio dependientes de voltaje (Kv).
Conus striatus es la Unica conotoxina de la superfamilia A que tiene un patron de
cisteinas del tipo Il (CCC-C-C-C), es un inhibidor de los nAChR. B% E| péptido
Pul4.1l presenta un patrén de cisteinas unico (C-C-C-C), también es un inhibidor
de los nAChR. BY Los blancos moleculares de esta superfamilia no se limitan a
canales ionicos. La conotoxina p-TIA, la cual comparte el mismo patron de
cisteinas que la familia a, tiene como blanco a un receptor adrenérgico acoplado a

proteinas G. B2

La superfamilia D fue descubierta gracias al estudio de tres conotoxinas aisladas
del veneno de Conusv exillum: VxXXA, VxXXXB y VxXXC. Ensayos
electrofisiolégicos demostraron que tienen actividad inhibitoria sobre los nAChRs
(a7, B2). 334 sy patrén de cisteinas es: C-CC-C-CC-C-C-C-C.

La superfamilia J. Gracias al estudio de la conotoxina pll4a fue descubierta esta
superfamilia, su patron de cisteinas es C-C-C-C. pll4a presenta un efecto
inhibitorio sobre dos subtipos de nAChRs (a334 y a1p1¢d) y el canal de potasio
Kv1.6. Es la primera conotoxina que muestra un efecto inhibitorio en NnAChRs y en

canales de potasio dependientes de voltaje. !

La superfamilia M, sblo de tres de sus familias se conocen sus blancos
moleculares. Las pM-conotoxinas bloquean selectivamente canales de sodio
dependientes de voltaje. *® Las kM-conotoxinas, RIIIJ y RIIK, aisladas del veneno
de Conus radiatus, bloquean el canal de potasio dependiente de voltaje Kv1.2. ®"

38.39 Estas familias presentan el mismo patrén de cisteinas: CC-C-C-CC.

La superfamilia O se divide en tres grupos: O1, O2 y O3. Los péptidos O1
comparten un patron de cisteinas del tipo VI/VII (C-C-CC-C-C). Este grupo se
compone de cuatro familias con actividad conocida. Las p- y &- conotoxinas, como
la MrVIB, son blogueadoras de canales de sodio activados por voltaje, haciéndolas
candidatas para el desarrollo de nuevos analgésicos. ¥ Los péptidos de la familia

10



K bloquean canales de potasio activados por voltaje, la toxina k-PVIIA esta siendo

41 Las w-conotoxinas son

investigada como un potencial cardioprotector.
bloqueadoras de canales de calcio activados por voltaje, el péptido w-MVIIA
(Ziconotide) se utiliza como farmaco para el tratamiento del dolor crénico. ® El
grupo O2 también posee un patron de cisteinas del tipo VI/VII, ademas del XV (C-
C-CC-C-C-C-C). Su unica familia, la Y, presenta actividad sobre los canales HCN

42431 Del grupo O3 solo se ha caracterizado un péptido denominado

de moluscos.
“Bromoslepper’. Esta conotoxina de 33 residuos induce letargo y suefio en

ratones, sin embargo, su blanco molecular es desconocido. 4

La superfamilia L se definid por el estudio de la conotoxina Itl4a de Conus
literatus. Este péptido mostré una secuencia sefial Unica y un patron de cisteinas
del tipo XIV (C-C-C-C). Con base en la secuencia madura predecida para esta
toxina se logré producir sintéticamente, este péptido sintético mostro actividad

sobre un subtipo no identificado de un nAChR. *!

La superfamilia S tiene un unico patron de cisteinas (C-C-C-C-C-C-C-C-C-C). La
conotoxina GVIIIA, aislada de Conus geo graphus, fue la primera toxina de la
superfamilia S en ser descubierta. Presenta actividad inhibitoria en el receptor de
serotonina dependiente de ligando 5-HT3. “® El péptido aS-RVIIIA de Conus
radiatus, que posee la misma secuencia sefial y patron de cisteinas que GVIIA,

tiene como blanco a los nAChRs neuromusculares. 7]

La superfamilia T se divide en dos familias. Los péptidos MrlA y MrIB de Conus
marmoreus presentan un patron de cisteinas tipo X (CC-C-C) e inhiben al
transportador de noradrenalina. Una variante sintética de MrlA (Xen 2174) se
encuentra en pruebas clinicas para el tratamiento del dolor postoperatorio. ¥ Las
conotoxinas con el patréon de cisteinas del tipo V (CC-CC) que pertenecen a esta

superfamilia son conocidas por tener como blanco molecular a canales de calcio.
[49]

La superfamilia V fue designada gracias al estudio del péptido Vil5a de Conus

virgo y posee un arreglo de cisteinas del tipo XV (C-C-CC-C-C-C-C). ¥ A la fecha
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no existe informacion estructural o funcional de los miembros de esta superfamilia.
Un estudio en Conus f avidus reveld una alta expresion y diversidad de

conotoxinas V en esta especie. %

La superfamilia Y consiste de una sola conotoxina, cal7a, aislada del veneno de
Conus caracteristicus. Presenta un patrén de cisteinas unico (C-C-CC-C-CC-C), la

estructura y actividad de esta toxina son desconocidas. *?

La superfamilia | fue descubierta por el estudio de cinco péptidos de Conus
radiatus que provocan movimiento muscular incontrolado en anfibios 3, su patrén
de cisteinas especifico es: C-C-CC-CC-C-C. Los miembros de esta familia son
conocidos por inhibir canales i6nicos de las células nerviosas °¥, aunque algunas
han sido identificadas como inhibidores de ciertos canales de K especificos (Kv).
La superfamilia | ha sido dividida en tres grupos: /4, I, 13, con base en la ausencia
(I.) o presencia (I1) de la regidon propéptido entre la secuencia sefial y la toxina
madura (Figura 5). La familia I3 fue separada de las otras familias debido a que

presenta una secuencia de péptido sefial diferente. 1
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Figura 4. Clasificacion tipica de las conotoxinas. Tomado de Akondi et.al, 2014 (561

1 [ et > ccccccce
2 SR cocccce  aFRRID

Figura 5. Representacion grafica de las regiones codificadas de las superfamilias |, e I,
respectivamente. Modificado de Mondal et al. , 2006.
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1.2.1.1.- Conotoxinas de la superfamilia 12

En la actualidad se han identificado 59 conotoxinas que pertenecen a la
superfamilia /2 (Conoserver.com). Sin embargo, solo en tres de ellas se ha
determinado su efecto en canales de potasio. La BtX, de C. betulinus, aumenta la
actividad de los canales de potasio dependientes de voltaje y activados por calcio
(BK) Bl La Sri1a, de C. spurius bloquea los canales de potasio de la subfamilia
Kvl de mamiferos: Kv1.2 y Kv1.6. ®® Por (ltimo, la ViTx de C. virgo tiene un
efecto blogueador de los canales de potasio de mamifero de la subfamilia Kv1:
Kv1.1y Kv1.3 B9 Es importante mencionar que esta reportado que el canal Kvi1.1
no llega a la membrana plasmatica salvo como heteromultimero, *” por lo que
este resultado es dudoso. La produccion recombinante de ViTx permitiria estudiar

detalladamente su efecto sobre estos canales.

Una de las caracteristicas propuestas para que una toxina de origen peptidico
interaccione con un canal de potasio activado por voltaje es la presencia de una
diada, compuesta por un residuo de lisina (aminoacido con carga positiva) y un

61 Sin embargo, esta diada no se encuentra

residuo hi drofébico (Y o F).
presente en ViTx y Srlla. En el caso de ViTx, por estudios de modelaje
tridimensional tedrico, se concluyé que los residuos de Arg-26 y Arg-31 son
importantes para bloquear el paso de iones potasio a través del poro de los
canales Kv1.1 y Kv1.3 %4 por otra parte, los residuos de arginina de la Srlla

podrian ser los responsables de su actividad.

