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Resumen

Esta tesis de grado contiene dos proyectos de investigacién independientes donde se
emplea resonancia magnética nuclear (RMN) para la determinacién estructural de proteinas. En el
primer capitulo de este trabajo se describen las generalidades que comparten ambos proyectos. En
la seccién 1.1 se da una introduccién breve sobre alacranes profundizando en la descripcién de los
componentes proteicos del veneno y sus principales caracteristicas. En la seccién 1.2 se describe la
estrategia para la determinacién estructural de péptidos y proteinas por RMN resaltando los
aspectos fundamentales. La Gltima seccién del capitulo incorpora al texto el disefio experimental
para cubrir los objetivos de este trabajo, comenzando con la clonacién y produccién de péptidos
recombinantes. La seccién continua con la descripciéon de las estrategias de purificacién
cromatograficas y la caracterizacién de conectividades de los enlaces disulfuro por espectrometria
de masas MALDI-TOF. La ultima parte de esta seccién cierra el capitulo con la descripcién de la
metodologia empleada por los doctores Oscar Rodriguez y Yanis Toledano para la realizacion de las

pruebas de actividad antiparasitaria con los péptidos tipo escorpina.

El primero de los proyectos de investigacion (capitulo 2) fue realizado sobre los péptidos
tipo escorpina Hge36 y HgeD. Los péptidos tipo escorpina se han identificado en el veneno de
alacranes pertenecientes a diferentes géneros. Su actividad biolégica es diversa ya que puede ser
tanto de agentes citoliticos como de péptidos antimicrobianos, o incluso pueden actuar como
bloqueadores de canales i6nicos de potasio. El plegamiento de este tipo de péptidos no se ha
explorado completamente; sin embargo, se conoce que la diferenciacion de su actividad esta
relacionada a dos regiones localizadas en los extremos amino y carboxilo terminal. A la region
amino de los péptidos tipo escorpina se le atribuye la actividad citolitica y antimicrobiana, mientras
que el extremo carboxilo se ha comparado y relacionado con secuencias de péptidos con actividad
sobre canales i6nicos. En este capitulo, queda manifiesto el tipo de plegamiento que adoptan los
péptidos tipo escorpina del alacran mexicano Hoffimannihadrurus gertschi Hge36 y su version
trunca HgeD. Los reportes estructurales de ambos péptidos son los primeros modelos de la
subfamilia 3 de toxinas beta de alacran. Con estos modelos se brinda una explicacién sobre la
modulacién de la actividad bioldgica regulada por la presencia de cuatro aminodacidos localizados
en el extremo amino terminal de Hge36. Finalmente, se reporta el uso de los péptidos como agentes
antiparasitarios mediante los ensayos de actividad en Taenia crassiceps, Entamoeba histolytica y

con las pruebas citotdxicas realizadas en linfocitos de sangre periférica humana.



El segundo proyecto, descrito en el capitulo 3, profundiza en los aspectos estructurales de
Tt28; una toxina bloqueadora de canales i6nicos de potasio (término abreviado como KTx) con
especificidad por canales ionicos de potasio dependientes de voltaje del subtipo 1.3 (Kv1.3). Los
resultados demuestran que el plegamiento de la toxina producida en E. coli es significativamente
distinto al del péptido nativo, pero con algunas similitudes que dan la pauta para suponer que el
mecanismo de plegamiento dentro de la bacteria modifica la conformacién. Este proyecto queda
abierto a la induccidén del plegamiento nativo en la toxina recombinante ya que esto es la clave para

determinar si la estructura nativa de Tt28 es similar a la de sus homélogos Tt2b y Ts16.

En suma, en esta tesis se subraya la relevancia de colectar evidencia a nivel molecular para
establecer cudles son las caracteristicas estructurales que afectan directamente la funcién bioldgica
de cada péptido. Con los resultados y el andlisis de las estructuras se puede pensar en generar

alternativas terapéuticas mimetizando la interaccién de las toxinas sobre sus blancos celulares.
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1.1 Introduccién: Alacranes y toxinas de alacran

Los alacranes’ son organismos pluricelulares cuya aparicion en la tierra data
aproximadamente de 420 millones de afos'. Pertenecen al reino animal dentro del filo Arthropoda
subfilo Chelicerata. En la actualidad existen mas de dos mil cien especies agrupadas en 190 géneros
los cuales a su vez integran 16-19 familias, dependiendo de la clasificaciéon. De las especies
conocidas solo una pequena fraccién de ellas (alrededor de 50) son nocivas para los humanos. Los
especimenes letales pertenecen principalmente a las familias Buthidae y Hemiscorpiidae; ademas de
algunos especimenes recientemente identificados en la familia Scorpionidae. En la Figura 1.1 se
muestra un mapa donde se enfatiza de color negro las zonas geograficas con la presencia de al

menos una especie de alacran.

Figura 1.1. Distribucién geografica de las especies de alacranes en el planeta. El
habitat se resalta en color negro. Con esta figura se puede destacar la capacidad de

adaptacién de las diferentes especies a los climas terrestres del planeta.

Los alacranes son los principales predadores de los artrépodos. Se alimentan de forma
oportunista cazando insectos relativamente pequenos, utilizando principalmente los pedipalpos
(tenazas) para rastrear y someter a su presa. Aunque son animales ponzofiosos, el veneno lo utilizan
preferentemente para presas de mayor tamafio; o bien, en contra de depredadores y otros alacranes

como un mecanismo de defensa.

" En espafiol, las palabras alacrdn y escorpién poseen el mismo significado. El primer vocablo es la

adaptacién del término drabe al espaiiol; mientras que el segundo término proviene del latin scorpio.



Las sustancias toxicas se sintetizan dentro de la vesicula del veneno localizada en el telson
del animal (extremo posterior del cuerpo) en dos glandulas rodeadas por tejido muscular. El veneno
es expulsado a través del aguijon mediante la contraccién del musculo mencionado. Los
compuestos téxicos difunden rapidamente en el organismo atacado con un efecto dependiente de

la cantidad de veneno introducida y de la toxicidad de las moléculas.

El envenenamiento por picadura de alacrdn es un problema de salud publica en paises con
especies endémicas. En el afio 2012 se registraron mdas de 2,600 muertes alrededor del mundo
relacionadas con picaduras de alacran, donde la poblacién mds susceptible fueron nifios pequefios o
personas con alguna enfermedad. La agresion de los alacranes en contra de humanos generalmente
responde mds a un mecanismo de defensa. La aparicién de los componentes nocivos en contra de
mamiferos puede deberse a la interaccidn ancestral que han mantenido los roedores y alacranes a lo

largo de su evolucién.

Los componentes del veneno varfan de especia a especie, pero de modo general se ha
logrado identificar la presencia de sales inorganicas, polisacaridos, dcidos nucleicos, inhibidores de
proteasas, fosfolipasas, histamina y serotonina dentro del veneno. Ademas de estos componentes,
en la fraccién téxica del veneno se han identificado proteinas y péptidos con actividad citolitica o
de bloqueo sobre alguno de los distintos tipos de canales i6énicos de sodio (Na*), potasio (K*), calcio
(Ca*) o cloro (Cl)2 Los agentes citoliticos son generalmente péptidos de distintos tamafos cuya
caracterizacion ha permitido desarrollar aplicaciones biotecnolégicas interesantes; por ejemplo, la
escorpina producida por el alacrdn Pandinus imperator fue usada para interrumpir el ciclo de
reproduccion del parésito Plasmodium berghei originalmente en ensayos in vitro’. Este grupo de
moléculas junto con las toxinas que afectan los canales i6nicos de Ca** (CaTx) y Cl (CITx) son
parte minoritaria de la fraccién toxica del veneno. Las toxinas mds abundantes actdian en canales de
Na* (NaTx) dependientes de voltaje (Na,) y sobre canales que regulan la entrada de K* al interior de

la célula (KTx).

Las NaTx son péptidos de 60-76 aminoacidos con puentes disulfuro también conocidas
como “toxinas de cadena larga”. Esta familia se divide en toxinas a-NaTx y f-NaTx de acuerdo al
sitio que se unen en de los canales Na,. Las toxinas de la familia a- interacciona directamente con el
sitio 3 y son mas abundantes en los alacranes del viejo mundo (Africa-Europa-Asia); mientras que
las toxinas de la familia B- interacttia en el sitio nimero 4 y se encuentran con mayor frecuencia en
los alacranes del nuevo mundo (principalmente identificadas en las especies de Norteamérica)*”. En
general, el plegamiento de ambas familias estd compuesto por una hélice alfa y tres hebras betas

que forman una hoja antiparalela, elementos de estructura secundaria estabilizados por la presencia



de 4 puentes disulfuro. A este conjunto de elemento estructurales conformado por al menos una
hélice alfa, una hoja beta estabilizado por puentes disulfuro se identifica como un motivo

estructural CS-a/pB (abreviado del término en inglés cistein stabilized alfa-helix beta-sheet motif).

