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1. INTRODUCCION

El veneno de alacran ha sido uno de los venenos mas estudiados de los
artropodos. Esta compuesto por diversas sustancias como hialuronidasa,
fosfolipasas, proteasas, péptidos citoliticos, lipidos, carbohidratos entre otras
sustancias desconocidas. La presencia de neurotoxinas en estos organismos
puede afectar al hombre y a otros seres vivos, es por eso que es de vital

importancia realizar investigacion en este campo.’

La tamapina es un péptido de 31 aminoacidos proveniente del veneno de alacran,
es conocida por su actividad bloqueadora y reguladora de canales ionicos.
Pertenece a la subfamilia de toxinas aKTx5, su estructura terciaria contiene una a-
hélice, dos hojas B y posee tres puentes disulfuro que le brindan estabilidad de
tipo cisteinas a/f. La tamapina inhibe principalmente a canales KCa2 los cuales
participan en la regulacion de la excitabilidad sinaptica. Dada a la distribucion de
estos canales en el sistema nervioso central y periférico ha sido propuesto como
un novedoso blanco para tratar depresion, arritmias cardiacas, distrofia muscular y

para el potenciamiento cognitivo.?3

Obtener de forma recombinante y bien plegada esta proteina nos permitira
comprobar y explorar la actividad de este péptido con posible potencial de

aplicaciones biotecnoldgicas y de investigacion.

En el presente trabajo se comparan dos sistemas de expresion bacteriano
(rosseta+pET32a) con un nuevo vector de expresion (pET40b); esperando que la
conectividad de los puentes disulfuro sea la nativa. En esta tesis se reportan los
experimentos realizados para la expresion, purificacion, caracterizacion y estudios

preliminares de RMN.



©

HIPOTESIS Y OBJETIVOS‘

2. HIPOTESIS

La Tamapina se exporta a periplasma, donde la DsbC ejercera su actividad de
isomerasa de puentes disulfuro y habra un aumento en el rendimiento de proteina

con plegamiento nativo.

3. OBJETIVO GENERAL

Comparar el rendimiento y plegamiento de la proteina tamapina en dos sistemas
de expresidn bacterianos.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

e Construir el vector pET40b con el inserto del gen de la tamapina.

e Determinar la cepa de expresion.

e Estandarizar el tiempo, temperatura y concentracion de IPTG para realizar
la induccion de la proteina recombinante.

e Determinar el rendimiento de GM-Tamapina.

e Realizar los experimentos de Dicroismo Circular, Masas MALDI-TOF y
RMN para caracterizar la proteina.
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5. MARCO TEORICO

5.1 Toxinas de Alacran

La palabra alacran proviene del arabe y quiere decir escorpion. Pertenecen al
grupo de los aracnidos y se consideran los animales terrestres mas antiguos de
todos por sus restos fosiles que corresponden al periodo silurico. Actualmente, se
les encuentra en todas las regiones del pais, pero son mas frecuentes en las

zonas calientes y templadas no solo de México, sino de todo el mundo.*

La intoxicaciéon por picadura de alacran, es un problema de salud de notable
importancia en México, que requiere de apoyo en materia de salud e investigacion.
La cifra de mortalidad anual y promedio en el pais de 2006 a 2012 fue de 12.4 por
100,00 habitantes.®

Una toxina es una sustancia de origen bioldgico, natural, animal, vegetal o de
microorganismos. Es una mezcla compleja de diferentes sustancias quimicas que
contienen docenas o incluso cientos de distintas proteinas que ejercen sus efectos
en diferentes sistemas biologicos. Las toxinas de los alacranes actuan
principalmente a nivel del sistema nervioso por lo que se le denominan

neurotoxinas.3:®

Por mas de 50 anos después de que se logré secuenciar la primera neurotdxina
mediante purificacion por cromatografias, se han utilizado como una herramienta
para el estudio de la funcidn de canales iGnicos y es por eso que se ha investigado

mas a fondo los componentes particulares de los venenos de alacran.’

5.1.1 Tamapina

La Tamapina es una toxina del veneno del alacran rojo de la india (Mesobuthus
Tamulus), aislada por Pedarzani.? Esta proteina se encuentra estabilizada por tres

puentes disulfuro altamente conservados entre (C2-C5, C3-C6 y C1-C4)3. (Fig.1)
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Fig. 1 Secuencia de aminoacidos de la tamapina con las conectividades de puentes
disulfuro. En la imagen se puede observar la presencia de seis cisteinas que poseen el grupo tiol
para la formacion del enlace disulfuro. Adaptacion de la referencia [2]

Esta Neurotoxina tiene la actividad de bloquear canales de potasio de baja
conductancia dependientes de calcio (SK o Kca), principalmente el canal de tipo
2.1 (Kca2.1).3

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es la mejor técnica para el estudio
estructural de péptidos que resultan complicado cristalizar y que regularmente

contienen menos de 50 aminoacidos.3!

Actualmente, se ha trabajado en la obtencion de la tamapina por métodos
recombinantes produciéndola como proteina de fusion con la tioredoxina y se ha
elucidado la estructura terciaria de la misma mediante RMN8. Los rendimientos
que se obtuvieron para la proteina de fusion en E. coli cepa rosseta gami fueron
de 20 mg/L y 1.7 mg/L de GM-tamapina; la cual se obtiene después de cortar la
proteina de fusion con trombina produciendo el péptido de interés con dos

residuos adicionales en el amino terminal (Glicina y Metionina).®

5.2.1 Aminoacidos

Los aminoacidos son las unidades basicas de las proteinas, en la naturaleza
existen 20 aminoacidos estandar y son a-aminoacidos. Los cuales tienen un grupo
carboxilo y un grupo amino unido al mismo atomo de carbono (carbono a). Difieren
unos de otros en sus cadenas laterales, o grupos R, que varian en estructura,

tamano y carga eléctrica (Fig.2).
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A los aminoacidos se les han asignado abreviaturas de tres letras y simbolos de
una sola letra (Apéndice A). El carbono a al poseer un carbon asimétrico o centro
quiral genera dos tipos de isdbmeros los cuales son enantibmeros (imagenes
especulares no superponibles). Siendo los L-aminoacidos los que se encuentran

en las proteinas.®

Fig.2 Estructura general de un aminoacido. Incluye a todos los a-aminoacidos con excepcién de
la prolina. En rojo se encuentra el grupo carboxilo, en amarillo el grupo amino y el grupo R es
diferente para cada aminoacido.

5.2.2 Proteinas

Las proteinas son biomoléculas que varian en tamafo desde aquellas que
contienen dos o tres aminoacidos (péptidos) hasta muy grandes que contienen

cientos de ellos.

Para la formaciéon de un enlace peptidico se requieren dos moléculas de
aminoacidos que forman un enlace de tipo covalente a través de la deshidratacion
del grupo a carboxilo de un aminoacido y el grupo a amino de otro (enlace

peptidico).® Fig.3
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B H R? Fig. 3 Formacioén del enlace peptidico.
Se observa la reaccién reversible donde

+ | | B
H3N_CH_$I"_OH + H—N—CH—COO la perdida de H>O en la reaccién forma el

o) enlace peptidico (Sombreado).

Recopilado de la referencia [9]
R! i R

+ | ||
H3N—CH—(”3—N— CH—COO"
O

5.2.2.1 Estructura de proteinas

A finales de la década de 1930 Linus Paulin y Robert Corey iniciaron los estudios

del enlace peptidico que sentaron las bases sobre la estructura proteica.®

Una vez que los aminoacidos se unen y forman una cadena lineal en un
determinado orden constituyen la cadena polipeptidica conocida como estructura
primaria. Toda proteina esta definida por esta estructura; que es una unica
secuencia de aminoacidos. Se debe considerar que todos los niveles de
organizacion (estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria) subsisten en su

estructura primaria.’®

La estructura secundaria se forma cuando la cadena polipeptidica adquiere una
conformacién que origina un arreglo tridimensional.'” Los principales tipos de
estructuras son las alfa (a) Hélice y Beta (B) plegadas; ambas se encuentran
estabilizadas por puentes de hidrégeno y a las partes de las proteinas que no

tiene un patrén regular en su conformacion se les llaman giros y asas.’’