Como se mencion6 anteriormente, las modificaciones postraduccionales pueden
ser importantes para la actividad de las conotoxinas. La Srlla presenta su
carboxilo terminal amidado y dos gamma-carboxiglutamatos en las posiciones 9 y
10. Sera importante estudiar el efecto de esta conotoxina sobre los canales Kvl
sin modificaciones postraduccionales. Sorprendentemente, el péptido ViTXx, es la
Gnica conotoxina de la superfamilia /12, con actividad estudiada, que no presenta

modificaciones.
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1.2.2.- Biotecnologia de las conotoxinas

Las conotoxinas se obtienen en muy pocas cantidades. Esto limita su
disponibilidad para la investigacion y aplicaciones médicas. En la actualidad
existen dos meétodos para sortear este inconveniente: la sintesis quimica y la

produccién recombinante (Figura 6).

La sintesis de péptidos en fase sélida (SPPS) es el método mas utilizado para la
produccion de grandes cantidades de conotoxinas, sobre todo porque es posible
sintetizar las toxinas con sus modificaciones postraduccionales. Sin embargo, los
costos elevados que conlleva este proceso lo hacen inviable en algunas

ocasiones. (6%

La sintesis recombinante en sistemas de expresion bacterianos y eucariontes es
una opcion atractiva en relacion a los costos de produccion. Sin embargo, la
magquinaria de estos sistemas heterdlogos, impide la expresion de conotoxinas con

modificaciones.

La bacteria gram-negativa Escherichia coli es el hospedero mas estudiado y mejor
caracterizado para la produccion de proteinas recombinantes, debido a los bajos

6465 Sin embargo, posee grandes

costos de cultivo y rapido crecimiento.
limitantes cuando se requiere producir pequefios peéptidos ricos en enlaces
disulfuro como las conotoxinas. La formacién de agregados insolubles de proteina,
denominados cuerpos de inclusion, son un problema comun al utilizar E. coli como
sistema de expresion, ademas, los péptidos pequefios se degradan rapidamente
por proteasas. El citoplasma celular es un ambiente reductor que impide la
formacion de enlaces disulfuro, incrementando la posibilidad de formacion de

cuerpos de inclusién. ©°

La levadura metilotréfica Pichia pastoris es una alternativa a la utilizacion de
sistemas bacterianos. Su ambiente intracelular similar al de las células de
mamiferos y la secrecion de la proteina al medio circundante son importantes
ventajas que ofrece este sistema de expresion. Sus costos de produccion son

similares a los de E. coli. ]
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Las células de insecto también han sido utilizadas para producir péptidos ricos en
enlaces disulfuro mediante el sistema del baculovirus, como lo son las células S2
de Drosophila melanogaster. Sin embargo, su elevado costo hace que sean una

opcién inviable para la produccion de proteinas recombinantes. 8

Sintesis en fase solida Produccién recombinante
Procarionte Eucarionte
E. coli P. pastoris Células de insecto
Cuerpos de inclusion Secrecion en medio de cultivo
v / Citoplasma/Periplasma

Plegamiento en presencia de
reactivos oxidantes

Proteina soluble

Figura 6. Estrategias para la produccion de conotoxinas. Modificado de Becker y Terlau, 2008. [69]
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1.3.- Tecnologia recombinante

Al conjunto de técnicas que permiten formar ADN artificial a partir de secuencias

pertenecientes a diferentes organismos se le denomina tecnologia recombinante.

Al introducir ADN recombinante en un organismo (transformacion) este adquiere

nuevas caracteristicas.

Una molécula que puede transportar ADN de un organismo a otro se denomina

vector de clonacion. Los vectores poseen cuatro caracteristicas importantes: son

autorreplicables, poseen diferentes sitios de restriccion, llevan un marcador de

seleccion (generalmente genes que confieren resistencia a antibioticos), lo que

permite diferenciar a las células que contienen el vector, y por dltimo, su facil

extraccion y purificacion de la célula hospedera.

Existen diferentes tipos de vectores de clonacion, los mas comunes son:

plasmidos, cosmidos y fagos (Tabla 2). ["°

Tamafo
Vector Fundamento maximo
del
inserto
Plasmidos multicopia de origen <10 kb
Plasmido bacteriano
Fago Bacteriéfago A 5-20 kb
Césmido Plasmido unido al sitio cos del 35-45 kb

bacteriofago A

Principales aplicaciones

Subclonaje y posterior
manipulacion, clonacion de
cADN y ensayos de
expresion

Clonacién de ADN
genodmico, clonacién de
cADN, bibliotecas de cADN

Construccion de librerias
genomicas

Tabla 2.- Vectores de clonacidn y sus principales caracteristicas. Modificado de Mullis 1990.
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Los plasmidos son fragmentos circulares de ADN de doble cadena. Estos se

encuentran de forma natural en procariontes y eucariontes, y tienen la capacidad

de autoreplicarse.

A un pldsmido que ha sido modificado para servir como vector de clonacion
(Figura 7) se le ha agregado un marcador de seleccién asi como una region
llamada sitio multiple de clonacion o ‘polylinker’; esta regidn posee varios sitios de
corte para endonucleasas. Al cortar con estas enzimas se crean espacios para
introducir una molécula de ADN exdgeno (inserto). Posteriormente, el inserto es

unido al vector mediante una reaccion de ligacion.

Marcador de P — —
seleccion o —

Promotor
Sitio 5°
Sitio de restriccién
Inserto
| =_ Sitio de restriccion

™ Sitio 3°

Gen de
resistencia a
antibiético

Origen de replicacion

Figura 7. Estructura de un vector de clonacién
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Como se mencion6 anteriormente, la transformacion consiste en introducir ADN
exégeno a un organismo huésped. Para que las células puedan aceptar al nuevo
ADN es necesario hacer su membrana citoplasmatica permeable al medio. Esto se
logra mediante la incubacién de las células en soluciones de calcio concentradas o
por medio de la electroporacion. Las células cuyas membranas se han
permeabilizado se denominan competentes. Posteriormente, se somete a las
células a un choque térmico con la finalidad de introducir el ADN. Las cepas
utilizadas para este tipo de procedimientos han sido modificadas genéticamente
para ser deficientes de enzimas que degraden el ADN exdgeno, permitiendo asi

su transformacion. [

La transformacién es un fenbmeno que ocurre de manera natural en algunas
bacterias. Fue descrita por primera vez en la bacteria Gram-positva Streptococcus
pneumoniae. Se le considera un proceso parasexual, es decir, Unicamente esta
involucrado el ADN exogeno y el organismo que lo capta, y mediante
recombinacién homologa, el huésped adquiere nuevas caracteristicas que le
permiten adaptarse a su medio. Hasta el 2014 se han identificado 82 organismos

transformables. 'Y

Para poder transformar a E. coli es necesario hacer competentes a las células. En

la actualidad existen muchos protocolos de transformacion para esta bacteria. '?

1.3.1.- Proteinas recombinantes

Cuando la secuencia que codifica para una proteina se encuentra como inserto
dentro de un vector de clonacion (Figura 8), al producto se le llama proteina
recombinante. Esta la produce el hospedero (denominado sistema heterélogo) el
cuél se transformé con el ADN recombinante. [”® La primera proteina recombinante

producida fue la somastotatina, utilizando E. coli como sistema heterélogo. '

La tecnologia de las proteinas recombinantes ha revolucionado tanto el area

cientifica como la industrial. Gracias a la relativa facilidad de su produccion y

19



purificacion, ademas de que es posible producirlas a gran escala, muchas

proteinas de interés meédico e industrial se han podido comercializar.

1.3.1.1.- Elementos de un vector de expresion para proteinas recombinantes

1.3.1.1.1.- Replicoén

Los elementos autorreplicables, como los plasmidos, contienen un replicon. Este
consiste en un origen de replicacion (ori) asociado con elementos de control en
cis. El niumero de copias de un plasmido es un factor importante a tomar en
cuenta. No siempre un numero elevado de copias tiene correlacion directa con una
alta expresion de la proteina recombinante. Un elevado nimero de copias puede
ocasionar una gran carga metabdlica para el hospedero, disminuyendo su

crecimiento y rendimiento, ademés de inestabilizar el plasmido. ™!