Los péptidos bloqueadores de canales iénicos de potasio, también llamados “toxinas de
cadena corta”, son las toxinas mas abundantes en el veneno y por tanto las mas estudiadas. Las KTx
se dividen en 4 familias: a@-KTx, f-KTx, y-KTx y k-KTx. La familia alfa se integra por péptidos de 23
a 42 aminodcidos®. El plegamiento que caracteriza a esta familia es un motivo estructural CS-a/p,
compuesto por una hélice alfa cercana al extremo amino terminal y complementado por una hoja
beta antiparalela compuesta por 2-4 hebras orientada hacia el extremo carbonilo terminal. Los
elementos de estructura secundaria se estabilizan por la presencia de 3-4 puentes disulfuro donde
los ultimos cuatro residuos de cisteina son altamente conservados con un patrén de espaciamiento
CxxxC y CxC; donde la letra “x” representa a cualquier tipo de aminodcido exceptuando cisteina.
La familia beta estd conformada por péptidos de alrededor de 60 aminoacidos con el mismo motivo
estructural CS-a/f (3 o 4 puentes disulfuro), diferencidndose de la familia alfa principalmente por
la longitud de la cadena. En esta familia la hélice alfa esta formada por los aminodcidos centrales de
la cadena polipeptidica. La familia gamma son toxinas de 36 a 47 aminoacidos con un motivo CS-
al/f que bloquean preferentemente los canales de potasio codificados en el gen “ether-a-go-go”
(ERG)%; canales presentes en tejido cardiaco’. Finalmente, los péptidos de la familia kappa son
cadenas polipeptidicas de corta extension que adoptan un plegamiento compuesto por dos hélices

alfa estabilizadas por dos puentes disulfuro® (motivo estructural CS-a/a).

Algunas toxinas destacan por su accién potente sobre canales i6nicos muy especificos >,
algunos de ellos localizados en las células de mamiferos. Esta particularidad es considerablemente
valiosa para el desarrollo de nuevas y mejores alternativas terapéuticas % El andlisis de una
molécula con éstas caracteristicas comienza con la identificaciéon del blanco molecular buscando
medir la potencia (concentracién necesaria de la toxina para afectar los canales) y la especificidad
por algun tipo de canal. Lo anterior se logra mediante estudios de electrofisiologia de péptidos
purificados directamente de las muestras de veneno, caracterizaindolos también por espectrometria
de masas y secuenciacién de la cadena polipeptidica. Las toxinas mds potentes son los mejores
candidatos para determinar la estructura tridimensional con la finalidad de identificar los grupos
quimicos expuestos en la superficie de la molécula que pueden estar involucrados en la interaccion
molecular con los canales. Finalmente, la elucidacion del mecanismo de accidn es la caracterizacion

total del sistema lo cual requiere de datos experimentales de distintas técnicas. Una alternativa para



abordar esta interrogante es modelar la interaccién entre la toxina y el blanco biolégico en

programas computacionales de dindmica molecular con los datos de estructura y actividad.

1.2 Determinacién estructural de péptidos y proteinas por resonancia

magnética nuclear

A través de los afios, muchos cientificos han contribuido al desarrollo de las herramientas
espectroscopicas que se utilizan hoy para acceder al mundo microscépico de las proteinas. Los
pioneros en estudiar la estructura de estas macromoléculas fueron Max Ferdinand Perutz y John
Cowdery Kendrew; quienes en 1962 recibieron el premio Nobel en quimica por la determinaciéon
de la conformacién tridimensional de la hemoglobina mediante difraccion de rayos x . Desde
entonces y hasta la fecha, la cristalografia de proteinas es la metodologia mas recurrente en los
estudios estructurales de proteinas. Esta técnica consiste en la colecta de un patrén difraccién de
un monocristal proteico usando un haz de rayos x. El patrén es cuidadosamente analizado para
traducir los datos en mapas de densidad electrénica y finalmente en un modelo estructural. El
mayor esfuerzo en esta técnica se realiza frecuentemente en la busqueda de las condiciones
experimentales para la cristalizacién. Aunque muchas proteinas se estudian por esta via, existen
casos en que los cristales son especialmente dificiles de producir o donde simplemente no se tiene

éxito.

Previo a los estudios de M. Perutz y J. Kendrew, Edward Mills Purcell* y Felix Bloch®
descubrieron el fenémeno de resonancia magnética nuclear (RMN) mientras trabajaban con ondas
de radiofrecuencia. Este fue el primer paso en el desarrollo de una nueva herramienta
espectroscopica para estudiar la materia. Afios mds tarde a los descubrimientos de Bloch y Purcell,
Richard R. Ernst revolucioné el usé de la RMN '¢'7 al aplicar los conceptos de la transformada de
Fourier (FT) para obtener espectros de alta resolucién y a partir de ello plantear la obtencion de
experimentos en 2 dimensiones'. Los esfuerzos del doctor Ernst permitieron que mds tarde el
profesor K. Wiithrich®* realizara el primer estudio estructural de una proteina en disolucién
utilizando RMN de alta resolucién bidimensional. Esta sucesidn de eventos creo una alternativa a la
cristalografia de proteinas y al mismo tiempo abrié una nueva perspectiva para el estudio de otras

macromoléculas importantes como los oligosacdridos y el ADN.

La metodologia desarrollada por el profesor K. Wiithrich puede realizarse en una gran
variedad de proteinas tomando en cuenta ciertas consideraciones experimentales. El procedimiento

global consiste en la adquisicion de espectros especificos y en el andlisis iterativo de los datos



derivados de estos. La forma de realizar el estudio ha evolucionado con el desarrollo de nuevas
secuencias de pulsos y la implementacion de algoritmos computacionales para la integracién de los
datos como CARA?, CYANA?, XPLOR* y UNIO?; solo por mencionar algunos. Para utilizar
adecuadamente este software semiautomdtico se requiere en ocasiones de enriquecimiento
isotdpico y experimentos sofisticados para que el proceso iterativo converja rapidamente. Sin
embargo, el proceso en general sigue la misma estrategia propuesta inicialmente por el profesor
Wiithrich donde el primer paso, antes de obtener espectro, es considerar la proteina bajo estudio y

el equipo de RMN para realizar el estudio.

Por un lado, la proteina bajo estudio debe cumplir con algunas caracteristicas de solubilidad
y estabilidad. En la practica, el valor éptimo de concentracién de proteina para los experimentos se
encuentra entre 1.0 y 10.0 mM. Aunque la utilizacion de equipos con un mayor campo magnético
mejora considerablemente la sensibilidad, la utilizacién de una concentracién menor a la sefialada
afecta drdasticamente la calidad de la informacion dificultando la interpretacion de los datos. Por
otro lado, el tamano de la proteina se debe tomar en cuenta con especial atencién. El tipo y sobre
todo la cantidad de aminoacidos en la macromolécula determinan el ntimero de senales que
pueden aparecer en los diferentes espectros. Un mayor nimero de dtomos implica un incremento
en la probabilidad de obtener sefiales traslapadas, mas aun si tienen desplazamientos quimicos muy
similares. La superposiciéon de sefiales se puede minimizar con la utilizaciéon de equipos de alto
campo magnético. Sin embargo, cuando el traslape de las sefales de un mismo nucleo es intrinseco
a las caracteristicas de la molécula, aumentar la intensidad campo es insuficiente y es necesario el
enriquecimiento isotépico para facilitar el proceso de interpretacién. En resumen, es necesario el
uso de equipos con el mayor campo magnético disponible para hacer mas eficiente el proceso y con
la mayor cantidad de proteina posible. El uso de experimentos de doble o triple resonancia,

explicados en la siguiente seccidn, facilita enormemente el proceso.

1.2.1 Fundamentos

El espin nuclear (letra I) es la propiedad mecano cudntica fundamental en RMN. El
movimiento intrinseco de los niicleos puede genera momentos magnéticos nucleares y por cada
valor de multiplicidad del espin nuclear (27 + 1). De tal modo, ¢ toman valores desde -I hasta +/ con
incrementos discretos de una unidad. En condiciones normales, la separaciéon entre los estados
energéticos asociados a los momentos magnéticos del nuicleo es imperceptible; esto significa que
los estados se encuentran degenerados. Al aplicar un campo magnético, los momentos magnéticos

 se alinean a favor y en contra del campo provocando que los estados energéticos se desdoblen. La



energfa de cada nivel se calcula con la expresién E, = -ufiyBy; donde % es la constante de Planck en
su forma reducida (#/2n), y la constante giromagnética del nticleo atémico y B la magnitud del

campo magnético,

Cuando el nicleo atémico tiene un espin I = 0; 4 es 0 en ausencia o presencia de un campo
magnético By. En cambio, cuando el espin nuclear / es igual a % (caso de los isétopos 'H, *C y "*N),
¢ puede tomar los valores -% y +%; los cuales se distinguen respectivamente con las letras £ v a.
Para el espin / = % bajo la influencia de By, el momento magnético a (+%%) se alinea en la direccidén
del campo magnético y el momento magnético 8 (-%) se opone; lo cual genera una separacion
energética que se calcula con la expresién AE,; = hiyBp. Con base en esta expresion es posible
deducir que existe un valor de frecuencia especifico para la transicién energética entre los estados a
v f5 igualando la ecuacién anterior con la expresion AE = hv; donde # es la constante de Planck y v 1a
frecuencia de una onda electromagnética. De la combinacién de las expresiones AE.s v AE se
deduce la expresion v = yBo/(2r). A este valor de frecuencia se le conoce como la frecuencia de
Larmor (v). Por tanto, si un espin [ = % dentro del flujo magnético By es irradiado con una onda
electromagnética de frecuencia v;, la condicién de resonancia se cumple y ocurre una transicién
energética del estado a al A. La Figura 1.2 ilustra el momente magnético ¢ y la separacion de niveles

en funcion del campo B, para el caso descrito.

a) b) c) d)

a B
=Y H=+% p=-% B,

Figura 1.2, Representaciones del espin nuclear 7y del momento magnético g En el inciso a) se representa el caso de los
nicleos 'H, “C y PN; cuyo espin nuclear es 7 = %. En b} se muestra el momento magnétice x generado por la rotacion
nuclear. En ¢} los dos valores de p para un espin 7 = %. El inciso d) muestra una grafica donde se muestra la influencia
del campo magnético By sobre de la separacién entre los dos niveles energéticos de u de este caso. La constante

giromagnérica de cada niicleo amplifica o reduce la separacion.