En el siguiente nivel se encuentra la estructura terciaria que representa la cadena
del polipéptido plegado y puede tener actividad biolégica. La estabilizacién de esta
estructura se logra mediante interacciones de los grupos R de los aminoacidos

para evitar la repulsion de los mismos. Las principales interacciones que se

6
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presentan son: enlaces disulfuro, puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der

Waals, interacciones hidrofobicas y electroestaticas.°

Por ultimo, se encuentra la estructura cuaternaria que se forma cuando dos o mas
polipéptidos se unen entre si para formar una proteina; es decir que el arreglo
espacial de los residuos de los aminoacidos esta separado por su secuencia
primaria. Esta estructura también posee una funcién biolégica y se encuentra
estabilizada por puentes de hidrogeno, interacciones hidrofobicas, idnicas y/o
enlaces disulfuro (S-S)."° (Fig. 4)

1 2 3 4

Fig. 4. Estructura de una proteina. La estructura primaria se muestra con su secuencia lineal de
aminoécidos (1), la estructura secundaria se encuentra estabilizada por puentes de hidrégeno y
forman a-hélice o B-plegadas (2), la estructura terciaria tiene plegamiento y puede tener actividad
biolégica (3) y la cuaternaria consta de mas de una cadena polipeptidica. Recopilado de la
referencia [9]

5.3 Sintesis de proteinas

5.3.1 DNA

Las moléculas de DNA (Acido Desoxirribonucleico) contienen la informacion
genética para la expresion de proteinas; las cuales realizan y regulan las
actividades de las células para guiar su desarrollo y funcionamiento.'? El DNA es
una molécula de doble cadena unida por puentes de hidrogeno, cada cadena esta

conformada por nucledtidos que a su vez estan compuestos por un azucar
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(Desoxiribosa), una base nitrogenada (Adenina, Timina, Guanina o Citocina).y un

grupo fosfato, unidas por un enlace fosfodiéster.'3

5.3.2 Dogma Central de la Biologia Molecular

De acuerdo al dogma central de la biologia molecular, la informacién genética
fluye en los siguientes sentidos: (1) de DNA a DNA durante el proceso de
transmision de generacidén en generacion y durante la replicacion celular, y (2) de
DNA a RNA y éste a la proteina durante la expresion fenotipica en un organismo.
En el caso particular de algunos virus puede ocurrir el proceso de transmitir RNA a
DNA o de RNA a RNA."?

5.3.2.1 Transcripcién

Para que las células puedan codificar la informacion que contiene el DNA, primero
se debe llevar acabo la transcripcidon y consiste en la produccién de RNA
mensajero (RNAm). EI RNAm es una copia complementaria de una molécula de
DNA. Las principales diferencias entre estas moléculas son: (1) El azicar que
conforma el RNA es una Ribosa y en DNA es una desoxirribosa, (2) Es una
molécula de cadena sencilla y (3) En el RNA la timina es remplazada por la base

uracilo.

Este proceso se lleva a cabo en tres etapas: La primera es la iniciacion en la
cual, la enzima RNA polimerasa se une a la region promotora de forma especifica.
La segunda etapa es la elongaciéon que es la sintesis de la cadena de RNA
mensajero. Y finalmente, se concluye el proceso con la terminacién en la cual la

cadena se libera de la enzima.'®

5.3.2.2 Traduccion

En todo este proceso la secuencia de un RNAm se usa como un molde para unir

aminoacidos a una cadena de polipéptido en un orden especifico mediante

codones (tres nucleétidos de RNAm), los cuales de acuerdo al cédigo genético

codifican para un aminoacido (Apéndice B). Para que puedan ser leidos y
8
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traducidos los codones, el RNA de transferencia (RNA:) es el encargado de
codificar y acarrear el aminoacido al péptido; Sin embargo, todo este proceso no
se llevaria a cabo sin un ultimo componente el cual es el RNA ribosomal (RNAy);
que esta compuesto por una subunidad grande y pequefa, y tiene la funciéon de
asociar todo el complejo con los otros RNA’s y otras proteinas como factores.'® De
la misma forma, este proceso se divide en las etapas: iniciaciéon, elongacion y

terminacion.’®

5.3.3 Tecnologia del DNA recombinante

El DNA recombinante se construye mediante la incorporacion de un fragmento de
DNA foraneo en una molécula pequena capaz de replicarse. Por ejemplo; un
plasmido bacteriano. Las enzimas de restriccion nos permiten cortar el DNA en
sitios con secuencia especifica, dependiendo el tipo de enzima, se producen dos
fragmentos con extremos cohesivos; los cuales son apropiados para la insercion

en un vector que haya sido cortado con la misma enzima."’

5.3.3.1 Plasmidos

Los plasmidos son moléculas circulares de DNA de doble cadena. Estos
elementos genéticos son extracromosomales, es decir que son independientes al
DNA gendmico, se replican de manera independiente y codifican para una gran
variedad de enzimas que le confieren a su hospedero resistencias a antibioticos y
a metales pesados, degradan complejos organicos y/o producen toxinas. Dadas
estas caracteristicas se han utilizado como vectores de clonacién de moléculas de
DNA foraneas. Hoy en dia, se dispone de una gran variedad de plasmidos
sintéticos para la expresion de proteinas recombinantes cuyas modificaciones

genéticas permiten controlar la produccion de las mismas.'®
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5.3.3.1.1 Vector pET40b

El plasmido pET40b (Novagen) esta disefiado para la expresién de la proteina de
fusién con DsbC (Fig.5). Este vector contiene el sitio especifico para transcribir la
region codificante a través de la enzima T7 RNA polimerasa que es selectiva al
promotor del plasmido. Y por ultimo, permite que la bacteria adquiera la
resistencia a kanamicina como marcador molecular para seleccionar a aquellas
células competentes que hayan adquirido el material genético que le fue insertado

mediante transformacion.?’

Péptido sefial Kpnl BamH1
E Dshc HI[is-Tag wmu;x] Tamapina I;E”;

Kanamicina

pET40b+tamapina

Fig. 5 Disefio del vector. La proteina de fusién para el vector pET40b; consta de la isomerasa de
puentes disulfuro (Dsbc), un péptido sefial que permite translocar la proteina a través de la
membrana interna a periplasma, una etiqueta de histidinas, la secuencia de aminoacidos para
realizar el corte con trombina y por ultimo, la secuencia del péptido de interés (tamapina). Adaptado
de la referencia [8]
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5.3.3.2 Transformacion

La primera construccion y transformacion de plasmidos fue lograda por Kohnert,
permitiendo la expresion de proteinas recombinantes en E. coli.'® Al proceso
mediante el cual se introduce genes exdgenos a una bacteria se le conoce como
transformacion y puede realizarse de forma natural o artificial.?® Para poder
efectuar una transformacion se requieren de células competentes (células capaces
de aceptar material genético exégeno). Es importante que el vector de clonacién o
plasmido contenga un marcador que permita seleccionar a las bacterias

transformadas.?°

5.3.4 Expresion de Proteinas recombinantes

Una proteina recombinante es aquella que se genera a partir de la tecnologia del
DNA recombinante.?? A pesar de los avances que se han tenido en la expresion
de proteinas en sistemas de expresion Eucariontes (S. cerevisiae, animales
transgénicos, lineas celulares, entre otros). E. coli sigue siendo el principal
hospedero que se utiliza en investigacidn y en la industria biotecnoldgica ya que
su producciéon es rapida, barata y facil de obtener en comparacién de otros

organismos.?3

5.3.4.1 Regulacion de la expresion

Para lograr la expresion selectiva de la proteina recombinate se utilizan cepas
modificadas genéticamente, que utilizan el operdon de la lactosa como elemento
inducible para expresar la proteina T7 RNA polimerasa cuya secuencia proviene
del bacteriofago ADE3. De esta forma se lograr la transcripcion especifica de la
proteina de interés localizada en el vector dado que la transcripcion del gen
foraneo esta dada por el promotor especifico para la T7 RNA polimerasa y esta
ultima como se mencion6 antes se regula bajo el operador lac. Debido a esto se
utiliza IPTG (isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) como inductor; el cual es un

analogo no hidrolizable de la galactosa.?!