1.3.1.1.2.- Promotor

A la secuencia de ADN que se encarga de controlar el inicio de la transcripcion se
le denomina promotor. El promotor /ac, que es un componente clave del operén
lactosa [, es el méas estudiado y por lo tanto, es utilizado en muchos vectores de
clonacion. El fundamento de este promotor es que en ausencia de lactosa la
transcripcion se mantiene reprimida. Cuando la lactosa se encuentra presente en
el medio, y no hay otra fuente de energia (ej. glucosa) disponible, se inicia la
transcripcion. En el operdn lactosa el gen que se transcribe da origen a una

proteina que procesa la lactosa.

Aungue es posible utilizar la lactosa como inductor de una proteina recombinante,
es mas comun gue se use su analogo, el isopropil B-D-1 tiogalactopirandsido

(IPTG) ya que este no se degrada por las enzimas. |®

1.3.1.1.3.- Marcador de seleccién

Para impedir el crecimiento de células que no contengan el plasmido, se agrega al
vector de clonacion un marcador de seleccion. Por lo general, este viene en forma
de un gen gue confiere resistencia a un antibiético. El marcador de seleccién mas

utilizado es el gen de resistencia a ampicilina bla cuyo producto es la enzima -
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lactamasa, la cual inactiva el anillo B-lactamico de la ampicilina. Esta enzima se
secreta de forma continua al medio periplasmico, degradando todo el antibiético
en un par de horas.

Cuando el uso de antibioticos es inviable, se pueden utilizar otras opciones, por
ejemplo, se priva a las células de un gen importante sin el cual no pueden crecer,

y se inserta ese gen en el vector de clonacién. [

1.3.1.1.4.- Etiquetas de afinidad

Cuando es necesario obtener la proteina recombinante en su forma activa y
soluble, surgen varios aspectos a tomar en cuenta. El primero, poder identificar la
proteina. Segundo, obtenerla en su forma soluble y, por udltimo, poderla separar y

purificar de todos los demas componentes de la célula.

La expresion de una secuencia pequefia de aminoacidos (etiqueta pe ptidica)
(Tabla 3) o de un polipéptido (proteina acarreadora) (Tabla 4) in tandem con la

proteina recombinante, facilitan su identificacién y purificacion. '

Por su tamafo reducido, las etiquetas peptidicas son poco propensas a interferir
de alguna forma cuando se fusionan con otras proteinas. Aunque algunas veces
pueden provocar efectos negativos en la estructura terciaria o en la actividad de la

proteina. [78.7°#%

Estas etiquetas pueden ser reconocidas por ciertos anticuerpos, lo que permiten la
identificacion de la proteina mediante Western Blot. Ademas, también hacen
posible su purificacién por afinidad. Por ejemplo, las proteinas unidas a una
etiqueta de histidinas (Poly-His), pueden recuperase por medio de una

cromatografia de afinidad con una columna de niquel.

Por otra parte, utilizar proteinas acarreadoras puede mejorar la solubilidad de la

proteina recombinante. 4
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Etiqueta peptidica

Residuos/Tamano

Ligando/Matriz

Condiciones de

(kDa) purificacion
Resina de Gradiente linear de
Poly-Arg 5/0.80 intercambio NaCl (0-400 mM)
cationico
Poly-His 6/0.84 Resina de afinidad 20-250 mM de
Imidazol/bajo PH
FLAG 8/1.01 Anticuerpo Anti- 2-5mM EDTA
FLAG
8/1.06 Estreptavidina
Strep-tag Il especialmente 2-25 mM
disefiada (Strep- destiobiotina
Tactin)
c-myc 11/1.20 Anticuerpo anti-myc Bajo PH
3 M de tiocianato de
Proteina S (RNAsa guanidina; 0.2 M
S-tag 15/1.75 A, residuos 21-124) buffer citrato de

potasio, PH2 03 M
MgC|2

Tabla 3.- Algunas etiquetas peptidicas y sus principales caracteristicas. Modificado de
Rosano y Ceccarelli 2014.

Algunas de las proteinas acarreadoras mas utilizadas son: La proteina de union a
maltosa (MBP) 82, “N-utilization substance protein A" (NusA) ¥, Tiorredoxina (Trx)
B4 Glutatién S-transferasa (GST) ), Ubiquitina ¥® y SUMO (small ubiquitin-like

modifier) 1,

NusA, MBP y Trx incrementan la solubilidad del péptido recombinante en mayor
grado. Sin embargo, por su gran tamafio, pueden ocasionar errores en la

estimacion de la solubilidad. ©®

Recientemente, la proteina Fh8 de Fasciola hepatica demostrd ser tan efectiva o
inclusive mejor que otras proteinas acarreadoras en términos de incremento de la
solubilidad. Ademas, tiene la ventaja de unirse a columnas de fenil-sefarosa. Por
lo tanto, Fh8 acttia como etiqueta de afinidad y proteina acarreadora. &

22



Proteina Residuos/  Ligando/Matriz Condiciones de Incremento
acarreadora Tamafo purificacion de la
(kDa) solubilidad
Unién dependiente
Fh8 69/8.0 de Ca** a fenil- 10 mM EDTA ND
Sefarosa
Trx 109/11.7 Agarosa con 4- 5-1000 mM b- +++
amino fenilarseno Bmercaptoetanol
Se debe de agregar
SUMO 100/12.0 una etiqueta de - st
afinidad
Precipitacién en
BRT17 153/14.7 - presencia d(92 25-75 mM ND
Ca”’
GST 211/26.0  Glutatibn-agarosa 10-20 mM glutation T+
reducido
HaloTag7 300/34.0 Cloroalcano ligadoa Un sitio de corte de ND
agarosa proteasa es agregado
MBP 396/42.5 Amilosa 10 mM maltosa et
entrecruzada
Precipitacion por
cambios de
ELPs 550/47.0 - temperatura y/o por ND
altas concentraciones
de NaCl (> 5M)
Se debe de agregar
NusA 495/54.8 una etiqueta de - ++

afinidad

[82,83,84,85,86,87]

Tabla 4.- Algunas proteinas acarreadoras y sus principales caracteristicas. El

incremento de la solubilidad esta basado en los resultados de Bird ( Bird 2011) [90]; ND, no
determinado en ese estudio. Modificado de Rosano y Ceccarelli 2014.

1.3.1.1.5.- Eliminacion de las etiquetas de afinidad

Ya que tanto las etiquetas peptidicas como las proteinas acarreadoras pueden
afectar la estructura o actividad de la proteina recombinante, es necesario
separarlos de ésta. Las etiquetas pueden eliminarse mediante digestion

enzimatica o por escision quimica.

Si se desea separar por medio de una digestiéon enzimatica, el vector de
expresion debe contener la secuencia que codifica para el sitio de corte de la

enzima rio aba jo del gen que codifica para la etiqueta. Algunos ejemplos de
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enzimas utilizadas para este fin son: Enteroquinasa, trombina, factor Xa y la

proteasa del virus del tabaco (TEV). #*92

La eleccién de la enzima a utilizar depende de varios factores: especificidad,
costo, disponibilidad y el nUmero de aminoacidos residuales después del corte.

Dentro de las opciones disponibles la TEV, es la enzima mas comun debido a su
alta especificidad, su facil produccion a gran escala y a que solo deja dos residuos

(serina y glicina) después de la digestion. #2949

La eliminacibn con un reactivo quimico tiene varias ventajas: son faciles de
eliminar después de que la reaccion se llevéd a cabo y su costo es menor que el de
las enzimas; sin embargo, las condiciones de reaccion son violentas y pueden
causar modificaciones indeseables en la proteina. ®® El reactivo méas utilizado para
este fin es el bromuro de cianégeno (CNBr). El CNBr corta justamente después de
una metionina, por lo que este aminoacido debe de estar presente entre la
proteina y la etiqueta. Ademas, la proteina no debe de presentar metioninas en su

estructura. "

— Ori — Etiquetas de afinidad Marcador de seleccion —

SN B E

Promotor Secuencia codificante Terminador
para eliminacion de
etiquetas

1B

Figura 8. Estructura tipica de un vector de expresion. MCS, sitio multiple de clonacién. Rectangulo rayado:
secuencia codificante de la proteina recombinante. Modificado de Rosano y Ceccaralli 2014.
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1.3.2.2.- Problemas en la produccién de proteinas recombinantes
Sin duda alguna, la tecnologia de las proteinas recombinantes ha revolucionado el
area cientifica. La época en que grandes cantidades de tejidos animales o

vegetales se necesitaban para aislar una proteina esta llegando a su fin.