Al considerar una muestra de atomos con espin nuclear / = % y un campo By >> 0, se
conoce que en el equilibro el ndmero de momentos magnéticos alineados con la direccion del

campo (N,) es ligeramente mayor al ndmero de momentos en contra (N); de acuerdo a ecuacién



N, = %N exp(-E,/kT)". La suma de todos los momentos magnéticos de la muestra de &tomos genera
el vector de magnetizacién B;, cuyas propiedades dependen de la magnitud y direccién de By;

ademas de la constante giromagnética y. La Figura 1.3 ilustra el comportamiento del ejemplo.

a) b)
B0 >>B1

Figura 1.3. Magnetizacién B;. En el inciso a) se representan los momentos magnéticos (flechas) de una muestra
aleatoria de niicleos (esferas) en ausencia y presencia del campo magnético By. En b) se muestran todos los
momentos magnéticos después de llegar al equilibrio. El vector de magnetizacién B, es producto de la suma

vectorial de los momentos magnéticos en los estados alfa y beta.

La informacion que proporcionan los nicleos atémicos activos en RMN (7 = 0) se extrae a
través de radiaciones electromagnéticas controladas y detectando la corriente inducida por el
vector B; durante la relajacion del sistema. La Figura 1.4 ilustra el proceso de excitacion, relajaciéon
y deteccidn. En la figura, la magnetizacién B; es manipulada excitando los &tomos con un pulso de
radiofrecuencia (del orden de los mega Hertz; MHz). Al aplicar el pulso de forma controlada sobre
el eje x el vector de magnetizacién B; rota 90 grados en direccién de las manecillas del reloj
dejandolo completamente alineado con la direccion del eje +y (inciso a). Inmediatamente después
al pulso, el sistema comienza a relajarse. El vector magnético B; rota sobre el plano “xy”,
nuevamente en sentido de las manecillas del reloj, induciendo una corriente eléctrica. El flujo de
eléctrico se detecta arbitrariamente sobre el eje y. La magnitud de la corriente detectada es
proporcional a la proyeccién del vector B; sobre el eje de deteccién (incisos b y ¢). La corriente
inducida genera una senal analégica que decae libremente (Free Induction Decay; FID) durante el
proceso de relajacion transversal, donde la magnetizacion de B; proyectada sobre el plano xy tiende
a alinearse nuevamente con el campo magnético By durante los ciclos de rotacién. Al final, B;
recupera su estado de equilibrio inicial (inciso d) y la sefial analégica del FID es digitalizada

tomando valores discretos en un intervalo de tiempo definido por el experimentador.

' N, es el numero de nicleos de momento magnético ; N es el numero total de dtomos susceptibles

al campo (I = %); E, la energia del momento magnético y; k la constante de Boltzman y T la temperatura.
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Figura 1.4. Manipulacién del vector magnético By, relajacion transversal y deteccién del decaimiente libre de la
induccién (FID). En a) se muestra a B) (de color negro} en diferentes situaciones. El vector permanece paralelo a By en
el equilibric. Un pulso de radiefrecuencia provoca una rotacion de 90° poniendo al vector sobre el plano xy. Fuera del
equilibrio v en el plano xy, B, comienza a rotar. En el inciso b} se muestran las proyecciones en el plano xy de las
fipuras del inciso anterior. Aqui se resulta la componente de By en el eje *+” de color gris. En ¢) se ilustra la cantidad de
corriente inducida por B; medida con el detector corriente eléctrica colocado en la posicion +y. En el equilibrio, la
induccién de corriente es nula (punte vy} Después del pulso la induccién es méxima y de signo positivo (v;). Los
puntos vz y v alterna el signe de la corriente conservando la magnitd del vector de acuerdo a la proyeccién de By
sobre el ¢je y. Finalmente, en el inciso d) se muestra la recuperacién de la magnetizacién By scbre el eje z a través del
mecanismo de relajucion transversal v el decaimiento paulatino de la corriente inducida. El FID es digitalizado

muestreando la sefial analégica durante intervalos de tiempo regulares.



El FID contiene informacién precisa de los nticleos excitados durante la manipulacién del
vector B, La funcién que describe al FID es transformada en un espectro utilizando la
transformada de Fourier. Este procedimiento matemdtico cambia el dominio del tiempo de la
funcién f{t) definiendo la funcién correspondiente fiw) en el dominio de las frecuencias. En la
Figura 1.5 se muestra el procedimiento matematico. Con esta implementacion la adquisicién de los
datos se aceler6 de forma extraordinaria dandole mayor versatilidad al uso de la RMN. Este
fundamento se aplica de igual forma a los espectros en dos dimensiones y tres dimensiones que se

describen mds adelante.

a)
‘ ft) v fit) ‘ ftt)
b)
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Figura 1.5. Transformada de Fourier. El FID del inciso a} se multiplica por la funcién de prueba
de frecuencia conocida ilustrada en b}. El resultado de la multiplicacion se ilustra en el inciso c).
Las grificas se integran y el valor de la integral se coloca en el valor de la funcién de prueha

correspondiente. El resultado es una funcion f{w) que describe el espectro de RMN.
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Desplazamiento quimico

En una mwolécula, los nicleos magnéticamente activos de un mismo elemento poseen
diferentes frecuencias de resonancia debido a que el campo magnético By es apantallado por el
momento magnético de los electrones circundantes. Este efecto de apantallamiento estd descrito
por la ecuacién By = (1 - o) Bg; donde By es el campo efectivo y o la constante de apantallamiento,
ambos particulares para cada ntcleo. En consecuencia, la frecuencia de resonancia del i-ésimo
dtomo v; depende del apantallamiento que experimenta cada nticleo de acuerdo a la ecuacion v, = (1
- ) yBo/(2m). Por tanto, el ambiente quimico de un nicleo determina la posicién de las senales
dentro de los espectros de resonancia; es decir, de acuerdo a su desplazamiento quimico (8). Fl uso
del & simplifica la comparacion de sefiales entre espectros obtenidos en diferentes campos
magnéticos, convirtiendo las frecuencias de resonancia en partes por millén (ppm) de acuerdo a la
ecuacion 8 = 10° [(vi - et} / Vie]; donde vier €5 la frecuencia de referencia de un compuesto patrén
con el cual se establece el cero en la escala {(tetrametil silano para ‘H y *C; TMS). En la Figura 1.6 se

dan ejemplos de desplazamiento quimicos de los protones presentes en una proteina.
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Figura 1.6. Desplazamientos quimicos de los grupos protones de una proteina. Dependiendo de la
dispersién de las seriales de los hidrégenos de amida se puede inferir si la proteina tiene una estrucrura

tridimensional definida.
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Acoplamiento

En RMN, el acoplamientc es un pardmetro observable originado por la interaccién
reciproca entre dos nicleos magnéticamente activos. Este fenémeno se hace evidente generalmente
a través de acoplamientos de tipo escalar (/) y dipolar; entre atomos del mismo tipo (homonuclear)
o de distinto tipo (heteronuclear). El acoplamiento escalar surge de la interaccién entre dos nticleos
activos comunicados a través de los electrones que forman el enlace quimico. Con esta clase de
acoplamiento es posible extraer informacién del vecindario nuclear y caracterizar los sistemas de
espin de una molécula (redes de acoplamientos escalares). Esto es muy util en la identificacién
tanto de moléculas como de pequenas fracciones de ellas. En el caso de las proteinas; cada
aminodcido posee patrones especificos gracias a que los protones de las cadenas laterales tienen
diferentes valores de desplazamiento quimico caracteristicos y sus sistemas de espin son distintivos.
En la Figura 1.7 se muestran los patrones caracteristicos o sistemas de espin caracteristicos de un
triptéfano. Las sehales COSY y TOCSY se describen mds adelante en el texto en la seccién de

experimentos bidimensionales.
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Figura 1.7. Patrones COSY y TOCSY del triptéfano. En la figura los acoplamientos a dos y tres enlaces
de distancia dan patrones COSY (figura en forma de flor de color negre vy gris); mientras que los
sistemas de espin (redes de acoplamientos escalares) dan las sefiales TOCSY sefialadas con figuras en
rombos. Los valores de desplazamiento de del hidrégeno alfa son caracteristicos de la posicidn que

guarda del aminodcido dentro de la estuctura {escalas de la parte inferior derecha).
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El acoplamiento dipolar es consecuencia de la interaccién entre dos dipolos magnéticos
cercanos a través del espacio. Esta interaccién se presenta a través del mecanismo de relajacién

longitudinal el cual estd detras del efecto nuclear Overhauser (Nuclear Overhauser Effect; NOE).