11
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IPTG Induction
E. coli RNA * T7 RNA
polymerase polymerase

| |
17 gene 1 17 ANA polymorass ?‘ Targel gene

e —Fl:ll—b i

lac promoter T7 promoter

e

HOST CELL
for Expression

E. coli genome

Fig. 6 Mecanismo de induccién de la PF. El vector posee un sitio de reconocimiento especifico
para transcribir la proteina de fusion a través de la T7 RNA polimerasa; que a su vez se encuentra
regulada en el DNA gendmico de la célula huésped por el operédn de la lactosa. Recopilado de la
referencia [21]

5.3.4.1.1 Produccioén de proteinas en periplasma

Los enlaces disulfuro se forman por la oxidacién entre dos grupos tioles (SH),
generando un enlace covalente entre dos cisteinas. Por lo tanto, para realizar la
produccion de proteinas que poseen puentes disulfuro se requiere un ambiente o
agente oxidante. Sin embargo, dentro de una célula el ambiente es reductor. Y
frecuentemente, si se producen proteinas de origen eucarionte en bacterias se
enfrentan muchas problematicas, como las modificaciones postraduccionales. Por

ejemplo; los puentes disulfuro.?*

Para producir proteinas con puentes disulfuro en E. coli se puede disefar la
estrategia de translocar la PF a periplasma, es decir, dirigir el péptido al
compartimiento entre las dos membranas de la bacteria. Este método nos
permitiria catalizar la formacion de los enlaces disulfuro; esto es porque en

periplasma posee condiciones oxidantes en comparacion al citoplasma.

Para efectuar este proceso se requiere que la proteina sea translocada con ayuda
de un péptido senal a través de la membrana interna.?* En el sistema pET la

12
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proteina de fusion posee la secuencia de 20 aminoacidos que sirve como péptido
sefal, la principal proteina chaperona que lleva a cabo el proceso de translocacion
es la SecB. Esta debe reconocer a la proteina blanco en el citoplasma y una vez

realizado este proceso se elimina el péptido seiial.?3

5.3.4.1.2 Sistema Dsb (Disulfide bond)

En eucariontes la proteinas responsable de catalizar la formacion y la
isomerizacion de los puentes disulfuro es la Proteina Isomerasa de Puentes
Disulfuro (PDI).?> Sin embargo, cuando se desea sintetizar en una célula
procarionte una proteina recombinante que posee grupos tioles oxidados se
pueden formar multiples combinaciones de puentes disulfuro por lo que el
rendimiento de la produccién proteica disminuye debido al mal plegamiento y/o

formacién de agregados o cuerpos de inclusién.?®

En el periplasma de las bacterias se encuentra una serie de proteinas llamadas
Dsb (Disulfide bond) que catalizan la formacién y correcta conectividad de los
enlaces disulfuro. Dentro de este sistema existen principalmente dos tipos de
proteinas: La DsbA la cual posee la actividad catalitica de oxidar de forma
inespecifica a los grupos tioles de las cisteinas para formar el correspondiente
enlace covalente y la DsbC la cual tiene actividad de isomerasa de enlaces
disulfuro permitiendo que la proteina adquiera su plegamiento con la conectividad
nativa (Fig. 7).23

13
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Citoplasma

@ S Qi @
NADPH

Fig. 7. Sistema de plegamiento de proteinas en periplasma mediante las proteinas Dsb. En la
imagen, se observa lo que se espera que ocurra con la PF que es sintetizada en citoplasma;
primero la proteina debe de ser translocada a periplasma mediante el péptido senal a través del
sistema Sec (1), en seguida la proteina se oxida mediante los sitios activos de la DsbA (2), DsbB
sigue proporcionando el poder oxidante a DsbA (3), si la proteina ha adquirido un plegamiento no
nativo la DsbC se encarga de modificar la conectividad de puentes disulfuro (4) y quien mantiene a
la DsbC en estado reducido es la proteina transmembranal DsbD (5) que a su vez en el citoplasma
la tioreduxina junto con el NADPH mantienen el estado reducido de la misma (6). Recopilado de la
referencia [23]

5.4 Purificacion de proteinas

El objetivo de la purificacion después de realizar la lisis celular es obtener una
cantidad de proteina recombinante sin alguna otra proteina inherente a la lisis, el
método de purificacion mas eficiente son las cromatografias como HPLC por sus
siglas en inglés High Performance Liquid Chromatography. Sin embargo, en la
mayoria de los pasos se utilizan pretratamientos para realizar estas técnicas. Por
otra parte, es importante tomar en consideracion que para obtener el mayor
rendimiento de la proteina, la purificacién debe contener el menor numero posible

de procesos.?®
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5.4.1 Cromatografia de afinidad metal quelato (CAMQ)

Esta cromatografia consta en empacar o inmovilizar Ni?* en la columna de
sefarosa para que el ion pueda quelar ligandos, y como la proteina de fusion esta
disefiada con una secuencia consecutiva de 6 histidinas (HisTag o etiqueta de
histidinas) se forma un enlace de coordinacion con Ni?*, confiriendo la afinidad
necesaria para que se retenga en la columna y el resto de las proteinas

resultantes de la lisis no se unan o lo hagan débilmente.

Para obtener la fraccion de la proteina de fusion se utiliza Imidazol para despegar
a la proteina de la columna debido a que este compuesto tiene una mayor afinidad
por el Ni?* y por lo tanto, al pasar un gradiente de concentracién el imidazol

desplaza a la proteina de fusién que se encuentra retenida en la columna.?
(Fig. 8)

Fig. 8 Cromatografia de Afinidad Metal Quelato. Se observa que al pasar la proteina de fusioén
(verde) queda adherida a la columna debido a la formacién de un enlace coordinado entre el Ni2*y
con las histidinas que posee la proteina de fusién. De esta forma los demas componentes de la
mezcla son eludidos (1). Para recuperar la PF se realizan lavados con Imidazol (Azul rey) (2). Por
tanto, hace un método eficiente y barato para la purificacién de proteinas.

15
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5.4.2 Cromatografia de liquidos de Alta Eficiencia (HPLC)

Debido a que esta cromatografia puede separar los compuestos de acuerdo a sus
propiedades fisicas con un alto poder de resolucion, también se puede utilizar
como método de purificacion, caracterizacion e identificacion para péptidos
separando a la proteina de interés de otras impurezas provenientes de la lisis
celular.?” Esta técnica nos ofrece una purificacion de moléculas que son solubles

y que posean un peso molecular entre 1 a 1000 KDa.

Hoy en dia, la industria biotecnolégica y farmacéutica utiliza HPLC para

investigacion, desarrollo, control de calidad y manufactura de biomacromoléculas.