En teoria, la metodologia a seguir para obtener una proteina recombinante es
lineal: se clona el gen de interés en un vector de expresion, se transforman las
células hospederas, se induce la expresion y la proteina esté lista para purificarse
y caracterizarse. Sin embargo, en la practica, surgen muchas limitantes y

dificultades que entorpecen la obtencién del producto deseado.

Muchos estudios se han llevado a cabo para tratar de solucionar estas
adversidades y algunas estrategias han resultado efectivas. A pesar de esto, no
existe una regla o solucion definitiva para la produccion de proteinas
recombinantes. Aunque se haya disefiado con detenimiento una estrategia para
producir cierta proteina, el resultado es incierto. A veces la proteina se obtiene en
muy bajas cantidades, se forman cuerpos de inclusion, es inactiva desde el punto

de vista biolégico, o simplemente, no se produce.

1.3.2.2.1.- Baja o nula expresién

Hay ocasiones en que la misma proteina recombinante resulta toxica para el
hospedero. La introduccion de un gen exdégeno, y su posterior transcripcion y
traduccién, supone una fuerte carga metabdlica para la célula y algunas veces
esta carga resulta fatal. Es importante monitorear el crecimiento de los cultivos
antes y después de la induccion para comprobar si la proteina resulta toxica.
Algunas cepas de E. coli como la C41 poseen mutaciones (lacUV5) que previenen

la muerte celular asociada a proteinas toxicas. [°®,

La secrecion de la proteina al periplasma o al medio extracelular también es una

opcién viable para evitar la muerte celular debido a su toxicidad. 91!

Si el vector de clonacidon posee codones que rara vez son utilizados por E. coli
(<1%) es probable que se incorporen aminoacidos erroneos o que la sintesis de la

proteina se trunque. 4
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1.3.2.2.2.- Formacion de cuerpos de inclusion

Cuando una proteina recombinante se produce en E.c oli, existen muchas
condiciones en su microambiente que difieren con las que normalmente hay en el
organismo que la sintetiza de forma natural; pH, osmolaridad, potencial redox,
cofactores y mecanismos de plegamiento. Ademas, cuando una proteina se
sintetiza en grandes cantidades, los segmentos hidrofébicos presentes en el
polipéptido son propensos a interaccionar entre ellos. Todos estos factores
ocasionan la inestabilidad y la agregacién de la proteina. %1% Estos agregados
proteicos se denominan cuerpos de inclusion (Cl). Los CI son el resultado de un
desequilibrio entre la agregacion de la proteina y su solubilizacién. Por lo tanto, si
se desea obtener la proteina recombinante en su forma soluble es necesario evitar

la formacion de CI.

Introducir una proteina acarreadora es una manera de evitar la formacién de CI.
Como se describio en la introduccion, estas aumentan la solubilidad de la proteina,
facilitando su purificacion. El vector pHLTEV posee los aminoacidos 1-85 del
dominio lipoil de la enzima dihidrolipoil acetiltransferasa de Bacillus
stearothermophilus, el cual actia como proteina acarreadora aumentando la

solubilidad de la proteina. [1041%!

La formacion correcta de enlaces disulfuro en una proteina es vital para su
plegamiento y actividad bioldgica, por ejemplo, un patron errbneo puede originar
una estructura terciaria incorrecta y promover la aparicion de CI. El citoplasma de
E. coli, por su naturaleza reductora, evita la formacion de enlaces disulfuro. 1%
Una opcion viable para sortear este inconveniente es dirigir el péptido sintetizado
al periplasma de la bacteria, el cual provee un ambiente oxidante que facilita la

formacion de estos enlaces. 1%

Algunas cepas comerciales como Origami (Novagen) y SHuffle (NEB) poseen
citoplasmas con un ambiente oxidante que promueven la formacion de enlaces

disulfuro.
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Las chaperonas son la piedra angular del control de calidad de las proteinas ya
que ayudan a los polipéptidos recién formados a tomar su estructura correcta. 2
Existen varias estrategias que aprovechan esta capacidad que tienen las
chaperonas para promover el plegamiento correcto de las proteinas y evitar la
formacion de CIl. Se puede inducir la expresion natural de chaperonas mediante la

[109]

adiciébn de alcohol bencilico o por choque térmico. La co-expresion de

chaperonas junto con la proteina recombinante también es una estrategia que ha

funcionado. [10:111.112]

Ya que la sobreexpresion proteica promueve la formacion de ClI, otra estrategia
utilizada para evitarlos ha sido la disminucién de la concentracion en la célula de la
proteina de interés. Esto se logra reduciendo la temperatura de incubacion. Las
temperaturas bajas disminuyen la agregacion de las proteinas, al contrario de las
altas temperaturas que las promueven debido a que favorecen las interacciones

hidrofobicas, [11311411°]

1.3.2.- Toxinas recombinantes

Las toxinas son una fuente valiosa de compuestos, principalmente de origen
proteico. Aunque su papel principal en la naturaleza es de depredacion y defensa,
se han utilizado para el estudio de las estructuras moleculares de los canales
iGnicos y algunas se usan como agentes terapéuticos eficaces. Es por ello que su

estudio y la comprension de cémo acttian es muy importante. ¢

Varios tipos de organismos son capaces de producir toxinas, desde las bacterias
hasta los mamiferos (Figura 9). Sin embargo, existe una clara diferencia en como
los seres vivos utilizan sus toxinas. Un organismo pasivamente venenoso es aquel
gue produce toxinas pero no tiene mecanismos especializados para introducirlas
en otro ser vivo. Es decir, solo producen dafio si son tocados o ingeridos. Por otra
parte, los organismos activamente venenosos poseen refinados sistemas
(colmillos, aguijones, arpones) que les permiten introducir su veneno en su presa o

en algun depredador. 7!
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Dentro de la gama de seres ponzofiosos los que pertenecen al reino animal han
sido objeto de estudio, principalmente por su constante contacto con el ser
humano. Aunque en la gran mayoria de los estudios realizados con venenos
animales, éstos fueron obtenidos de su fuente natural, no siempre es viable esta
opcion. Los recursos gque se gastan recolectando, cuidando y manteniendo a estos
animales son elevados y muchas veces se obtiene muy poco veneno de cada
individuo, haciendo necesario la obtencién de varios especimenes. La localizacion
geografica es también una limitante importante, muchos de estos animales viven

en zonas de dificil acceso.

La tecnologia recombinante es una opcion viable para la produccion y el posterior
estudio de estas toxinas. Aunque tiene sus propias limitantes, la capacidad de
producir grandes cantidades de la proteina de interés y su costo relativamente

bajo la colocan como una opcién atractiva.
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Figura 9. Caracol cono, anémona, serpiente, monstruo de Gila, arafia y escorpiéon. Todos ellos poseen
toxinas con potencial terapéutico. Su aparato de envenenamiento esta resaltado. Tomado de Lewis y
Garcia. 2003.

1.3.2.1.- Conotoxinas recombinantes

Hasta la fecha, pocas conotoxinas se han producido de forma recombinante.
[118,119,120,121,122123.124] ' En o| afio 2003 se publicd el primer estudio donde se
expreso exitosamente una conotoxina (MVIIA); ademas, se demostré su actividad

analgésica. !¢

La mayoria de las conotoxinas recombinantes que se han logrado expresar
pertenecen a la superfamilia mas estudiada, la O. En todos los estudios se evalud

la actividad biol6gica de las toxinas (Tabla 5).