Relajacién longitudinal y el efecto nuclear Overhauser

La relajacién longitudinal es el proceso por el cual la magnetizacién B, se recupera a su
estado de equilibrio a lo largo del eje z. A diferencia de la relajacién transversal (Figura 1.4 en la
pagina 9), este proceso de relajaciéon hasta el estado de equilibrio no involucra la rotacién de la
magnetizacién B; través del plano xy. En la Figura 1.8 se puede observar el proceso de manera
general. En dicha figura, la magnetizacién B; se invierte mediante la aplicacién de un pulso de 180°
para dejar que el sistema se relaje hasta el punto inicial Gnicamente de manera longitudinal.
Durante el proceso, B; nunca rota sobre el plano xy debido a que no existe ninguna componente

sobre los ejes del plano. La magnetizacion se recupera totalmente en un tiempo denominado 7.
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Figura 1.8. Relajacion longitudinal del vector magnético Bi. Un pulso de 180 invierte la diferencia poblacional
que da origen a By. Durante el proceso de relajacién el vector de magnetizacién nunca rota sobre el plano xy
debido & que B no denen ningiin componente sobre €l planc (incise 4). La magnetizacién se recupera con la
relajacion individual de cada esping es decir con la recuperacion de la diferencia poblacional en el estado de

equilibric (inciso b).

Durante la relajacion longitudinal se favorecen la interaccion entre dipolos magnéticos cuya
interaccion decae rdpidamente con el aumento de la distancia r entre los nicleos atémicos (/).
En la Figura 1.9 se esquematiza la generaciéon del campo magnético B. por un dipolo magnético. La
interacciéon de dos dipolos magnéticos genera varios mecanismos de relajacién resumidos en el
esquema del ultimo inciso. En el se tomando el caso entre los espines [ y S acoplados de forma

dipolar.
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En el esquema de la Figura 1.9 inciso d); cada una de las lineas gruesas horizontales
representan un estado energético donde los momentos magnéticos nucleares de los espines 7'y S se
encuentran en los estados a o . Las transiciones entre los niveles energéticos se simbolizan con las
letras W; esto significa que cuando el espin / cambia del estado « al 5, o viceversa, la transicion se
escribe como Wi (transicién cudntica simple). De forma analoga, los cambios de estado para el
espin S se sefialan con Ws Cuando ambos espines cambian de estado se producen transiciones
cudnticas de orden cero y doble. La transicion cudntica cero se produce cuando los espines [y S se
encuentran en estados alternados (aff o fa) y ambos estados cambian durante la transicién que se
denota con la letra W, Un caso similar pasa con la transicién cudntica doble W, donde los estados
de ambos espines son iguales (aa o ) v cambian al mismo tiempo durante la transicién
energética. Wiy W, representan el mecanismo de “relajacion cruzada” por el cual los espines Iy S,
acoplados de forma dipolar, transfieren de un espin al otro su magnetizacion en el eje z durante el

proceso de relajacion longitudinal®™?.

a) b) c) d)

Fipura 1.9. Acoplamiento dipolar. En a) se muestra esquematizan las lineus de campo generadas por el dipolo
magnético de un nicleo (esfera). La magnitud y direccidn de By, se representa con la flecha que atraviesa el nicleo. En
b) se muestra la interaccién de dos dipolos mapgnéticos. Las lineas de campe hacen mis evidente la interaccién
magnética. En c) se muestra el esquema simplificado del inciso anterior para resaltar que la interaccion depende de la

distancia inter nuclear. El esquema del dltimo incise muestra los mecanismos de relajacién cruzada Wiy W

El efecto nuclear Overhauser estd ligado al mecanismo de relajacion cruzada descrito en el
parrafo anterior. Analizando dicho mecanismo se deduce una constante de proporcion gis entre las
transiciones Wy W, definida como s = W> — Wo. En el caso donde la transicion cudntica cero y
doble tienen la misma probabilidad (W: = W)) o ambas son cero, la constante de proporcién es nula
provocandoe que el mecanismo de relajacion cruzada se inexistente v por tanto no se manifieste el
efecto nuclear Overhauser. Tanto W, como W, dependen del tiempo de correlacién 7. que se define
como el tiempo que toma una molécula para rotar 2n radianes en cualquier direccién dentro del

espacio cartesiano. El tiempo de correlacién depende de la viscosidad del medio y del tamaiio de la
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molécula. Por tanto, cuando se dese realizar un experimento basado en el efecto NOE se debe tener
en cuenta el valor de 7,; es decir, el tamafio de la molécula. La Figura 1.10 muestra un ejemplo de la

influencia del tiempo de correlacion.

a)

loc

45° 45°

Figura 1.10. Efecto del movimiento molecular sobre el fendmeno de relajacion transversal. En el inciso «) se ilustra el
campo magnético local By, generado por los electrones que rodean al nilcleo atémico. La representacion se simplifica
con una flecha apuntando en la direccion del campo. En b} se ilustra la rotacién de una proteina en disolucion. En el
inciso se enfutiza la aleatoriedad de los movimientos rotacionales. En ¢) se analiza una porcién de la proteina haciendo
énfasis en dos protones cercanos que relajan de forma dipolar, El campo magnético que influye sobre cada espin se
modifica por la posicién espacial del hidrégeno adyacente después de una rotacién de 45°. Este fenémeno es una fuente
de relajacion que depende de la velocidad de rotacion de lu molécula, es decir, del tiempo de correlacion. Los tres casos
limite ccurren cuando el inverso del tiempo de correlacion es respectivamente superior, igual o inferior que la

frecuencia de Larmor.
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La intensidad de las sefiales NOE decaen rdpidamente con el aumento de la distancia
internuclear r (1/). El experimento NOESY es el experimento mds importante en la
determinacion estructural. A través de la integracion de estos espectros se pueden construir
restricciones de distancias entre atomos™*, La correcta cuantificacién de sefales NOE depende del
tiempo de mezclado, que es el tiempo durante el cual la magnetizacion de los espines individuales
se transfiere entre ellos. Este pardmetro se ajusta para cumplir con la ecuacién Ivor = 1//* que

muestra la correspondencia entre la intensidad de las seiiales NOE (fyce) v la distancia internuclear

(r.

Resonancia magnética nuclear bidimensional

En 1975 R. Ernst" realizé los primero experimentos bidimensionales en RMN a partir de la
propuesta de Jeener en 1971. Con esto la RMN pudo estudiar sistemas mas complejos gracias a que
literalmente se adquirié una nueva dimensién. Matematicamente, un experimento bidimensional
de RMN es un arreglo matricial de datos del decaimiento libre de la induccién en distintos
intervalos de tiempo. Al cambiar el dominio al de las frecuencias se generan los espectros que

dispersan las sefiales y brindan la informacién necesaria para estudiar moléculas.

L OF) > 2 >
® & o o o -0 ® O & o o -0 e O o o o
e o o o o ® O o o o A\ e e o o o
t FT() t FT () 1
e o o ¢ o 2\ =———)p e o o o o )\ =————) e o o o o
e o o o o 3\ e e o o o 3\ e & o o o
® O @& & o i\ ® O o o o 4\ e o o o o
t2=0 As 2A; 3A; 4A,
Figura |11, Representacién matricial de los datos necesarios para generar un espectro en 2 dimensiones, En la figura

de la izquierda los puntos de cada renglén (conforme incrementa el valor de t) representan el FID de un experimento
unidimensional; esto es, cadd renglon es un espectro unidimensional. Los incrementos en t) generan mis espectros de

1D (centro). Al aplicar una segunda transformada de Fourier sobre 1 se genera un espectro en 2D (derecha).

La Figura 1.12 muestra el esquema general de la secuencia de pulsos utilizada para generar
un espectro en 2 dimensiones. El tiempo variable £; se modifica en incrementos discretos para
generar la segunda dimension. El resultado es la generacion de un nuevo espectro tras la aplicacion

de dos transformadas de Fourier del FID colectado bajo este esquema.
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Figura 1.12. Esquema de una secuencia de pulsos para cbtener un espectro en

2 dimensiones. El tiempo t; se varfa para generar la segunda dimensién.
La Figura 1.13 muestra los datos de FID de un espectro bidimensional después de aplicar la

primera transformada de Fourier. La intensidad de las sefiales de varia periddicamente durante el

tiempo £,. Esta variacién se considera como un segundo FID al aplicar una segunda transformada

— 2 dﬂ -
C i
=
=

de Fourier a los datos contenidos en el FID inicial.
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Figura 1.13. Coleccién de espectros en funcién de los valores de ;. La intensidad de las
sefiales varfa de forma independiente para ilustrar la generacion de una funcion periédica
en funcién del valor de ;. La informacién obtenida depende de la secuencia de pulsos

aplicada.

Experimentos tridimensionales
Al igual que los experimentos en 2 dimensiones que se ilustran como un conjunto de

experimentos en 1D (Figura 1.13}), los experimentos tridimensionales pueden concebirse como un
conjunto de espectros de 2D. En la Figura 1.14 se muestra el esquema general de una secuencia de

pulsos para obtener espectro en 3 dimensiones. En esta secuencia de pulsos se agrega un tiempo de

evolucion (£2) adicional junto con otro bloque de mezclado.
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Figura 1.14. Esquema de la secuencia de pulsos para generar un espectro en 3
dimensiones. Los valores t) ¥ t; se varian de forma independiente pura generar lu
segunda y tercera dimension, respectivamente. En los bloques de mezclado la

magnetizacion evoluciona.