En esta cromatografia existen dos componentes; el primero es la Fase Movil la
cual es un liquido donde se encuentra la mezcla de compuestos y la segunda es la
Fase Estacionaria que es una columna la cual esta empacada de un material de
soporte. Para lograr separa algun compuesto de una mezcla se hace pasar la fase
movil a la columna donde existe una interaccion de acuerdo al coeficiente de
reparto de cada compuesto, de esta forma se logran separar los componentes en
funcién a la afinidad que tengan por la Fase Estacionaria, y finalmente son
analizados de forma individual por un detector, el mas frecuente es el de UV-
Visible.?® Fig.9

1 3 3 Fig.9. Representacion grafica del proceso de separacion
3 3 de una mezcla a través de una columna. En la imagen (1)
MCIAEN se observa una mezcla de los componentes A y B que son

pasados a través de la columna, al pasar mas fase movil por
la fase estacionaria los compuestos se retienen dependiendo
de sus coeficientes de reparto (2). De esta forma con esta
técnica se logran separar mezclas complejas (3). Recopilado
de la referencia [28]

e L CR L EH

g
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5.5. Masas MALDI-TOF

La espectroscopia de masas es una técnica para analizar formas ionizadas de
moléculas en fase gaseosa. Dado caso que los péptidos y proteinas nos son
volatiles, se ha desarrollado la espectrometria de Desorcion-ionizaciéon en matriz
inducida por laser (MALDI, Matrix-Assisted Laser Desorption-lonization) de esta
forma un péptido o alguna macromolécula se coprecipita con un compuesto
organico que absorbe luz laser de una longitud de onda apropiada. El destello de
un laser sobre la preparacion expulsa moléculas de la superficie que capturan
electrones cuando salen de la matriz y por tanto, la dejan como iones cargados
negativamente. En ESI (lonizacién por electrospray), las disoluciones que
contienen la proteina fluyen a través de una punta fina metalica mantenida por un
potencial eléctrico distinto de cero liberandose pequefas particulas cargadas.
Posteriormente, se realiza un analisis de tiempo de vuelo (TOF, Time Of Flight),
los iones se aceleran en un campo eléctrico hacia un detector de tal forma que los
iones mas pequefios experimentan una mayor aceleracion y llegan primero al
detector. De esta forma la espectrometria de masas MALDI-TOF proporciona una
herramienta poderosa para la caracterizacion e identificacion de proteinas,
péptidos, polimeros, fragmentos de DNA, y todos aquellos compuestos de alto

peso molecular.?® 30

5.6 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La RMN es una poderosa técnica espectroscépica que se usada en investigacion
para la determinacion de estructuras, cinéticas y dindamicas quimicas de un amplio

intervalo de sistemas quimicos y bioquimicos.

Se puede determinar la estructura de proteinas a través de la RMN en estado
liquido y sodlido, siendo un método alterno para determinar la estructura de
aquellas proteinas que no se pueden cristalizar. Sin embargo, esta técnica tiene la
limitacion de no poder procesar moléculas con peso molecular mayor de 50-60
KDa_31,32
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5.6.1 Transiciones del espin nuclear

Para cualquier espectroscopia es necesario tener un sistema que posea dos o
mas niveles de energia. En el caso de la RMN estas interacciones de energia son
debidas al momento angular de espin del nucleo. Cuando un nucleo con espin
diferente de cero se coloca en un campo magnético, se generan dos niveles de
energia. La transicion entre estos niveles debido a la absorcidn o emision de esta
energia que se ubica en la regidén de las radiofrecuencias es lo que llamamos

Resonancia Magnética Nuclear.

La energia de estos niveles es funcion de la componente en Z del momento
angular de espin, de la intensidad de campo magnético aplicado y de la constante

giromagnética, dada por la Ecuacién 1.
E = —yhBm, (1)

Donde y es la contante giromagnética, h es la constante de Planck y mz es el

componente en z del momento angular de espin.

Esta ecuacion hace referencia al efecto de Zeeman dada por el Hamiltoniano. Lo
cual hace posible que se puedan representar los diagramas de energia para una

particula con espin de 2 en funcién de la intensidad del campo magnético. Fig. 10

El estado basal o de menor energia se representa como a y corresponde a
mz=+1/2 y al estado excitado o de alta energia se representa con 3 y corresponde

a mz=-1/2. La energia de estos dos estados se calculada mediante la Ecuacién 2:

yhB

E, = 5

hB
Eg=+1= (2)
Por lo tanto, la diferencia de energia entre estos dos estados es:

AE = Eg — E, = yhB (3)

Considerando que la diferencia de poblacion entre los dos estados de energia es
muy pequefia; la energia de transicion en RMN también lo es, por lo que requiere
ondas de radio para excitar los espines del nucleo.
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Fig.10. Efecto Zeeman de un niucleo. Cuando se alinea un nucleo en un campo magnético (Bo),
los niveles energéticos de los posibles estados de espin nuclear se desdoblan proporcionalmente
al campo aplicado; en consecuencia, las transiciones entre los niveles energéticos del espin
nuclear no seran de mayor energia en comparacion con el campo magnético aplicado.>® Adaptado
de la referencia [33]

La diferencia de poblacion puede ser calculada mediante la distribucion de

Boltzman:

—yhB
Ne — o 4)

a

Tener una pequena diferencia de poblaciéon segun la distribucion de Bolltzman, la
espectroscopia de RMN es relativamente poco sensible. Para los experimentos de

RMN con proteinas se requieren concentraciones de al menos 1 mM.3!

El proton 'H es el mas sensible de todos los nucleos que pueden ser
determinados mediante RMN. La sensibilidad del nucleo estd dada por la
constante giromagnética y en proton es la mas grande de todas. Por otra parte el
porcentaje de abundancia en la naturaleza del 'H es del 99.98 % vy, por tanto,

existe una mayor diferencia poblacional.

5.6.2 Desplazamiento Quimico

El entorno electronico y las interacciones dinamicas que posee una estructura

molecular afecta al nucleo. EI ambiente magnético local esta influenciado por la
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capa de valencia, hibridacién de orbitales y el tipo de enlace, carga, polaridad del
enlace, y la electronegatividad de los atomos vecinos, asi como el disolvente
afectan la energia de transicion de los nucleos. Todas estas pequefias
perturbaciones al campo magnético local producen pequefios cambios donde la
sefial de un nucleo en especifico aparece en un espectro; a lo cual se le conoce

como desplazamiento quimico.3?

El campo magnético aplicado Bo usualmente difiere significativamente cuando el
nucleo esta siendo apantallado por la densidad electronica que rodea al nucleo.
Este apantallamiento es debido a los electrones. La aplicacion de la fuerza del

campo magnético local en el nlcleo esta dada por la Ecuacién 5: 3
B=By—B =By(1-0) (5)

Donde o representa el apantallamiento del espin nuclear. Como resultado de
estas condiciones tenemos que para un nucleo de una molécula que se encuentre

en resonancia:

E = YBo(1-0) (6)

21

En RMN de transformada de Fourier medimos la fuerza electromotrizl en funcién
del tiempo, a lo cual le lamamos dominio del tiempo, conocido como el FID (Free
Induce Decay). En contraste, en la mayoria de las otras espectroscopias se mide
la absorcion o emisién de energia en funcién de la frecuencia para generar un
espectro. Es por eso que el FID que se obtiene después de aplicar un pulso en
RMN se le aplica la transformada de Fourier (TF); que es una relacion matematica

que genera el espectro en funcion de la frecuencia e intensidad.