29



Conotoxina

MVIIA

Lt7a

TXVIA

PrillE

Vn2

GeXIVAWT

MrVIB

Tipo de estudio Entidad
biol6gica
Modelo animal Raton

(‘hot-plate’)
Electrofisiolégico Neuronas (rata)
(‘patch-clamp’)
M. domestica 'y

Modelo animal larva de M.
brassicae
nAChR
Electrofisiologico  expresados en
(‘voltaje clamp’) ovocitos de
Xenopus
Modelo animal Larva de G.
mellonella
Ensayo Células de
colorimétrico Spodoptera
frugiperda
Modelo animal Ratén

(varios)

Efecto
Analgésico

Blogquea
canales de Na*

Insecticida

Blogueador

Insecticida

Inhibe el
crecimiento celular
de forma dosis-
dependiente

Analgésico

Referencia

Zhan, et al.
(2003)
Pi, et al. (2006)

Bruce, et al.
(2011)

Hernandez-
Cuebas, et al.
(2011)

Spieza, et al.
(2012)

Gao, et al.
(2012)

Gao, et al.
(2013)

Tabla 5.- Conotoxinas recombinantes expresadas en E. coli y su actividad

Las estrategias para la expresion y purificacion de las conotoxinas variaron en

todos

los casos.

acarreadora para incrementar su solubilidad. (Tabla 6).

Proteina
acarreadora

Enzima

La mayoria fueron expresadas junto con una proteina

Referencia

Conotoxina  Superfamilia

MVIIA 01
Lt7a 0]
TxVIA o1
PrlliE M4
Vn2 o1
GeXIVAWT o1
MrVIB 2

Patrén de Vectorde Cepa (E.
cisteinas clonacién coli)
C-C-CCc-C-C pET-22b BL21
(DE3)
C-C-Cc-C-C PTRX BL21
(DE3)
C-C-CC-C-C pET32a BL21
Origami
CC-C-C-CC PETHSUL Rosetta
gami B
C-C-Cc-C-C pET14B BL21
(DE3)
BL21
C-C-C-C-C PET-22b (DE3)
C-C-CC-C-C pET-22b BL21
(DE3)

pelB

Tiorredoxina

Tiorredoxina

SUMO

GST

pelB

Tiorredoxina

- Zhan, et al.

Proteasa Factor
Xa

Enteroquinasa

dtuD1

Proteasa Factor
Xa

Tabla 6.- Conotoxinas recombinantes. Caracteristicas y estrategias de expresion.

(2003)
Pi, et al. (2006)

Bruce, et al.
(2011)

Hernandez-
Cuebas, et al.
(2011)

Spieza, et al.
(2012)

Gao, et al.
(2012)

Gao, et al.
(2013)


https://en.wikipedia.org/wiki/Spodoptera_frugiperda
https://en.wikipedia.org/wiki/Spodoptera_frugiperda

2.- Antecedentes

2.1.- Conotoxina ViTx

La ViTx fue aislada de Conusv irgo, esta formada por una cadena de 35
aminoacidos entrecruzados por cuatro enlaces disulfuro. No presenta
modificaciones postraduccionales. Esta toxina inhibe a los canales de K* activados

por voltaje de vertebrados, especificamente a los canales Kv1.1 y Kv1.3. ¥

SRCFPPGIYCTPYLPCCWGICCGTCRNVCHLRI

Secuencia ViTx

A B
1007 100 - =
(%)
(%)
501 50
] L T T T 0 1
-60 -40 -20 0 20 -60 -40 -20 0 2(
WV test (mV) Viest (mV)

Figura 10.- Porcentaje de blogueo de los canales Kv1.1 (A) y Kv1.3 (B) por la toxina ViTx
sintética. La presencia de 0.8 uM de ViTx (e) redujo las corrientes del Kv1.1 (66%) y Kv1.3
(63%) con respecto al control (o). Tomado de Kauferstein et al. 2003.

2.2.- Conotoxina Srlla

La Srlla fue aislada de Conus s purius, tiene 32 residuos de aminoéacidos
entrecruzados por cuatro enlaces disulfuro y presenta modificaciones
postraduccionales en sus dos glutamatos, asi como la amidacion de la prolina del

C-terminal. Presenta actividad sobre los canales de potasio Kv 1.2 y Kv 1.6 1°®
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El vector pHLTEV ha sido utilizado con éxito por nuestro equipo de investigacion
para producir de forma recombinante la conotoxina Srlla con un rendimiento de
4.5 mg/L. El vector pET22b (+) también se utilizé para tratar de producir esta
conotoxina. Este vector tiene incluida la secuencia PelB que dirige el péptido a
periplasma para promover la formacion de los enlaces disulfuro. Se transformaron
las cepas de E. coli BL21, Tunner y C41, sin embargo, la produccion de esta
toxina no se logré mediante esta estrategia. **® El equipo de investigacién también
modelé su estructura (Figura 11) y probo la actividad de la toxina Srlla en

canales de potasio (Kv) expresados en ovocitos de Xenopus (Figura 12). &2

R17

(©) (D)

Figura 11. Modelo estructural del péptido srlla: (A) Esquema CPK. Los residuos cargados
positivamente y negativamente estan coloreados de azul y rojo, respectivamente. E9 y E10
corresponden a la MPT Glu. (B) Vista previa rotada 180° verticalmente. (C) a-hélices
representadas en rojo (11-13-26-29), Hojas-B representadas en azul claro (19-20-24-25); loops 'y
random c oils estan representados en blanco. Los residuos de arginina estan representados en
color azul. (D) Los enlaces disulfuro estan coloreados de amarillo y los nimeros indican los
aminoécidos implicados en su formacion. Tomado de M.B. Aguilar et al., 2010.
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0mv
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‘i - +sr11a
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control
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Kv1.3 { +TEA
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| S
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. control ( controd
+sr1la
Kv1.6 +TEA 3 r
oy
: L
100 ms 100 ms

Figura 12. Efecto de la conotoxina Srlla sobre la corrientes de los canales de potasio Kv 1.2, Kv
1.3 y Kv 1.6. La concentracién de péptido srlla fue de 640 nM. Se logr6 la completa inhibicion de
la corriente a los 14 minutos para Kv 1.2 y a los 23 minutos para Kv 1.6. AP 4-aminopiridina, TEA
tetraetilamonio. Tomado de M.B. Aguilar et al., 2010.
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3.- Justificacion

Las conotoxinas pueden extraerse en muy bajas cantidades de los conos lo que
limita su uso para la investigacion. Actualmente, se utilizan dos métodos
principales para la obtencion de estos péptidos: la sintesis quimica y la produccién

recombinante en sistemas de expresion heterélogos.

Actualmente solo a tres conotoxinas de la superfamilia I, se les ha evaluado su
actividad en canales de potasio: ViTx (Kv1.1, Kv1.3) B Btx (BK) ®” y Srila
(Kv1.2, Kv1.6) P8,

Hasta la fecha la produccién recombinante de ViTx no se ha llevado a cabo,
por lo que su expresidn en sistemas heter6logos nos permitiria desarrollar e

implementar técnicas para su correcta expresion, entender mejor su naturaleza y

mecanismo de accion.

4.- Objetivos
General

Producir la conotoxina ViTx mediante técnicas de ADN recombinante a través del

sistema de expresion heterdélogo de Escherichia coli.

Particulares

e Disefiar el vector de expresion pHLTEV-ViTx

¢ Identificar y evaluar la expresion de la proteina de fusion (His-Lipo-ViTx)
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5.- Materiales y Métodos

5.1.- Expresion de la proteina de fusion

Se utilizé la cepa BL21 (fhuA2 [lon] ompT gal [decm] AhsdS) de E. coli para
expresar la proteina de fusién. Se transformo6 con 2 pg del vector pHLTEV-VIiTx.
Se sembraron en cajas Petri con medio LB (Luria-Bertani) con y sin ampicilina
(Aw/1ml). Las transformadas se crecieron en 35 ml de medio TY2X (Triptona 16
gr/L, extracto de levadura 10 gr/l, NaCl 5gr/l) suplementado con ampicilina
(Aw/1ml). Se dejo creciendo toda la noche. Se inoculé 1L de medio TY2X (Amp
1ul/mL) con el cultivo (3% v/v). Cuando se llegé a una densidad 6ptica de 0.5
(600nm) se indujo la expresion de la proteina de fusion con 0.5 mM de IPTG. Se
dejé expresando por 9h, posteriormente se recolectd el pellet y se resuspendié en
solucion A (50 mM Tris pH 7.4, 500 mM NaCl, 10mM Imidazol). Se sonicé con
pulsos de 15 segundos, 30 segundos de descanso, potencia 5.5, durante 5
minutos (Misonix Sonicator 3000). Se centrifugd a 10,400 g durante una hora para

separar las fracciones soluble e insoluble.