En general, el tiempo necesario para la adquisicion de un experimento en 3D es
considerablemente mayor al de un experimento en 2D y depende del experimento a realizar. Sin
embargo, la espera se recompensa al obtener espectros cuya interpretacion es regularmente mds
simple y precisa. Los experimentos 3D pueden ser de doble o triple resonancia dependiendo de
naimero de nucleos excitados durante la secuencia de pulsos. En la Figura 1.15 se muestra un

- . N 1 . 3 5 . Fe 1 ]5
experimento tridimensional de doble resonancia que utiliza los isétopos 'H y "N. En este
experimento se crea una coleccidn de experimentos de 2D utilizando hidrdgeno y las sefiales “se

dispersan” en una nueva dimensién producida por la resonancia del nicleo *N.
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Figura 1.15. Experimentos en 3D. Se muestra la dispersion de las sefiales en las tres dimensiones generadus. Estos
experimentos se pueden considerar como una coleccién de experimentos en 2D. En a) se muestra un experimento en
2D con sefiales traslapadas. En b} se muestra una region seleccionada del experimento en 2D. Al dispersar las sefiales

en una nueva dimensidn (inciso ¢) las sefiales se pueden distinguir por sus desplazamientos quimicos (inciso d).
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En la determinacién de la estructura de proteinas los experimentos de doble y triple
resonancia son sumamente dtiles. Dichos experimentos las propiedades nucleares de los isétopos
'H, C y "N para extraer informacién precisa de estas macromoléculas. En la Figura 1.16 se
muestra el experimento HNCO de triple resonancia. En la figura se muestra la transferencia de la
magnetizacion a través del acoplamiento entre los atomos sefialados con una flecha de color gris.
En esta secuencia el hidrégeno de amida es irradiado selectivamente para transferir la
magnetizacién del atomo 'H al **N a través del acoplamiento escalar a un enlace de distancia. En el
segundo paso, la magnetizacién se transfiere al carbono del grupo carbonilo a través del
acoplamiento a un enlace de distancia entre el nitrégeno y el carbonilo. En los pasos 3 y 4 la

magnetizacién se transfiere de regreso para detectar el experimento en hidrégeno.

—

HNCO

o, | @ ||1C N

1

"H i-1 i

Figura |16, Experimento HNCO, En la parte izquierda de la figura se muestra una porcién del espectro de triple
resonancia. En este ejemplo se muestra la informacidn que se obtienen después de aplicar el esquema de transferencia
de la magnetizacion ilustrado en la parte derechu con lus flechus numeradas. Las letras 7 indican el nimero de

aminodcido en la secuencia de una proteina,

Algunos nombres de las secuencias de pulsos para experimentos en 3D describen la
transferencia de la magnetizacion. En ejemplo anterior, la informacién se interpreta ubicando una
sefial en el desplazamiento quimico de N perteneciente al aminodcido i-ésimo aminecdcido (i).
Dentro de este plano es posible encontrar una sefial en la dimensién de “C (eje y del plano)
correspondiente al carbonilo del aminodcido i-1; es decir, del aminoacido anterior. La informacion

recabada se complementa con la del experimento HN(CA)CO, mostrado en la Figura 1.17, al
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observar dos correlaciones pertenecientes respectivamente al carbonilo del aminodcido i e i-1 en el

mismo desplazamiento quimico de N (mismo plano).

i HN(CA)CO

n—n
o] poe

13C N

1

'H i-1 i

Figura 1.17. Experimento HN(CA)CO. En la parte izquierda se muestra la informacidn extraida con este esquema de
transferencia de magnetizacién (parte derecha). Las letras 7 indican el nimero de aminodcido en la secuencia de una

proteina.

Este proceso de asignacién se realiza de la misma forma con las parejas de experimentos
HNCA, HN(CO)CA y CBCA(CO)NH, CBCANH. Al final del proceso de asignacién toda la
informacion se conjunta para identificar de forma certera los desplazamientos quimicos y las
sefiales tanto de la cadena principal como de cada uno de los aminoacidos que componen a la

proteina bajo estudio.

Supresion de la sefial de agua

La supresién de la sefial del solvente es un aspecto prictico muy importante en la obtencién
de los espectros de proteinas. De forma general, los solventes que se utilizan en la obtencién de los
experimentos de RMN son moléculas libres de dtomo activos para evitar la interferencia de sus
seniales dentro de los espectros. En el caso de las proteinas, la limitante para usar este método es la
presencia de hidrogenos labiles, como los del grupe amida, los cuales se intercambian
constantemente con los del disolvente. Por tanto, al usar un solvente con atomos de deuterio los

protones labiles se sustituyen y en consecuencia se pierde informacién valiosa. Una estrategia
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habitual es el uso de mezclas de H,O / D,O con proporciones del 5% al 10% de D10 para evitar el
intercambio de los hidrégenos ldbiles. Sin embargo, la sefal del agua interfiere enormemente con
las sefiales de la proteina. Para evitar la adquisicion de esta sefial, de forma directa en las secuencias
de pulsos se incluyen pulsos selectivos que evitan que la magnetizacién proveniente de las
moléculas de agua sea detectada durante la adquisicién del FID. Una de las secuencias mas
eficientes es la secuencia DPFGSE**. En esta secuencia se aplican gradientes y pulsos selectivos
para eliminar la seiial del solvente y evitar la presaturacién del agua lo cual provoca una pérdida en
la sensibilidad de los protones l4biles®. Los esquemas de la supresion con la secuencia

WATERGATE (PFGSE) y DPSFGE se muestran en la Figura 1.18%.
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Figura |18, Esquemas de pulsos suaves y fuertes (RF) aplicados durante las secuencias
WATERGATE (PFGSE) y DPFGSE. En la linea G se muestran los gradientes que se

aplican en cada una de lus secuencias.

Asignacion secuencial de los sistemas de espin en los espectros 2D

La estructura general de los 20 aminodcidos mas comunes en la naturaleza se compone por
un atomo de carbono de hibridacién sp3 enlazado covalentemente a 4 dtomos, un carbono de dcido
carboxilico, un nitrégeno en un grupo amino, un sustituyente R que generalmente es una cadena
hidrocarbonada v, a excepcién de la prolina y glicina, un hidrégeno denominado hidrégeno alfa. En
los espectros de RMN es posible correlacionar ciertos intervalos de desplazamiento quimico
(Figura 1.6) con los grupos quimicos presentes en una proteina. Diecinueve de veinte aminoécidos

mencionados presentan una sefial en la region de 6 a 9 ppm asociada a su hidrégeno de amida. En
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esta region es fundamental observar la dispersion de las senales ya que esta es una caracteristica de

una proteina con estructura tridimensional (sefiales dispersas).

La parte medular de la determinacién estructural de una proteina por RMN es la
interpretacion correcta de la evidencia experimental ya que de este andlisis de datos se obtiene la
informacién necesaria para generar los modelos estructurales. El1 método establecido por el
profesor Wiithrich consiste en comparar las sefiales experimentales con los patrones caracteristicos
de los 20 aminodécidos estdndares e identificar las posibles asignaciones®. Después, los sistemas de
espin se correlacionan entre si a través de sefiales NOE. En el caso de los aminodcidos secuenciales,
es posible encontrar una sefial NOE intensa en el desplazamiento quimico del hidrégeno de amida
("Hx) correspondiente al i-ésimo aminoécido debida al hidrogeno alfa (*H,) del aminoécido anterior
i-1. Esto depende de la cercania entre los hidrégenos mencionados; es decir de la disposiciéon
espacial de la proteina. De este modo, la correlacién entre aminodcidos secuenciales construye
conjuntos de sistemas de espin independientes. Al confrontar los desplazamientos quimicos y los
patrones de sefales de los bloques con la secuencia de aminodacidos es posible determinar cudl es la
asignacién que cumple mejor con los valores experimentales. Todas las senales de un espectro de
proteina se asignan siguiendo este procedimiento. No obstante, la dificultad de esta estrategia
aumenta con la cantidad y traslape de sefales sumado a la similitud de algunos patrones de
aminodcidos. Debido a la complejidad y diseiio de la tarea, la asignacion secuencial requiere del uso
de programas computacionales especializados y de datos imprescindibles como la secuencia de
aminodcidos, las modificaciones postraduccionales, el ndmero y conectividad de enlaces disulfuro,
entre otros. Con la identificacién completa de los sistemas de espin, el resto de sefiales NOE son

correlacionadas.

Terminada la asignacién, el siguiente paso es la determinacién cuantitativa de las
restricciones de distancia. Para este fin, es necesario integrar las sefales del espectro NOESY y
determinar las distancias en funciéon del valor de la intensidad de cada seiial. Con la relacién r = r,y
(Liy / Lenar)”® se establecen las restricciones de distancia r; donde I es la intensidad de la senal
NOE e I.s la integral de una senal NOE asociada a una distancia de referencia 7. Una vez
completado este paso, se procede a la evaluacién de la asignaciéon comparando el valor de los
desplazamientos quimicos de cada sefial con los valores estindar para cada tipo de atomo, seguido

del célculo de la estructura en funcién de los dngulos de torsién dentro de la proteina.

Modelo estructural: Calculo de angulos de torsion
El célculo de angulos y evaluacién de la asignacion se realiza considerando las restricciones

de distancia derivadas del espectro NOESY. Este proceso se realiza con calculos en programas
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computacionales capaces de hacer una estadistica de los desplazamientos quimicos y la violacién de
restricciones de distancia. La estadistica ayuda a evaluar la asignacién y sugiere la modificacién en
las asignaciones con base en valores de desplazamiento dentro de bancos de datos como el

Biological Magnetic Resonance Bank (BMRB).

La estructura de la proteina se calcula respetando las restricciones de distancia
minimizando la energia del modelo a través de la modificacién de los angulos diedros. Esta
modificacién estd implementada en el algoritmo de CYANA 2.1, donde durante el calculo de
estructura, las distancias atémicas de los grupos unidos covalentemente, los dngulos de enlace y la
quiralidad de los grupos atémicos, permanecen invariantes durante todo el proceso de calculo. Los
angulos diedros son modificados iterativamente hasta encontrar la convergencia con los datos

experimentales. El modelo final es un ensamble de las mejores estructuras.