Para eliminar la dependencia de las frecuencias que son debidas al campo
magnético aplicado (Bo), se construye una escala adimensional con unidades de
ppm (parte por millén). Ecuacion 7

5 =%x106 (7)

Vo
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P

Donde Vo es la frecuencia de referencia (tetrametilsilano para H1, C13 y Si19), y V
es la frecuencia de la muestra. Como la diferencia de frecuencias es muy pequefa
se compensa multiplicando por un millon para obtener la escala en numero mas

grandes (ppm).3

5.7 Dicroismo Circular

En el dicroismo circular (DC) se hace pasar un plano de luz polarizada de dos
tipos; la primera rota en direccion contraria a las manecillas del reloj y se le llama L
y la que rota en sentido de las manecillas del reloj es conocida como R. EI DC se
fundamenta en la absorcién de estos dos tipos de luz, si después de pasar a
través de una muestra que es analizada la luz L y R, no son absorbidas o son
absorbidas en mismas cantidades la luz polarizada se dirige al plano original. Sin
embargo, cuando la luz R y L son absorbidas en diferentes grados se genera una

polarizacion eliptica.®®

En esta técnica se mide la diferencia de absorcion entre la luz polarizada L y R
pero también puede ser reportada en términos de grados de elipticidad (©). Las
sefiales de absorcion que se obtienen nos permiten determinar ciertas
caracteristicas estructurales de una molécula. En el caso particular de proteinas
nos permite tener informacion que puede ser obtenida de un espectro que se
genera por la absorcion en regiones menores de 240 nm principalmente por los
enlaces peptidicos y entre 260-320 nm por los aminoacidos aromaticos, puentes
disulfuro o cofactores. De esta manera se puede determinar diferentes tipos de

estructuras secundarias con los espectros que se generan con el DC. 3
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m am

Fig.11 Efecto del Dicroismo Circular. Se irradia la muestra con los componentes de la
luz polarizada L y R. En (I) Los dos componentes tienen la misma amplitud y cuando se
combinan generan un plano de radiacion polarizada. En (II) Los componentes son de
diferente magnitud y como resultado se genera la elipticidad. Recopilado de la referencia
[39]
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6. DISENO EXPERIMENTAL

El diseno experimental consiste en la construccion del plasmido pET40b con el
inserto del gen de la tamapina para realizar la expresién en células de E. coli.
Posteriormente, se estableceran las condiciones de tiempo de induccion,
temperatura, cepa de expresion, concentraciéon de IPTG vy lisis selectiva de

periplasma. Por ultimo se purifica la proteina, se caracteriza y cuantifica.

6.1 Construccion del vector pET40b

Para realizar la subclonacion del gen de la tamapina se utilizd el vector
previamente construido en el laboratorio pET32a + tamapina (Novagen),
ubicandose entre los sitios de restriccion Kpnl 'y BamHI por lo cual se realiza una
reaccion con ambas enzimas (New England Biolabs) y se purifica la banda del gen
de acuerdo al protocolo gel Extraction Kit (QIAGEN). De igual forma se realiza el
corte del vector pET40b (Novagen) con las mismas enzimas de restriccion vy
finalmente, se realiza la reaccion de ligacidon con la enzima T4 DNA ligase (New
England Biolabs). (Fig. 12)

Una vez que se haya realizado la reaccion de ligacion, ésta se utiliza para
transformar células DH5-a para poder seleccionar clonas positivas, se purifica el
correspondiente DNA plasmidico y se determina la presencia del inserto del gen

mediante un ensayo de restriccion y posteriormente un analisis de secuenciacion.
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Fig.12 Representaciéon esquematica de la construccion del vector pET40b con el inserto de

la tamapina.

6.2 Expresion en medio Luria Bertani (LB)

Es importante para el sistema de expresion (Cepa + Vector) establecer las
condiciones 6ptimas de induccion (tiempo, temperatura, concentracion de IPTG)

para tener buenos rendimientos, el medio de cultivo también es un factor esencial.

El medio LB (Apéndice C) esta enriquecido, especialmente para Escherichia coli
permite que la bacteria se encuentre con todas las condiciones nutrimentales
necesarias como fuente de carbono y nitrégeno, aminoacidos, balance osmatico,
etc. para que tenga los requerimientos energéticos y los elementos para realizar la

sintesis de sus componentes celulares.3®

6.2.1 Induccion de la expresion de la proteina

Para realizar la induccién de la proteina se debe de picar una colonia
transformada con el nuevo vector construido y colocar un preindculo con medio LB
y el antibiético correspondiente. Se deja incubando con agitacién constante a 37°C
durante toda la noche (16 h). Posteriormente, se inocula un litro y medio de medio

nuevo con 50 ml de preinéculo y se monitorea el crecimiento bacteriano a una
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longitud de onda de 600 nm hasta llegar a una densidad Optica de 0.7 de
absorbancia. Finalmente, se adiciona IPTG al 0.5 mM para inducir produccion de

la proteina.

6.2.2 Optimizacion de la produccion de la proteina recombinante

La primera variable que se determina es el tiempo de induccion de la proteina, y
para ello se realiza una cinética tomando los siguientes tiempos de muestreo: 0, 3,
6, 9, 12, 16, 20, 24 y 32 horas. Considerando las condiciones establecidas para el

otro sistema de expresion (IPTG al 0.5mM y Temperatura a 30°C).

Una vez establecido el tiempo de induccién, se realiza un estudio de cepas de E.
coli para realizar la expresion. Se compararon las siguientes cepas: Rosseta,
Shuffle, C41 y BL21 para determinar qué sistema de expresién (Célula hospedera

+ vector) es el ideal.

BL21 (DE3) contiene el gen que codifica para la T7 RNA polimerasa proveniente
del bacteriéfago A asociado a un promotor que es inducible en presencia de IPTG
para realizar la expresion de cualquier plasmido que contenga el promotor
especifico T7.36 Las otras cepas que se utilizaron son variantes de esta bacteria

que fueron modificadas genéticamente.

La célula C41 posee una mutacion que previene la muerte celular asociada a la
expresion de proteinas recombinantes que le resulten toxica a la bacteria. Por
tanto, esta cepa es ideal para la expresion de toxinas provenientes de cualquier
organismo como virus, plantas, levaduras o células animales. % La cepa Rosseta
tiene la caracteristica de contener un plasmido extra que produce mas represor de
la Lactosa, esta disefada para potenciar la expresiéon de proteinas de origen
Eucarionte que contienen codones que raramente son usados de forma natural
por la bacteria. 3 Y por ultimo Shuffle es una variante modificada por ingenieria
genética especialmente para favorecer la formacién de puentes disulfuro en

citoplasma.38
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Finalmente, para establecer todas las condiciones se determina temperatura
optima de induccién entre 20 ° C, 30 ° C 0 37 ° C, y se determina la concentracion
de IPTG (0.25mM, 0.5mM, 0.75mM y 1mM).

6.2.2.1 Preparacién de las muestras

Las muestras se prepararon de la siguiente forma: Se lisaron todos los pellets con
100 pL de buffer de lisis (Apéndice D), se dieron choques sénicos durante 10
segundos hasta dejar de observar la muestra turbia y viscosa, se centrifugaron a
13 000 rpm durante 10 min y el sobrenadante fue colectado en tubos eppendorf
nuevos. La observacién de la proteina de fusidon se realiz6 mediante electroforesis
SDS-PAGE colocando la misma cantidad de proteina para cada muestra, lo cual

se determind por absorbancia a 280.

6.3 Lisis selectiva de periplasma

El método consiste en realizar un choque osmoético primero con una solucién
hipertonica (Soluciéon A); seguida de una soluciéon hipoténica (Solucién B). En el

Apéndice E se puede encontrar la composicion de las soluciones.

Diagrama para realizar la lisis de periplasma.