5.2.- Purificacion de la proteina de fusidon y separacion de la toxina ViTx

La fraccién soluble se pasé por una columna de afinidad de Niquel (HisTrap™ HP,
5 ml). Antes de utilizar la columna, todas las soluciones y la muestra se pasaron

por un filtro de 22 um. Se sigui6 el protocolo indicado en el manual de uso.
1.- Se lavd con 15 ml de agua destilada

2.- Se equilibré con 20 ml de solucion A

3.- Se paso la muestra a un flujo aproximado de 1ml por minuto

4.- Se lavo la columna con 20 ml de solucion A

5.- Se eluyo la muestra con 20 ml de solucion B (50 mM Tris PH 7.4, 500mM NacCl,
250 mM Imidazol)
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6.- Se lavo la columna con 15 ml de agua destilada
7.- Se lavo con 10 ml de etanol para almacenar la columna.

Se calculd la concentracion de la proteina mediante la absorbancia

(Espectrofotbmetro Jenway 61056) a 220 nm utilizando la ley de Lambert-Beer.

€ x*
Donde:
C = Concentracion & = Coeficiente de extincion molar (calculado en ExPASYy)
A= Absorbancia I = Longitud de la celda

La muestra se concentré con un centricén (Amicon® Ultra 15 ml) a 4600 g por 20
minutos. El concentrado se dializé toda la noche en un regulador para eliminar el
imidazol (50 mM Tris pH 7.4, 500mM NacCl).

El concentrado ya dializado se puso a reaccionar con 1.65 mg de enzima TEV, se

dej6 la reaccidn en agitacion leve y a temperatura ambiente durante 48 h.

Se realiz6é una segunda cromatografia con la columna de niquel para separar la
toxina del resto de la proteina de fusion. Se dializ6 la fraccion que corresponde a

la toxina libre en agua desionizada durante 24 h para eliminar las sales.

5.3.- Identificacion de la proteina de fusion y ViTx

Las fracciones correspondientes a la proteina de fusion, el fragmento Lipoil-His y
la ViTx se analizaron por medio de un gel de Tricina-SDS-PAGE. [
Posteriormente se confirm6é la masa de esas tres fracciones mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF (Microfelx Bruker Daltonics). Se utilizaron

como matrices el acido sinapinico y el acido a-ciano-4-hidroxicinaminico.
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H OH
Isopropyl-f-D-thiogalactoside
(IPTG)
Transformacion Expresion

|
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—_—
Primera purificacion Col gu—
la columna de niauel
L e —— -
Sonicacion

NH  Dialisis para eliminar & ee—f Digestion con TEV
N/ Imidazo)

Dialisis para eliminar las ¢ Segunda DUFIﬁCECt’UH con la
sales columna de niguel

Figura 15.- Metodologia general para la expresion y purificacion de la conotoxina ViTx
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6.- Resultados

6.1.- Disefio del vector de expresion pHLTEV-ViTx

Se disefd el vector pHLTEV-ViTx (Figura 13) que contiene la secuencia de la
toxina madura entre los sitios de corte BamHI 'y Hindlll3. El vector fue sintetizado
por Epoch Life Science®. La secuencia presenta modificados los codones

preferenciales para E. coli.

Al principio de la secuencia se adiciond un residuo de metionina para poder
tratarla con bromuro de ciandgeno y asi facilitar la purificacion de la toxina
madura. La proteina de fusién incluye: Una cola de histidinas (Poli-His), los
aminoacidos 1-85 del dominio lipoil de la enzima dihidrolipoil acetiltransferasa de
Bacillus stearothermophilus, el sito de corte de la proteasa TEV y la conotoxina

ViTx. El peso esperado de la proteina de fusion es de 15, 584.7 Da (Figura 14).

His-tag
Proteina acarreadora
) Sitio de corte TEV

Bsgl Conotoxina

GS’54874%

-
500

PHLTEV- \/iTx
3183 bps

AlwiNI

Nael
NgoMIV
Banll

EsaAl

Dralll

Ahdl

Scal

BsaH|

Figura 13.- Vector de expresion pHLTEV-ViTx
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Analizando mas a fondo la secuencia donde se transcribe la conotoxina se puede
observar: La parte en gris es la secuencia de reconocimiento de TEV, los ultimos
dos codones codifican para glutamina y glicina, por lo que la enzima cortaria entre
estos dos aminodcidos, dejando la glicina pegada a la toxina. La parte que se
encuentra en amarillo es el sitio de corte BamHI, entonces se tendrian
dos amino&cidos mas: glicina y serina. La parte en morado corresponde a una
fraccion de la proteina acarreadora. Contando la metionina, sumarian
4 residuos: glicina-glicina-serina-metionina. Son justamente estos aminoacidos

los que se busca eliminar con el tratamiento de bromuro de cian6geno.

La parte en verde codifica para la conotoxina ViTx.

ggtggatccatgtctegttgtttcccaccgggtatctactgecacteceatatcetg
atctaa

GGSMSRCFPPGIYCTPYLPCCWGICCGTCRNVCHLRI
Secuencia ViTx + 4 a.a.

Peso molecular: 4,068 Da

Poly-His “Lipoif

. *
g o
--------------------------------------------------------------------------------------------------
. -
. -

11,533.8 Da

Figura 14.- Estructura de la proteina de fusion
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6.2.- Identificacion y evaluacién de la expresiéon de la proteina de fusion

Utilizando la cepa BL21 de E. coli se expreso la proteina de fusion la cual se
compone de dos fracciones principales: el fragmento Lipoil-His y la conotoxina
ViTx (Tabla 7). Se estim0 que la cantidad de proteina de fusion obtenida fue de
12. 96 mg por litro de cultivo. En el gel de la figura 16 se observa el nivel de
expresion de la proteina de fusion y del fragmento Lipoil-His. ViTx no es

observable.

25 KDa —»

15 Kba ——»

10 Kha ——»

Figura 16.- Andlisis en Tricina-SDS-PAGE. Carril M, Marcador de peso molecular; carril
1, Proteina de fusién (15.5 KDa); carril 2, Concentrado de la proteina de fusion; carril 3,
Fragmento Lipoil-His (11.5 KDa); carril 4, Fraccion ViTx (4 KDa).

Muestra Peso molecular teérico
Proteina de fusion 15, 584.7 Da
Fragmento Lipoil-His 11, 533.8 Da
Conotoxina ViTx 4,068 Da

Tabla 7.- Pesos moleculares tedricos de la proteina de fusion, fragmento Lipoil-His y ViTx.
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Las fracciones correspondientes a la proteina de fusion (Figura 17), el fragmento
Lipoil-His (Figura 18) y ViTx (Figura 19) se mandaron al Instituto de Quimica para

ser analizadas mediante la técnica de espectrometria de masas (MALDI-TOF).

Registro 1 150602-spn—01 Laboratorios de Servicios Analiticos
Matriz CHCA 1/5

Instituto de Quimica UNAM
E}
5 11969.513
3 800
=
G500 12905.722
l i
|
|
400 L'ﬁ |
|
| \
11276.442 |I
| I
T
200

| ‘u

\ | 0
| .'J \ \
W' \‘W *\-J \.‘L“

10000 12000

14000 18000 18000 20000
miz

Figura 17. Andlisis MALDI-TOF de la fraccion correspondiente a la proteina de fusion.
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Registro
Matriz

[a.u

Intens.

2000

1500

1000

500

2 150602-spn—02 Laboratorios de Servicios Analiticos

CHCA 1/5 Instituto de Quimica UNAM
5765.388
11533.637
3858.322
_..--—“'l-...__- l'._ 4 -I'\
5000 10000 15000 20000 25000

Figura 18. Andlisis MALDI-TOF de la fraccion correspondiente al fragmento Lipoil-His.
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Registro 3 150602-spn—03 Laboratorios de Servicios Analiticos

ﬁMatriz CHCA 1/5 Instituto de Quimica UNAM
E}
@
B
]
= 34424054323.345

800

600

5682.130

400 l .