Refinamiento de la estructura por dindmica molecular

Finalmente, el ensamble estructural se somete a un refinamiento mediante dindmica
molecular. De acuerdo a la metodologia propuesto por Bin Xia** y adaptada por Gurrola® cada una
de las estructuras del ensamble se calculan en vacio y solvente explicito utilizando el programa
AMBER 9*** y el campo de fuerza ff99SB. El refinamiento por dindmica tiene como finalidad
estimar la estructura de la forma mads realista posible con la inclusién de moléculas de disolvente a
través de la minimizaciéon de los grados de libertad dentro de la estructura y de la energia del

sistema.
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1.3 Diseflo experimental

En esta seccion se describen las estrategias experimentales utilizadas en el proyecto de
investigacién de los péptidos tipo escorpina (rHge36 y HgeD) y la determinacion estructural de GS-
Tt28. En el caso de los péptido tipo escorpina, se realizaron estudios de actividad antiparasitaria en

Taenia crassiceps y Entamoeba histolytica descritos en la parte final de la seccién.

1.3.1 Biosintesis de proteinas recombinantes

Los estudios estructurales de proteinas por RMN necesitan cantidades considerables de
muestra (concentraciones desde 1.0 hasta 10.0 mM). Estas cantidades pueden ser generadas con
técnicas como la recombinacion genética, a partir del conocimiento de la secuencia de
aminodcidos. La expresion de péptidos recombinantes generalmente se realiza en bacterias y de
forma regular se obtienen buenos rendimientos. Sin embargo, en otras ocasiones la expresién y el
rendimiento final estdn sujetos a las caracteristicas intrinsecas de la proteina bajo estudio; por
ejemplo, de la adopcién de varios tipos de plegamiento dentro de la bacteria, la estabilidad de la
conformacién durante la purificacién o incluso de la formacién de enlaces disulfuro. Cuando la
produccion de las proteinas recombinantes es cuantitativa, es factible incorporar nucleos activos

como *C y N para realizar experimentos tridimensionales de doble y triple resonancia.

Clonacién

Con la finalidad de producir rHge36 (péptidos tipo escorpina, capitulo 2) y Tt28 (estudios
de GS-Tt28, capitulo 3) se disenaron los genes a partir de las secuencias de aminoacidos en los
c6digos QOGY40 para rHge36 y POC183 para Tt28; reportadas en la base de datos UniProt. El uso
de codones se optimizé en el servidor DNA works® para inducir la expresion de los genes en E. coli.
El disefio del gen incluyé los sitios de restriccién Kpnl (5”) y BamHI (3’) tomando en cuenta el
marco de lectura del plismido de expresion pET32a. Cada diseno incluyé un sitio de
reconocimiento especifico de proteasa localizado en el extremo amino terminal de la secuencia de
interés; enterocinasa en el caso de rHge36 y trombina con el diseiio de Tt28. La sintesis de los
materiales genéticos fueron ordenadas a la empresa Epoch Life Sciences. El plasmido portador se
clong, los genes se extrajeron digiriendo el plasmido con enzimas de restriccién y posteriormente
purificando por electroforesis en geles de agarosa. Los genes se insertaron en el vector de expresién
obteniendo los plasmidos pET32a-rHge36 y pET32a-GS-Tt28 mostrados respectivamente en los
incisos a) y b) de la Figura 1.19. Las construcciones fueron secuenciadas en la empresa Laragen Inc.

para verificar la obtencién del material genético deseado.
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Figura 1.19. Disefio de los plismidos pET32a-rHge36 (incise a) y pET32a-GS-T128 (inciso £). En la figura se
esquematiza la construceidn verificada por secuenciacién. La ampliacién en la parte superior de cada figura detalla la
composicién de la proteina de fusidn (PF) producida por £. cefi. En ambas construcciones en el extremo amino
terminal se cuenta con la presencia del dominio A de tiorredoxina (trxA) seguido de una etiqueta de 6 histidinas {6x
His), dtil durante la purificacion del extracto celular. El sitio de reconocimiento de proteasa es distinte en cada caso;

para en rHge36 se utilizé la proteasa enterccinasa (EKmax Invitrogen) y para Tt28 trombina (LVPRGS).

Produccién

Los plasmidos se introdujeron en cinco cepas de E. ¢oli con la finalidad de evaluar la sintesis
de cada una de las proteinas de fusidn esquematizadas en la Figura 1.19. La metodologia de sintesis
que se utilizé fue originalmente disefiada para maximizar el aprovechamiento de reactivos
enriquecidos con isotopos de N / *C / "D en E. coli ¥. Esta estrategia consiste en producir la
mayor cantidad de biomasa utilizando medio de cultivo Luria Bertani (LB) sin enriquecimiento
isotépico. El cultivo bacteriano se incuba hasta que las bacterias alcanzan la fase logaritmica del
crecimiento bacteriano (= 0.700 unidades de absorciéon a 600 nm}. Los microorganismos se
colectan por centrifugaciéon y después se suspenden en disolucién amortiguadora de fosfatos para
retirar los restos del medio LB. Posteriormente las células se centrifugan nuevamente y se
suspenden en un cuarto del volumen del cultivo original sustituyendo el medio LB por M9 sin
reactivos enriquecidos (composicién detallada en el Apéndice A.1). Las células se incuban
nuevamente en las condiciones previas durante una hora para fomentar que los microorganismos
produzcan las enzimas necesarias para metabolizar los recursos del medio. Finalizado el periodo de
adaptacion, las células se centrifugan vy suspenden nuevamente en la misma cantidad de medio M9;
esta vez utilizando reactivos enriquecidos con isotopos de “N o “C de acuerdo con los

requerimientos de los experimentos de RMN. La expresion se promueve anadiendo el inductor
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apropiado (isopropil p-tiogalactopiranosa, abreviado IPTG) e incubando el cultivo en las
condiciones 6ptimas, determinadas en funcién de la cepa y de las caracteristicas intrinsecas de la
proteina. El medio M9 es sustituido por LB cuando la incorporacidon de isotopos especificos es
innecesaria y solo se desea aumentar el rendimiento de la expresion™; en este caso, el periodo de

adaptacion se suprime pasando directamente a la induccion.

La proteina de fusion producida por cada cepa se extrajo con golpes sonicos después de la
expresion. Las muestras lisadas se fraccionaron en sobrenadante y paquete celular por
centrifugacién. La cantidad de proteina en cada fraccién se monitoreé por geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El discriminante utilizado para elegir la cepa de
expresion fue la cantidad de proteina soluble. Después de la evaluacioén, la produccién se realiza en
las células elegidas colectindolas por centrifugacién para realizar la extraccién y purificacion de la

proteina de fusion.

Aislamiento y corte enzimatico

Cada gramo de células se suspendié en 25 ml de disolucién amortiguadora BLI (Apéndice
A.2). Las bacterias se lisaron aplicando 20 pulsos sénicos de 30 segundos con 60 Watts de potencia
tomando 90 segundos de descanso entre cada pulso. El extracto celular se fraccioné por
centrifugaciéon (45 minutos a 39,000 x g y 4 °C). La fraccion soluble se filtré6 con membranas de 0.45
pm de tamano de poro hechas de Polifluoruro de vinilideno (PVDF) para garantizar una baja
adherencia de proteinas al filtro. La mezcla proteica fue separada por cromatografia de afinidad
metal quelato (CAMQ) realizando incrementos escalonados de la concentracién de imidazol: 5
volimenes de columna de LHI seguidos de 5 mdas de LHII y finalmente 2.5 volimenes de columna
de BEI (composicion detallada de las disoluciones amortiguadoras en la seccion de Apéndices A.2).
La proteina de fusion fue aislada gracias a la etiqueta de histidinas. La fraccién con proteina de
fusion se dializ6 contra en disolucién amortiguadora BCI (GS-Tt28) y BCII (rHge36) (Apéndice
A.2). La cuantificacion se realiz6 por ensayo de Bradford y la concentracién de proteina se ajusté a
3.0 mg/ml. Por cada ml de disolucién se afadieron 0.5 unidades de enterocinasa (EkMax;
Invitrogen) en el caso de Hge36 y en el de GS-Tt28 se anadieron 10 pl de trombina. Después de 8
horas a 25 °C, ambas mezclas de reaccion se fraccionaron por CAMQ sin la inclusion de gradientes

de imidazol; aislando en este proceso la fraccién con rHge36 y GS-Tt28.
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1.3.2 Purificacién por cromatografia liquida de alta eficiencia y caracterizacién por

espectrometria de masas

Cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa

Las proteinas recombinantes fueron purificadas por cromatografia liquida de alta eficiencia
en fase reversa (RP-HPLC). La muestra se preparé utilizando una columna Strata-C18-T
(Phenomenex). La proteina se recuper6 con una disolucion de acetonitrilo (ACN) acuoso al 40%
v/v, se liofiliz6 y se resuspendié en ACN acuoso al 15% v/v adicionado con écido trifluoroacético
(TFA) al 0.05% v/v. La purificacién por RP-HPLC se realizé con una columna Proteo C12 de fase
reversa (250 mm de largo, 4.6 mm de didmetro interno, 4 um de tamafio de particula y 90 A de
tamafo de poro). El gradiente crece en la concentracion de ACN del 15.0% al 30.0% (adicionado

con 0.05% v/v TFA) en 10 minutos.