Resuspender pellet

por cada L de cultivo — De‘;) ‘:’;:n’:f:t:_;::" — Cernl;:f :f:,z.a:f ;LOO - Desechar sobre
en 250 ml de P . P =P nadante
. ambiente. min.
solucion A
Conservar el Centrifugar a 10 000 : - Resuspender peﬂ"et
sobrenadante = pmadCporl0 4m Dejar en agitacion por cada L de cultivo
(Fraccion - minp por 10 min en hielo. en 100 ml de

peripldasmica) : solucion B
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6.4 Purificacion de la proteina recombinante

6.4.1 Cromatografia de Afinidad Metal-Quelato

El sobrenadante se filtra con una membrana de tamafo de poro de 0.45 ym y se
hace pasar por una columna HiTrap cargada con Ni?*. Una vez que se hizo pasar
el lisado se realiza una serie de lavados con cuatro volumenes con agua destilada
filtrada y con 10 volumenes de columna con solucién de Imidazol al 15 mM con el
fin de eliminar sustancias inespecificas que pudieron llegarse a retener en la
columna. Finalmente, se eluye toda la PF con dos volumenes de columna con la

solucion de Imidazol al 300 mM.

6.4.2 Corte con trombina

Antes de realizar la reaccion de protedlisis de la proteina de fusion, las fracciones
que fueron eluidas de la cromatografia de afinidad fueron dializadas con buffer de
corte (Tres recambios con agitacion después de 1, 3 y 6 horas) con una
membrana de 8-10 KDa. De esta forma el Imidazol se elimina del medio y se
puede proceder a la reaccion de corte con trombina (Proteasa de corte especifico)
para obtener la GM-tamapina. Se coloca la fraccion del paso anterior en un tubo
falcon de 15 mL y se adiciona 60 pL de la suspension de particulas con trombina
(SIGMA KIT). La mezcla se coloca en agitacion en un agitador de tipo carrusel el
tiempo necesario para realizar el corte completo de la proteina de fusién (12 h).

Finalmente, se recupera la trombina.

La fraccion resultante (GM-Tamapina + proteina de fusion) es filtrada con una
membrada de 0.45 ym y se hace pasar nuevamente por la columna HiTrap
cargada con Ni?*. En este proceso la fraccion que nos interesa es la que no se
adhiere a la columna puesto que la etiqueta de histidinas se queda en la proteina

de fusion.
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6.4.3 HPLC

Antes de iniciar con este proceso de purificacion la muestra se hace pasar por una
columna en fase reversa “Strata” (phenomenex, C18-T); este proceso es una
extraccion en fase solido. Después realizar esta purificacion se de liofiliza la
muestra, se resuspende en ACN al 15% con TFA al 0.5% y se filtra a un tamafio

de poro de 0.22 ym para ser inyectada al cromatégrafo.

Se utilizé un cromatégrafo de liquidos de alta eficiencia (HPLC) de Varian ProStar,
con una columna de fase reversa C12 (phenomenex), con un gradiente creciente
de hidrofobicidad del 15% al 37% de H20 y ACN ambos con TFA al 0.5%v/v; con
un flujo de 1 ml/min y fue analizado a una longitud de onda de 230 nm con
detector UV-visible modelo PS325. Para obtener la proteina de interés se requiere
de TFA y ACN para que el péptido presente mayores interacciones hidrofébicas y
pueda retenerse a la columna. Esta técnica es el ultimo paso de la purificacion. Sin
embargo, debe de retirarse el ACN y TFA que se incorporaron en la fase movil y lo

cual se logra liofilizando la muestra.

6.5 Caracterizacion

6.5.1 Masas MALDI-TOF

Se determina el peso molecular mediante espectrometria de masas MALDI-TOF
con el equipo de Bruker Daltonics. Con esta técnica nos podemos percatar si la
proteina se encuentra en su estado oxidado, es decir, si tiene los puentes disulfuro

mediante la perdida de los protones de los grupos tioles.

Se utilizé como matriz alfa-cianohidroxicinamico (CHCA) analizado en modo
reflectron con una ventana de 700 a 5000 Da.
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6.5.2 Dicroismo

Mediante esta técnica se determina la estructura secundaria de nuestra proteina;
la cual posee una alfa hélice y dos betas plegadas. Se realiza el experimento en el
espectropolarimetro Jasco J-720; para realizar este experimento se requiere de
una concentracion de al menos 100 ug/ml de proteina disuelta en agua milliQ. Se
utilizé una celda para dicroismo de 1 cm de largo; se inicia el experimento a una
longitud de onda de 260 nm hasta 190 mn con una resolucion de 1 mn, con una

sensibilidad de 20 mdeg y con una velocidad de 20 nm/min.

6.5.3 RMN

La técnica de RMN es muy poco sensible, es por eso que al menos se requieren
de concentraciones de 1 mM para determinacion estructural. Se prepara la
muestra disolviéndola en agua y agua deuterada (D20) al 5%. La muestra se
coloca en un tubo para resonancia normal o “shigemi” para ser analizada en el
equipo de RMN de 500 MHz Varian UnityPlus.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Construccion del vector.

Después de transformar la reaccion de ligaciéon (pET40b con el inserto de la
tamapina) en células DH5 alfa, se seleccionaron ocho colonias para realizar la
extraccion del plasmido y verificar que el vector poseia el gen de la tamapina. En
el programa Serial Cloner se construyo el plasmido y se identificé que la enzima
Bgll tiene sitio de corte en el gen y en otra region del plasmido, por lo tanto, se
utilizd esta enzima para corroborar las clonas positivas que deben de dar dos

bandas con pesos aproximados de 3.5 y 2.8 kb. (Fig.13)
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Fig.13 Corte con la enzima Bgll en el vector pET40-b con el inserto de la tamapina. En la

imagen se observan dos bandas que indican la presencia del gen de las muestras 1 a la 8, en el
Blanco (B) se encuentra el vector sin inserto.

De las ocho muestras se seleccionaron cuatro (2022, 2023, 2026 y 2028), fueron
secuenciadas por el método de Sanger (Laragen Inc.) con el primer T7 terminal
(Direccion 3°-57) y se realizé un alineamiento en clustal donde se comprobd que
las cuatro muestras poseen la secuencia del gen de la tamapina en el vector
pET40-b. (Fig.13)
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Fig. 14 Resultados de secuenciacion. En la imagen se observa el alineamiento en clustal del
primer T7 terminador donde todas las muestras poseen la secuencia deseada.

A continuacion, se detalla la secuenciacion de la muestra 2023 (Fig.15). Se
verifico el marco de lectura que codifica para la proteina de fusion; la secuencia de
nucleotidos que codifica para los 31 aminoacidos que conforman la tamapina
(Cuadro rojo), el sitio de corte para la proteasa trombina (Cuadro verde), la
etiqueta de histidinas (Cuadro Rojo con H rosas) y el codén de paro (Asterisco)

sean las correctas.
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Fig.15 Secuenciacién de la construcciéon del vector. Se observa que todos los componentes

que codificaran para la proteina de fusion son correctos, asi como el marco de lectura.
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7.2 Optimizacion de la produccion de la proteina recombinante

Se decidid iniciar los experimentos con la cepa C41 de E. coli debido a que posee
una mutacién fenotipica que le confiere tolerancia a las toxinas.3® Se transformé el
vector construido a la célula y se utilizdé una electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) para monitorear la expresion, el peso de la proteina de fusion tedrico
es 32 kDa.

Se determind que el tiempo 6ptimo de induccion esta entre las 12 y 16 horas (Fig.
16). Nos percatamos que la banda de la PF disminuye de intensidad después de
las 24 horas de induccion; Esto puede deberse a que la bacteria comience a
degradar la proteina o forme agregados. Cabe mencionar que en este gel se
analiza la fraccidon soluble de proteinas tomando en cuenta el método de lisis
(sonicacion). Se puede observar que la perdida de la PF por la formacion de
cuerpos de inclusion es muy poca (Fig.17). Para realizar este experimento solo se
resuspendieron los pellets del ensayo anterior adicionando 25 uL de Buffer de

carga, se disgregan por sonicacion, se hierven y las muestras se cargan al gel.