200
\\u_ 11368.798

2000 4000 6000 8000 10000 12000

Figura 19. Analisis MALDI-TOF de la fraccidn correspondiente a la conotoxina ViTx

No se observo ningun pico que correspondiera a la proteina de fusion. Si se
registré un pico correspondiente al fragmento Lipoil-His. La toxina ViTx no es
visible.

Debido a estos problemas de decidi6 sintetizar como control la conotoxina Srlla,
la cual ya habia sido expresada con éxito por nuestro grupo de investigacion
(datos no publicados), con el objetivo de validar la metodologia utilizada. Esta
toxina también esta insertada en el vector pHLTEV (Tabla 8). El protocolo para
sintetizarla fue el mismo que el utilizado para la ViTx, con la Unica diferencia de

gue no se agrego una metionina.
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GGSCRTEGMSCEENQQCCWRSCCRGECEAPCRFGP
Secuencia Srlla + 3 a.a.

Muestra Peso molecular
Proteina de fusion 15, 377.1 Da
Fragmento Lipoil-His 11, 533.8 Da
Conotoxina Srlla 3861.3 Da

Tabla 8.- Pesos moleculares teoricos de la proteina de fusion, fragmento Lipoil-His y
Srlla.

En el gel de la figura 20 se observa el nivel de expresion de la proteina de fusion y
del fragmento Lipoil-His. Srlla no fue observable.

M 1 2 3 4
25 KDa —»
15Kba —» T «— 11.5KDa
10 KDa —» 15.37 KDa

Figura 20.-Andlisis en Tricina-SDS-PAGE. Carril M, Marcador de peso molecular; carril 1,
Proteina de fusion (15.5 KDa); carril 2, Concentrado de la proteina de fusiéon (15.5 KDa);
carril 3, Filtrado de la primera columna de niquel; carril 4, Fragmento Lipoil-His (11.5
KDa).
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Se mandaron a analizar las fracciones correspondientes a la proteina de fusion en
el extracto crudo (Figura 21), el fragmento Lipoil-His (Figura 22) y la Srlla (Figura
23), por espectrometria de masas (MALDI-TOF).

Registro 1S 150526-spn-02 ecr Laboratorios de Servicios Analiticos
Matriz SA 15 Instituto de Quimica UNAM
T 104
E"w 7276 688
f:;‘ 1.2
=
1.0
0.8
0.6
0.4 9124.384
0.2
10395.725
3637.776
O‘(} f \'.v'-‘;."\-'—-“'..“l Vo o it ¥ " L
4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000

Figura 21.- Analisis MALDI-TOF de la fraccidn correspondiente a la proteina de fusién en
el extracto crudo.
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Reqgistro 25 150526-spn-034
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4000 6000 8000
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Figura 22. Analisis MALDI-TOF de la fraccion correspondiente al fragmento Lipoil-His.
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Registro
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Figura 23. Andlisis MALDI-TOF de la fraccion correspondiente a la conotoxina Srlla.
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7.- Discusion

La cepa BL21 de E. coli se transformé con el vector pHLTEV-ViTx. Se indujo la
expresion de la proteina de fusion (His-Lipo-ViTx) y se obtuvo una proteina con un
peso aproximado de 15 KDa (Figura 16, carril 1). Se podria esperar que esta
proteina fuese la proteina fusion, sin embargo, el andlisis de masas no muestra
ningun pico con el peso esperado de 15.37 KDa (Figura 17). El fragmento que
corresponde a la proteina acarreadora unida al His-tag (Lipo-His) fue visible en el
gel (Figura 16, carril 3) y su espectro de masas confirma su presencia (Figura 18).

Por ultimo, ViTx no se detecto en el gel y el espectro de masas.

Con la intencion de validar la metodologia utilizada se produjo la conotoxina
Srlla. El analisis en el gel de poliacrilamida muestra una banda correspondiente a
la proteina de fusion en el peso esperado de 15 KDa (Figura 20, carril 2) y, el
fragmento Lipo-His también se observa (Figura 20, carril 4). El péptido Srlla no
fue detectable en el gel debido a su peso. En el analisis de espectrometria de
masas se confirmd la presencia de la proteina de fusion (Figura 21), el fragmento

Lipo-His (Figura 22) y la conotoxina Srlla (Figura 23).

Para explicar porque no se obtuvo ViTx se proponen al menos dos hipétesis. La
primera es que la sintesis de la proteina de fusion (ViTx-Lipo-His) es correcta, sin
embargo, las proteasas presentes en E. c oli degradan la proteina de fusion
correspondiente a la conotoxina ViTx, y, en consecuencia, no se observa el peso
esperado en el espectro de masas. El fragmento Lipo-His es mas grande y estable
y no se degrada facilmente, por lo tanto, se observa en el registro. Aunque la cepa
utilizada (BL21) es deficiente de proteasas (Lon'y OmpT) no significa que no estén
presentes, aunque sea en cantidades pequefias. La segunda hipotesis sugiere
que la proteina de fusidn no se sintetiza correctamente y, queda trunca en la
secuencia donde se comienza a sintetizar la ViTx. Se puede suponer que la
traduccién es correcta hasta el sitio de corte de la enzima TEV, pues después de
la digestion enzimética el fragmento Lipo-His esta presente, ademas, se realizo un

Western bl ot con un anticuerpo contra la His-tag y se identificé la proteina de
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fusidn (anexos). También es posible que en la traduccidon se incorporen residuos

erréneos en la secuencia.

Para poder comprender mejor porque una conotoxina se puede producir en forma
recombinante, se realiz6 una alineacion (ClustalO) y se compararon las
secuencias de ViTx y Srlla (Figura 24). Aungue ambas toxinas pertenecen a la
misma superfamilia tienen poca homologia (26.316%). La diferencia mas notable
es la cantidad de residuos cargados. La ViTx tiene tres residuos acidos de arginina
y no tiene aminoacidos con carga negativa (basicos), mientras que la Srlla,
ademas de tener cuatro residuos positivos de arginina, tiene cinco glutamatos (E).
Se hizo un alineamiento de la ViTx para comparar su secuencia con todas la
conotoxinas que hasta la fecha se han producido de forma recombinante (Figura
25). Aungue la cantidad de residuos cargados varia considerablemente, todas las

conotoxinas excepto ViTx, poseen, al menos, un residuo con carga negativa.

Se sabe que las interacciones intramoleculares en las proteinas favorecen la
estabilizacion de su estructura. 2712129 | o5 enlaces disulfuro juegan un papel
importante no solo en la estructura sino también en la actividad de las

proteinas.*3”!

Resulta interesante que la conotoxina Srlla se haya podido
producir en E. coli sin la formacion de estos enlaces, lo cual sugiere que otras
interacciones estabilizan al péptido e impiden su degradacion por las proteasas
endogenas. Una de estas posibles interacciones son los puentes o enlaces
salinos. Estos enlaces se forman entre residuos cargados negativamente
(glutamato y aspartato) y residuos cargados positivamente (ariginina y lisina)
(Figura 26). La distancia minima entre residuos para que se pueda formar uno de
estos enlaces es de 4 A. 3 Aunque en la actualidad se debate mucho acerca de
la importancia de los enlaces salinos para la estabilizacion estructural de las
proteinas, hay estudios que sefialan su importancia para que la estructura terciaria
sea estable y funcional. ™* Es posible que las otras conotoxinas que se han
producido de forma recombinante formen enlaces salinos que favorecen su

estabilidad en un ambiente ajeno para ellas como el de E. coli.
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Por otra parte, para lograr su plegamiento correcto, muchas proteinas requieren
de un residuo de prolina en la conformacion cis en su enlace peptidico. La
isomerizacion espontanea es lenta y se ha sugerido que es el paso limitante en el

plegamiento de algunas proteinas, 3

por lo que se necesita de una enzima que
catalice esta reaccion. La peptidilpropil isomerasa cataliza la isomerizacioén cis-
trans de los enlaces peptidicos X-Pro (Figura 27). 1**13% En E. coli este grupo de
enzimas se encuentran tanto en el citoplasma como en el periplasma. **® En
péptidos, la presencia de un residuo voluminoso antes de una prolina incrementa
la posibilidad de que se forme un enlace en conformacion cis. ™" ViTx es la tnica
conotoxina recombinante que tiene aminoacidos con estas caracteristicas antes
de un residuo de prolina (F4-P5 y T11-P12). Probablemente alguna prolina de
ViTx no sufra esta isomerizacion, provocando que la toxina no adquiera su

estructura terciaria, y por lo tanto, se expone a una degradacion proteica.