Determinacién del peso molecular y conectividad de puentes disulfuro

Las fracciones obtenidas en el proceso de purificacion por RP-HPLC se analizaron por
espectrometria de masas (MALDI-TOF) utilizando un equipo MicroFlex Bruker Daltonics LT. Un
pl de analito se diluy6 con 10 pl de una disolucién saturada de acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico
en ACN acuoso al 66.0% v/v adicionado con TFA 0.05% v/v* . Un pl de esta mezcla se cargé en la

placa para el anilisis.

La determinacién de la conectividad de los puentes disulfuro se realiz6 mezclando 5 pg de
proteina pura con 0.25 ug de tripsina (relaciéon de peso w/w de sustrato y enzima 20:1) disolviendo
las proteinas en 25 pl de una disolucién amortiguadora de Tris 50 mM a pH 8.0. La reaccién se
incubé a 37 °C durante 16 horas. Los productos de la reaccién se analizaron por MALDI-TOEF. Con

GS-Tt28, ademds de tripsina se afiadié la misma cantidad de enzima Glu-C.

1.3.3 Corte con bromuro de cianégeno

Una muestra de péptido tipo escorpina fue disuelta directamente en acido trifluroacético
acuoso al 50% v/v hasta alcanzar una concentracién de 10 mg/ml. El oxigeno en la disolucién fue
purgado burbujeando nitrégeno por un lapso de 15 a 30 minutos. El bromuro de cianégeno se
afnadié procurando una proporciéon de 100 equivalentes de reactivo (disuelto en ACN con una
concentraciéon de 5.0 M) por cada equivalente de metionina en la secuencia de la proteina. La
reaccion se protegié de fuentes de luz y se mantuvo en agitacién constante bajo atmdsfera de
nitrégeno durante 24 horas. La reaccién se concluyé afiadiendo un volumen de agua equivalente a 4

veces el volumen de reacciéon. La disolucién se diluyé con mas agua hasta que el valor del pH fue
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igual o mayor a 1.5. La muestra se preparé con columnas Strata para una nueva purificacién por

RP-HPLC.
1.3.4 Determinacion estructural por resonancia magnética nuclear

Muestras y experimentos

Las muestras liofilizadas fueron disueltas en agua desionizada adicionada con agua
deuterada al 5.0% v/v. La concentracién de proteina fue respectivamente de 3.0 y 1.0 mM para los
espectros obtenidos en los equipos de 500 y 700 MHz; en el caso de GS-Tt28 dnicamente se
realizaron experimentos con 1.0 mM de muestra en el equipo de 500 MHz. En el equipo Varian
Innova (operando a 500 MHz) se colectaron los experimentos unidimensionales de hidrégeno, los
bidimensionales homonucleares DQF-COSY, TOCSY (80 ms de tiempo de mezclado) y NOESY
(150 y 300 ms de tiempo de mezclado). Los experimentos tridimensionales de rHge36 se realizaron
en el equipo de 500 MHz con las muestras simple y doblemente enriquecidas en N y *C / PN;
utilizando una sonda de 3.0 mM equipado con tres canales. Con la muestra enriquecida solo en **N
se adquirieron los experimentos tridimensionales de doble resonancia NOESY-HSQC y TOCSY-
HSQC; mientras que con la muestra doblemente enriquecida fueron adquiridos los espectros
tridimensionales de triple resonancia HNCO, HNCACO, HNCA, HN(CO)CA, CBCANH vy
CBCACONH. En el equipo Bruker ASCEND del Laboratorio Universitario de Resonancia
Magnética Nuclear (operando a 700 MHz) se realizaron los espectros bidimensionales
homonucleares TOCSY (80 ms de tiempo de mezclado) y NOESY (150 ms de tiempo de mezclado)
para rHge36 y HgeD. La supresiéon de la sefnal de agua en los espectros bidimensionales se realizé

con el método DPFGSE™.

Asignacién y calculo de la estructura

Los experimentos se asignaron en el software CARA 1.8%'. Los sistemas de espin se
identifican con los espectros DQF-COSY, TOCSY, NOESY. Con rH36 se utilizaron los
experimentos de doble resonancia NOESY-HSQC y TOCSY-HSQC; ademas de los experimentos
de triple resonancia HNCO, HNCACO, HNCA, HN(CO)CA, CBCANH y CBCACONH. Las
restricciones y la estructura se calcularon en el programa CYANA 2.1% El refinamiento de la
estructura se realizé6 en AMBER 9°*** siguiendo el protocolo de Xia* y la adaptacién de Gurrola®,

con el campo de fuerza ff99SB .
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1.3.5 Ensayos de actividad

Actividad de los péptidos tipo escorpina en Taenia crassiceps

Los ensayos de actividad antiparasitaria fueron realizados en la facultad de Medicina por el
Dr. Oscar Rodriguez Lima en colaboracién con el laboratorio del Dr. Abraham Landa. Los
cisticercos usados en los ensayos de actividad antiparasitaria fueron obtenidos de ratones hembra
de 6 semanas de edad, previamente infectados en la cavidad peritoneal con la cepa WFU de T.
crassiceps. Los ratones fueron adquiridos en Harlan Laboratories (Mexico) y mantenidos en un
ambiente controlado libre de patégenos en la facultad de medicina UNAM. Los animales fueron
monitoreados dia a dia evaluando la salud hasta el momento de ser sacrificados después de 90 dias
de infeccién. Los cisticercos extraidos de los ratones fueron lavados con disolucién amortiguadora
de fosfatos (PBS 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPOs4, and 1.47 mM KH2POs, pH 7.2)

previamente esterilizado e incubado a 4 °C.

Los cisticercos de T. crassiceps obtenidos en el paso anterior se seleccionaron tomando
como parametro de elecciéon un didmetro interno de 2—3 mm. Los cisticercos fueron incubados una
la noche a 37 °C en una incubadora de humedad y concentracién controlada de CO, (5%) en medio
RPMI 1640 (GIBCO-BRL) adicionado con 1.0 mM de piruvato de sodio, 0.1 mM penicilina (100
U/mL) y estreptomicina (110 pg/mL). Al siguiente dia, un grupo de 20 cisticercos fueron tratados
con diferentes concentraciones de los péptidos rHge36 y HgeD: 10, 50, 100, 200, 500 y 1000 nM.
Los ensayos fueron monitoreados por periodos de: 1, 3, 6, 12 y 24 h. Los parametros usados para
evaluar la viabilidad fueron la motilidad y la integridad del cisticerco previo a la evaginacién del
escélex. La motilidad e integridad de la pared vesicular fueron evaluados por observacién directa en
un microscopio invertido (Nikon, Eclipse TS 100-F). El porcentaje de evaginacién fue calculado
después de la incubacién del cisticerco en 1% de bilis de cerdo en medio RPMI durante 2 horas.
Como control se incubaron grupos de 20 cisticercos en medio RPMI (control negativo), con
praziquantel (PZQ) disuelto en etanol (EtOH; control positivo) a diferentes concentraciones
(0.0001, 0.01, 1, 10, 50 and 100 nM). A la par se probé un control del vehiculo (EtOH, final

concentration of 0.5% v/v).

Declaracion de ética en el manejo de animales

Los animales utilizados fueron sacrificados usando Pentobarbital i.v. (210 mg/kg), de
acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-062-ZO0-1999 para la produccién, cuidado y uso de
animales de laboratorio. El protocolo de investigacién fue aprobado por el comité de investigacion

y ética de la facultad de medicina de la Universidad Nacional Auténoma de México (007-2012).
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Actividad en Entamoeba histolytica

Viabilidad parasitaria

Los ensayos de actividad antiparasitaria en Entamoeba histolytica fueron hechos por la Dra.
Yanis Toledano como se describe a continuacién. Trofozoitos de Entamoeba histolytica HM1-
IMSS fueron cultivados de forma axénica en medio TYI-S33. Las amibas fueron uniformemente
distribuidas en una placa de 96 pozos (1 x 10° de trofozoitos vivos) bajo condiciones anaerdbicas
con 300 pl de medio TYI-S33 suplementado con cada una de las siguientes concentraciones de

proteinas: 1000, 100, 10 y 1 nM.

La viabilidad de los trofozoitos amibianos fue evaluada con el marcador vital azul de tripano
tomando lecturas a las 24, 48 y 72 en microscopio y hemocitémetro. Muestras de 100 pL con
alrededor de 1 x 10* pardsitos tratados con los péptidos fueron mezclados con 1 pL de azul de

tripano al 0.4% e incubadas a temperatura ambiente durante 3 minutos.

Citotoxicidad en linfocitos de sangre periférica humana

El mecanismo de muerte celular se evalué mediante citometria de flujo. En el estudio se
utilizaron los reactivos del kit FITC Annexin V Apoptosis Detection con PI (Biolegend, USA) de
acuerdo al protocolo provisto con las substancias. Las células tratadas con los péptidos fueron
lavadas con la disolucién amortiguadora de fosfatos y suspendidas en la disolucién amortiguadora
hasta alcanzar una concentracién de 0.5 x 107 células/mL. Cien pl de la suspensién celular fueron
introducidos al tubo especializado para realizar la citometria de flujo. De forma inmediata, 5 pl de
FITC anexina V seguido de 10 pl de yoduro de propidio se anadieron y mezclaron en el tubo.
Pasados 15 minutos de incubacién a temperatura ambiente (25 °C) y en ausencia de luz, 400 pl de
anexina V en disolucién amortiguadora de unién fueron anadidos a cada uno de los tubos para

finalmente analizar por citometria de flujo en un equipo FACSCan (BD, USA).