——

PM Oh 3h 6h 9h 12h 16h 20h 24h 32h

Fig. 16 Cinética de induccion. En el presente gel de poliacrilamida al 12 % se analiza la fraccién
de proteina soluble, se observa que en el tiempo cero no se encuentra la PF porque aun no se
inicia la induccién y por tanto, el tiempo 6ptimo de induccién se encuentra entre las 12 y 16 horas
debido a la intensidad de la banda.
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Fig. 17. Fraccion insoluble. En este gel se analiza la fraccién insoluble del experimento anterior,
como se puede observar la PF forma una cantidad aceptable de cuerpos de inclusién o
aglomerados.

Una vez establecido el tiempo de induccion se procede a determinar la
temperatura 6ptima de induccién, para este experimento se utilizdé la misma cepa
del experimento anterior (C41) y se indujo la proteina a 20°C, 30°C y 37°C a una
concentracion de 0.5 mM de IPGT por 12 horas. (Fig. 18). Nos percatamos que la
cantidad de proteina que se produce es mayor a 30 °C y 37°C. Sin embargo, se
establecid la temperatura de induccién a 30 °C puesto que a mayor temperatura
existe la posibilidad de generar agregados de proteina debido al incremento de las

interacciones hidrofébicas.3”

Por ultimo, se realizé un estudio de cepas para determinar cual nos proporciona
un mayor rendimiento. Se decidié iniciar la induccién con Rosseta ya que era la
cepa que tenia mejores rendimientos respecto al vector pET32a + tamapina,
Shuffle posee un ambiente oxidante ideal para que se oxiden las cisteinas y
formen los puentes disulfuro en citoplasma, BL21 porque se han reportado en
articulos que tiene buenos rendimientos de proteinas que se exportan a
periplasma y por ultimo C41 por la razén antes mencionada. (Fig.18). La cepa C41

sigue siendo la mas efectiva para la produccion de la proteina.
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C 20°C 30°C 37°C PM C41 BI21 Shuffe Rosseta

Fig.18. Induccion a temperaturas variables y estudio de cepas. En el presente gel de
poliacrilamida al 12%, se establece que la temperatura 6ptima de induccién es de 30°C, en el
control (negativo C) no se observa la banda de interés y la cepa con mayor produccion de proteina
sigue siendo C41.

Por ultimo, se establecio la concentracion de IPTG éptima para la induccion, en el
gel (Fig. 19), no se observa diferencia con la variacion de las concentraciones. Por
tanto, se seguira utilizando la concentracion al 0.5 mM de IPTG que ha sido

definida.
PM 025 05 075 10 C
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Fig. 19 Experimento a diferentes concentraciones de IPTG. En el gel no se observa diferencia
en la concentracion de la banda de la PF al variar la concentracion.
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7.3 Produccidn de la proteina recombinante

Una vez que se estandarizaron las condiciones de induccion, se produjeron tres
litros de medio LB en dos matraces Fernbach. Antes de realizar la induccion, como
se menciono en el procedimiento experimental, se requiere de 50 ml de preindculo
por cada litro y medio de cultivo. En incubacién a 37°C y con agitacion, se
monitored la densidad optica a 600 nm hasta medir una absorbancia de 0.7 y se
adiciono la cantidad necesaria de IPTG para obtener una concentracion final de
0.5 mM. Finalmente, se indujo a una temperatura de 30°C con agitacién durante
16 h.

Para recuperar el pellet, el cultivo se centrifugd a 6500 rpm durante 12 min y el
medio fue colectado para analizar la presencia de proteina por SDS-PAGE. Se
procedié a realizar la lisis selectiva de periplasma de acuerdo al procedimiento

establecido.

7.4 Purificacion por CAMQ

Después de la producciéon se procedié a realizar el primer proceso de purificacion
de la proteina. Para ello se utilizd la cromatografia de afinidad metal-quelato;
donde se retuvo la PF debido al histag o etiqueta de histidinas. En la fraccion de
elucion con 500 mM de Imidazol se obtuvo una banda que corresponde al peso
molecular de la PF, ademas dicha fraccion se observaba limpia de algun otro
péptido; esto nos facilita tanto el corte con trombina y los siguientes procesos de

purificacion.

En el caso del medio que se colectd después de centrifugar se ajustd a una
concentracion de 50 mM de TRIS HCL pH=8, y se procedi6é a pasar todo medio
por la columna. Sin embargo, no se obtuvo PF; lo que nos indica que la proteina

no se esta perdiendo en el medio.
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7.5 Corte con trombina

Se procedid a realizar el corte con la proteasa trombina para obtener la GM-
Tamapina de acuerdo al protocolo del disefio experimental, una vez que se
termind la reaccion se colecta la trombina y se procede a purificar por CAMQ
donde se separan las fracciones de la PF que contiene el Histag y la GM-

Tamapina.

7.6 Purificacion por HPLC

Antes de iniciar con este proceso de purificacion se realizd una extraccion en fase
solida (Strata C:18); Esta técnica tiene como objetivo limpiar la muestra de
impurezas como sales, péptidos con peso molécular mayores a 75 kDa y

concentra la muestra.

En la Fig.20 se presenta el cromatograma correspondiente a la purificacion de la
tamapina por HPLC. En él se puede apreciar que el tiempo de retencion de la GM-
Tamapina expresada en el vector pET32a es 14.8 min (pico A) y se colecto el pico
B con un tiempo de retencion de 15.2 min que corresponde a la tamapina

producida en el vector pET40b.

A partir de la intensidad de la sefal cromatografica, se puede observar que la
produccion de la proteina utilizando el mismo volumen de medio de cultivo es
aproximadamente tres veces menor en comparacion con el nuevo sistema de

expresion.

A pesar de que se obtiene una menor cantidad de proteina en el nuevo sistema de
expresion, se tiene la ventaja que la muestra contiene una menor cantidad de

contaminantes.
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Fig. 20 Cromatograma correspondiente a la purificacion de la Tamapina por HPLC

7.7Caracterizacion

7.7.1 Dicroismo

Una vez obtenidos los resultados, se realizé el calculo para determinar la

elipticidad molar con la siguiente formula:

MRW x 6,1

6molar=—10xdxc

Donde MRW es el peso del residuo medio que se calcula con el peso molecular de
la proteina en daltones entre el numero de aminoacidos de la cadena menos uno;
se representa con la siguiente formula: MRW=M(N-1), ©a es la elipticidad a una
determinada longitud de onda, d es el largo de la celda en cm y ¢ es la
concentracion en g/ml.%° Finalmente, se grafica la elipiticidad molar en funcion de
la longitud de onda a la cual se le incidio la luz polarizada a la muestra. Fig.21 En
este experimento se compard el plegamiento que se obtuvo por la produccion
citoplasmatica con la produccion periplasma y como se observa ambas tienen el

mismo patron.
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De acuerdo a la bibliografia la proteina tamapina posee una alfa hélice y dos betas
plegadas, por tanto; Se observa el espectro de DC con estructuras proteicas que
contienen a/B; este tipo de espectro es muy similar a las muestras que contienen
solo alfas hélices debido a que regularmente predominan sobre las laminas beta.
Asi es que, en ambos casos se presentan dos minimos en 222 y entre 208-210
mn asi como un maximo en 190 mn. En el espectro que fue obtenido se logran
apreciar esos minimos y el maximo, siendo los mas notorios y se encuentran

dentro del intervalo establecido de la bibliografia. 3940
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Fig. 21 Espectro de Dicroismo Circular. En la presente grafica se compara el plegamiento de la
tamapina obtenida por la produccién en dos sistemas de expresion bacterianos y se observar que
ambas poseen el mismo plegamiento. Se determinaron los minimos experimentales de 208 y 222
mn asi como el maximo de 190 mn caracteristico de proteinas a/p. Por tanto, nos percatamos que
ambas proteinas se encuentran plegadas.