ViTx GGSMSRCFPPGIYCTPYLPCCWGICCG-TCRNVCHLRI
Srlla  ---GGSCRTEGMSCEENQQCCWRSCCRGECEAPCRFGP
* . ¥ -

# ok E % # * *

Figura 24.- Alinemamiento de las conotoxinas ViTx y Srlla. Los residuos cargados
negativamente estan coloreados en rojo y los cargados positivamente en verde.* residuo
conservado . mismo grupo principal . mismo grupo secundario.

ViTx SRCFPPGIYC-TPY---LPCCWGICCGTC-RNVCHLRI -
Srila - -CRTEGMSC-EEN- - -QQCCWRSCCRGECEAPCRFGP -
GeXIVAWT -TCRSSGRYC-RSP---YDRRRRYCRRIT--DACV----
MrVIB -ACSKKWEYCIVPILGFVYCCPGLICGPF---VCV----
Lt7a GECLGWSNYC-TSH---SICCSGECILSY----CDIW--
MVIIA - -CKGKGAKCSRLM- - -YDCCTGSCRSGKC -~ - - - - - - -
PPIIIE  ----- AARCC-TYH- - -GSCLKEKCRRKY- - - -CC- - - -
TXVIA ~WCKQSGEMCNLLD- - -QNCCDGYCIVLVCT -~~~ - - -
Vn2 EDCIAVGQLCVFWNIGR-PCCSGLC--VF---ACTVKLP
%

Figura 25.- Alinemamiento de ViTx con las conotoxinas recombinantes. Los residuos
cargados negativamente estdn coloreados en rojo y los cargados positivamente en

verde.* residuo conservado.
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Figura 26.- Ejemplificacion de un enlace o puente salino entre un acido glutdmico y una
lisina. En estas interacciones se forman puentes de hidrogeno.
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Figura 27.- Isomerizacion de la prolina catalizada por la peptidilpropil isomerasa.

Los péptidos que no se pliegan correctamente se degradan por proteasas en E.
coli. 8 Los ultimos cinco residuos en el carboxilo terminal son clave para que la
proteina sea reconocida y degradada por proteasas. Si un aminoacido no polar se
encuentra justo en el extremo carboxilo, el péptido tiene mas posibilidades de ser

reconocido y degradado por una proteasa, en cambio, lo aminoacidos cargados
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evitan este reconocimiento, y, por la tanto, la degradacion. 3% Sj ViTx no se
logré plegar correctamente, probablemente sea la razon de su degradacién
proteica, en particular porque el ultimo residuo en su secuencia es no polar

(isoleucina).

En la literatura se reportan muy pocas conotoxinas producidas de forma
recombinante. Este reducido niumero puede ser un indicio de la dificultad para
sintetizar estos péptidos por esta via. Lamentablemente los resultados negativos
nunca se publican, lo que hace imposible la identificaciébn de aquellos péptidos

cuya sintesis recombinante es inviable utilizando esta estrategia.
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8.- Conclusiones

e Se logro el disefio del vector pHLTEV-ViTx.

¢ No se obtuvo la conotoxina ViTx, posiblemente debido a una degradacién

proteolitica.

e Se obtuvo la conotoxina Srlla, lo que confirmd los resultados previos del
equipo de investigacion (tesis de Doctorado de Liliana Pérez; datos no

publicados).

9.- Perspectivas

Para la conotoxina ViTx se plantean las perspectivas siguientes:

e Realizar un Western blot utilizando un anticuerpo contra la toxina ViTx para

corroborar su presencia.

e Probar diferentes matrices en la técnica de MALDI-TOF.

Para la conotoxina Srlla se plantean las perspectivas siguientes:

e En el péptido recombinante determinar su patrén de enlaces disulfuro

mediante resonancia magnética nuclear.

e Probar la actividad de la Srlla recombinante en canales de potasio

activados por voltaje (Kv1l) expresados en ovocitos de Xenopus laevis.
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e Sintetizar las cuatro mutantes de carga positiva (R2, R17, R21 y R29) de la
conotoxina Srlla en las cuales las argininas hayan sido reemplazadas con
alanina (alanine scanning), para identificar los residuos involucrados en su

actividad, por estudios funcionales en ovocitos de Xenopus laevis.
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11. — Anexos

11.1. - MALDI-TOF

MALDI-TOF, por sus siglas en inglés, MALDI (desorcion/ionizacion laser asistida
por matriz) y TOF (tiempo de vuelo), es una técnica de ionizacion suave utilizada
en espectrometria de masas. Se usa principalmente para detectar y analizar

biopolimeros, como: oligosacaridos, nucleotidos y proteinas.

La metodologia utilizada en MALDI-TOF esta dividida en tres pasos. Primero, se
mezcla la muestra a analizar con una matriz, que es un compuesto organico, con
el proposito de facilitar el proceso de ionizacion. La matriz utilizada debe ser
soluble en agua, no tiene que ser muy volatil o quimicamente muy agresiva. La
matriz y el analito deben de mezclarse perfectamente para que la técnica pueda
llevarse a cabo. Las proporciones optimas estan en el rango de 1:1000 a 1:10,000
(analito-matriz), es decir, las moléculas del analito estan rodeadas totalmente por
la matriz. Después, la mezcla es colocada en una placa de acero inoxidable y se
deja evaporar, quedando la muestra en estado sélido. El segundo paso consiste
en someter a la muestra al vacio e irradiarla con un laser UV (337 nm por 0.5-20
ns). La energia del laser es absorbida por la matriz, provocando su ablacion y
llevando consigo al analito; durante este proceso el analito es ionizado. Por ultimo,
la mezcla gaseosa que se originé es sometida a un campo eléctrico que acelera
las particulas hasta un detector. El tiempo que las particulas tardan en llegar al
detector es directamente proporcional a su tamafo, por la tanto, las particulas mas
pequefias llegaran primero. El detector del espectrometro calcula esto como la
relacion masa/carga (m/z) y ya que esta técnica produce, generalmente, iones con
una sola carga, el espectro muestra las masas de los compuestos analizados en
Daltons. La altura de los picos depende del nimero de iones detectados para cada

compuesto.

Al tratarse de un método de ionizacion suave, los iones que se generan no son

fragmentados y es posible analizarlos mas facilmente. Ademas, no se utiliza calor
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para ionizar, lo que permite salvaguardar la integridad del analito, en especial de

muestras sensibles a la temperatura, como las biomoléculas.

o Laser
/ | Detector
g ..,
'ﬂ;‘ P "‘ —— —h*"’ —r" 0
‘ 5] ‘I] * ¢’ '. i
*P o°
<S¢ I
Matriz ==
kY

Generador de
campo eléctrico

Esquema tipico de MALDI-TOF

11.2.- Western Blot (anti-His-tag) de la proteina de fusién His-Lipo-ViTx

<+— 15.58 KDa

Western Blot de la proteina de fusion His-Lipo-ViTx. Carril M, marcador de peso molecular;
carril 1, Cargado de la muestra, carril 2, Lavado con 10mM de Imidazol, carril 3, Elucién
con 250 mM de Imidazol (proteina de fusion), carril 4, Lavado con 250 mM de Imidazol,

carril 5, Lavado con agua desionizada.
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11.3.- Modelos estructurales de las conotoxinas ViTx y Srlla

Modelos estructurales de las
conotoxinas Srlla (A) y ViTx
(B). Los residuos positivos y
negativos estan coloreados de
azul y rojo respectivamente.
Las prolinas estan coloreadas
de morado. Las cisteinas y los
enlaces disulfuro estan
coloreados de amarillo.

Para regularizar la estructura
se realizd6 wuna dinamica
molecular clasica utilizando el
programa GROMACS con un
modelo de agua tipo TIP4P
(Transferible Intermolecular
Potential Four Points). La
temperatura fue 298 K. El
tiempo de simulacion fue de
1ns.
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