Mediante esta técnica podemos determinar de forma cualitativa que nuestra
proteina se encuentra plegada, para ello se debe de observar el maximo de 190
nm, por el contrario si la proteina se encuentra desplegada o desnaturalizada
adquiere un comportamiento desarreglado y en el espectro de DC se observaria

una banda intensa en la regidén negativa. Por ultimo, el espectro nos permite saber
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si la proteina tiene puentes disulfuro debido a la presencia de una banda muy

pequefia en aproximadamente 228 mn. 3940

7.7.2 Masas MALDI-TOF

La Tamapina posee una secuencia de 31 aminoacidos, sin embargo, como el
disefio génico que se realiza para poder producirla de manera recombinante se
generan dos residuos extra de aminoacidos (Glicina y Metionina) debido a la
secuencia de corte con trombina. Mediante el programa de ExPasY protein
parameters se calculdé que el peso molecular del péptido obtenido es de 3653.4
Da.

Los resultados de masas MALDI-TOFF nos proporcionan el peso molecular de la
proteina después de haber llevado acabo todo su proceso de purificacion; el
resultado de acuerdo a al espectrometro de masas es de 3646.319 Da (Fig.22).
No obstante, de acuerdo al peso molecular tedrico existe una diferencia de siete
Daltons y podemos inferir que la proteina se encuentra en su estado oxidado, es
decir, que se encuentra formando tres puentes disulfuro que corresponden a los
seis aminoacidos de cisteina que contiene el péptido y por tanto, se tiene una
pérdida de un proton por cada grupo tiol de este aminoacido. Finalmente, se tiene
un Dalton de sobra y puede ser justificado por un protén que se haya adicionado al
péptido para que ionice la biomacromolécula y pueda ser leida por el equipo de
masas. También mediante este resultado podemos justificar que no hay presencia
de formacion de dimeros o polimeros de nuestra proteina; si fuera el caso, se

presentaria el doble o el equivalente del peso molecular en masas.
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Fig.22. Espectro de Masas MALDI-TOFF de la Tamapina. En el espectro se observa el ion
molecular que nos proporciona el peso molecular de la proteina; por tanto, con esta informacioén
podemos asegurar que se encuentra en su estado oxidado.

7.7.3 RMN

Se obtuvo el espectro de proton mediante RMN. En la Fig. 23, se observan
senales dispersas bien definidas; lo que indica que la proteina se encuentra
plegada. Esta dispersion de los protones NH se debe a los puentes de hidrogeno

en su estructura secundaria.

A campo bajo entre 6.5 ppm y 9.5 ppm podemos observar las sefales que
corresponden a protones aromaticos y de amida. A campo alto, encontramos
principalmente los protones de cadenas alifaticas. Por ejemplo: entre 0.5 a 1 ppm
se observan los protones de metilo. Adquirir el espectro de protén es importante
debido a que podemos determinar si la proteina se encuentra plegada. Por otra
parte, se requiere este espectro como estudio preliminar para poder realizar los
experimentos en 2D tales como: COSY, TOCSY y NOESY que son esenciales

para obtener la elucidacién estructural de la proteina.
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Fig. 23 Espectro mononuclar de proton ('H). En el presente espectro de RMN protonica fue
obtenido a 25°C y se realiz6 supresion de agua. Se observan sefiales dispersas y definidas

indicandonos que la proteina se encuentra plegada.

Se obtuvo un rendimiento final de 0.5 mg/L de cultivo, es decir, casi tres veces
menor de acuerdo con el sistema establecido anteriormente. En el caso particular
de la tamapina ha sido comprobado que su plegamiento de forma recombinante
cumple con las conectividades nativas de puentes disulfuro. Por tanto, al comparar
el espectro de protdn de la misma proteina obtenida por el nuevo sistema de
expresion; podemos concluir que la conectividad de puentes disulfuro y

plegamiento idéntico al reportado.
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8. CONCLUSIONES

Se logro la construccion del vector pET40b con el inserto del gen de la tamapina y
se optimizé la producciéon de la proteina en medio LB con los parametros

encontrados.

De acuerdo a los resultados de caracterizacién de la GM-Tamapina se concluye
que se encuentra en su estado oxidado. Se confirmd la presencia de hojas beta y

hélices alfa; y finalmente, se determiné que la proteina se encuentra plegada.

En este proyecto se comprobd que la proteina que se exporta a periplasma
adquiere el mismo plegamiento comparado con la produccion que se lleva a cabo

en citoplasma. Sin embargo, el rendimiento de la produccion fue bajo.
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Apéndice A. Abreviaturas de los 20 aminoacidos presentes en la naturaleza con su clasificacion del

grupo R
Nombre Abreviaturas Clasificacion
Una letra Tres letras | Lo e
Alanina A ALA Alifatico no polar
Glicina G GLY Alifatico no polar
Isoleucina | ILE Alifatico no polar
Leucina L LEU Alifatico no polar
Metionina M MET Alifatico no polar
Prolina P PRO Alifatico no polar
Valina \% VAL Alifatico no polar
Fenilalanina F PHE Aromatico
Tirosina Y TYR Aromatico
Triptéfano w TRP Aromatico
Aspartato D ASP Cargado negativamente
Glutamato E GLU Cargado negativamente
Arginina R ARG Cargado positivamente
Histidina H HIS Cargado positivamente
Lisina K LYS Cargado positivamente
Asparagina N ASN Polar sin carga
Cisteina C CYS Polar sin carga
Glutamina Q GLN Polar sin carga
Serina S SER Polar sin carga
Treonina T THR Polar sin carga

Apéndice B Cédigo genético

Segunda Base
uuu_ Fenil- ucu VAU Tirosi uGu i U
B vueS alanina | UCC | sering UAc]' i ‘uec]"cys'em c
UUA]_Leu ina UCA UAA Stopcodon | UGA  Stop codon )
VUG cin UCG. UAG Stopcodon UGG Tryptophan [
CuuT ccuT CAU . |CGU u
5' P cuc : cce ~ CAC]_ Histidina | o o i 3
C - — Prolina ‘ Arginina
T CUA Leucina CCA roli CM].6| o | 9 AN
3 CUG. CCG. CAG utamina | CGG G §
S ! ! ! 8,
= AUUT ACUT AAU . AGU 2 8
2 AUC [-Tsoleucina |ACC | - . MC]’“P‘"%'“ Acc]'s‘” o g §
= LY AuA ACA : ‘
< Ml e~ Metionina | acg | xe]—Lisina A;:gg]—Argininc A
Sertoodon | . 1
GUU" GCU" GAUT Acido | GGU v
GuC . GcC ; GAC stics |GGG | i c
G - e Aspartico
GUA Valina GCA Alanina GAAT Acido ‘\ GGA Glicina A
GUG_ _scc_ | 6AG L g ramico .GGG G
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Apéndice C. Composicion del medio LB

Para un litro de cultivo:

Componente Cantidad
Triptona 109
Extracto de levadura 5¢g
NaCl 109

Apéndice D. Solucién de lisis por sonicacién 5X.

Componente Cantidad
TRIS 50 mM
NaCl 300 mM

Imidazol 20 mM
pH 8

Apéndice E. Componentes de las soluciones para la lisis de periplasma.

Solucién A (Buffer de sacarosa o solucion hipertdnica)

pH=8
Componente Concentracion
Sacarosa 20%
TRIS 50 mM
EDTA 1 mM
Solucién B (hipotonica)
Componente Concentracion
MgCl2 5 mM
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