Los linfocitos de los ensayos se obtuvieron de muestras de sangre procedentes de individuos
sanos que dieron su consentimiento expreso. Estos se aislaron en un gradient de Ficoll y se
trasladaron a cajas Petri en condiciones estériles con medio RPMI 1640. Las cajas se incubaron a 37
°C con atmosfera controlada y acondicionada con el 5% de CO,. Los linfocitos fueron clasificados

por citometria de flujo usando el anticuerpo especifico F4/80.

El efecto de los péptidos tipo escorpina fue evaluado en los cultivos de amibas para
determinar el valor de la concentracién inhibitoria 50 (ICs). La viabilidad de los linfocitos fue

determinada por triplicado en tres ensayos independientes. Por cada experimento, se aiadieron 90
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ul de medio RPMI y 1x10° linfocitos en cada espacio de una placa de 96 pozos. Las concentraciones
probadas corresponden a cada uno de los valores de ICs, de cada péptido tipo escorpina probado.
Los cultivos se incubaron durante 72 horas para determinar por citometria de flujo los porcentajes
de viabilidad, apoptosis y necrosis utilizando en el kit V-FITC apoptosis detection kit I (BD
Pharmingen, USA), de acuerdo al protocolo establecido por BD Pharmingen. El medio de cultivo de
cada pozo fue remplazado por PBS 1X y se anadieron los marcadores anexina V y yoduro de
propidio incubando el cultivo durante 15 minutos. Después de este tiempo, las células se fijaron
con 50 pl de una disolucién de p-formaldehido al 3.7%. Las muestras se analizaron por citometria

de flujo en un equipo FACS Aria (Becton Dickinson, USA).
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2.1 Introduccién: péptidos tipo escorpina

En el afio 2003, R. Conde y sus colaboradores publicaron un andlisis del veneno del alacran
Pandinus imperator en el cual reportaron la identificacién de la escorpina (UniProt: P56972)°. En el
estudio, esta proteina de 94 aminoacidos, demostré ser un potente agente antimicrobiano con una
interesante actividad antiparasitaria en Plasmodium berghei. La escorpina afecta la etapa de

33940 como in vivo **. A partir de este estudio,

desarrollo del parasito tanto en ensayos in vitro
algunos péptidos huérfanos del veneno se les comenz6 a comparar con la escorpina y a nombrar
péptidos tipo escorpina. Este tipo de moléculas estdan ampliamente distribuidas en el veneno** de
diferentes especies de escorpiones con distintos tipos de propiedades®. Las principales
caracteristicas de estos componentes del veneno son sus efectos citoliticos, la actividad

antimicrobiana y el efecto téxico a través del bloqueo de canales iénicos de potasio®.

Los péptidos semejantes a la escorpina de P. imperator también se han logrado identificar a
partir de los precursores secuenciados directamente de las librerias extraidas de las glandulas de
veneno de un gran nimero de especies®. Un ejemplo de este grupo de homélogos es HS-1 el cual
presentan actividad como agente antimicrobianos (UniProt: POC2F4)*. Ev7 es un ejemplo de
péptido tipo escorpina bloqueador de canales ionicos de potasio (UniProt: PODL47)*. Otro de ellos
con efectos citoliticos es HgeScplpl (UniProt: QOGY40%).

Los péptidos tipo escorpina estdn relacionados con los péptidos de la familia S-KTx**%. En
esta familia se pueden encontrar péptidos que bloquean canales iénicos de potasio como la toxina
TsTXK-beta (UniProt: P69940%°). Otros péptidos muestran otras actividades, como LalT2
(UniProt: C7G3K3>) con efecto antibacterial y MeuTXKbetal (UniProt: A9XE60°*) con actividad
antiparasitaria. La familia S-KTx se clasifican en tres subfamilias. La subfamilia 1 incluye toxinas
como TsTXK-beta. En la familia 2 se incluyen toxinas como BmTXK-beta (UniProt: QINJC6°%). En

la subfamilia 3 se incluyen a los péptidos tipo escorpina.

Los péptidos maduros tipo escorpina estin compuestos por un extremo amino terminal
“extendido” (primer domino) seguido por un motivo estructural alfa / beta estabilizado por puentes
disulfuro predicho por homologia entre secuencias de aminodcidos (CS-a/f; segundo dominio).
Existen estudios donde se demuestra que el dominio amino terminal de la toxina MeuTXKbetal
(subfamilia 1°*), MeuTXKbeta3 (subfamilia 2, UniProt: POCH57%) y la Opiscorpina-1 (subfamilia 3,
UniProt: Q5WR03*) pueden adoptar una hélice alfa anfipética inducida en disolucién. Hasta ahora

no se tiene ningln reporte que demuestre experimentalmente la presencia del motivo CS-a/f5 en el
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segundo dominio; el cual se le relaciona estrechamente con las defensinas de invertebrados y en
menor grado con las toxinas de escorpién cldsicas****. La contribucién de cada dominio a la
actividad de los péptidos tipo escorpina sigue sin ser completamente explorada. No obstante, los
reportes de actividad de péptidos de la familia § como MeuTXKbetal, MeuTXKbeta3 vy

153~55

Opiscorpine- sefialan que el extremo amino terminal estd directamente relacionado con el

efecto antimicrobiano.

El péptido tipo escorpina HgeScplpl (subfamilia 3) sigue con la tendencia anterior. Cuando
el péptido conserva el segmento de aminoacidos del 4 al 31 se observa una actividad citolitica. Al
perder estos aminodcidos su actividad antibacterial se suprime. Por otro lado, los dltimos 44
residuos presentan actividad de bloqueo en canales iénicos de potasio (HgeD, residuos del
aminodcido 33 al 76)*. En el mismo veneno donde fue aislado HgeScplpl se encontré una versiéon
de 48 aminodcidos llamada Hge36 (residuos del aminodacido 29 al 76). Este dltimo péptido carece de
la actividad citolitica de HgeSclpl, pero posee una actividad de bloqueo atenuada respecto a
HgeD™®. Este hecho es comtn en otros péptidos tipo escorpina y toxinas de la familia 8 donde las
versiones truncas tienen una actividad contrastante comparadas con la versién completa®?. Por
ejemplo, la supresiéon de los aminodcidos 2-64 del péptido AaTXK-beta (subfamilia 1, UniProt:
P69939) provoca que la toxina tenga actividad sobre los canales Kv7, mientras que la version

completa se mantiene inactiva *°.

Con estos antecedentes en mente se planteé la obtencién del péptido recombinante rHge36
y HgeD para correlacionar los cambios estructurales con el cambio en la actividad. Adicionalmente
se complementa el estudio con ensayos de actividad antiparasitaria en Entamoeba histolytica y
Taenia crassiceps. En este capitulo se demuestra la importancia de la regién amino terminal y se

reporta la primera estructura de la subfamilia 3 de toxinas beta.
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2.2 Hipotesis y objetivos

El extremo amino terminal Hge36 modula la actividad biolégica de la toxina modificando la
topologia de esta region sin alterar sustancialmente el plegamiento del resto del péptido. La
supresion de esta region impulsa la actividad de bloqueo al generar una regién mas compacta y

mejor estructurada promoviendo la interaccién con sus blancos biol6gicos.

Lo anterior establece la importancia de la regién amino terminal en la interaccién con
distintos tipos de canal y sugiere que esta regién estd involucrada directamente en el

reconocimiento molecular.
Los objetivos planteados para comprobar la hipétesis son:

e Resolver las estructuras de rHge36 y HgeD por RMN y hacer una comparacién para
destacar las diferencias en los modelos estructurales.
0 Producir y purificar los péptidos rHge36 y HgeD.
0 Enriquecer isotépicamente en ""N/"C para realizar la asignacién completa
de los sistemas de espin.
e Demostrar que los péptidos recombinantes poseen actividad biolégica
O Realizar pruebas antiparasitarias en Taenia crassiceps y Entamoeba
histolytica.
0 Contrastar la actividad entre rHge36 y HgeD.
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2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Biosintesis

La producciéon de la proteina de fusiéon se evalu6 en cinco cepas de E. coli con
caracteristicas diferentes. La cepa Rosetta optimiza la expresién de proteinas con codones de
eucariontes, esto significa que la cepa es capaz de leer codones que son poco frecuentes en este
organismo y realizar la expresion de los genes. Origami es un organismo mutado, cuyos metabolitos
favorecen la formacién de enlaces disulfuro. Bl21 Star se utiliza para realizar la produccién de
proteinas recombinantes con grandes rendimientos. Bl21 Gold tiene las mismas caracteristicas de
la cepa Star pero a diferencia de esta, la cepa Gold tiene una mayor resistencia en la expresion de
proteinas toxicas. Finalmente, la cepa Tuner regula la expresién de proteinas en funcién de la
cantidad de inductor anadido al medio; de esta forma facilita la expresion de proteinas cuya cinética

de plegamiento estd desfavorecida.

El criterio utilizado para la eleccién de la cepa fue la cantidad de proteina en la fraccién
soluble (sobrenadante). Aquella cepa que obtuviese no solo una produccién aceptable sino también
la mayor parte soluble seria la elegida para continuar con el proyecto. Las caracteristicas de la
proteina estudiada (presencia de varios residuos hidrofilicos) facilit6é la solubilidad en todas las
cepas. Con base en los resultados mostrados en la Figura 2.1 se eligié a Rosetta. Las condiciones
optimizas fueron 30 °C, 0.5 mM IPTG, 220 rpm y 16 horas de incubacién empleando la técnica de
Marley”. Esta técnica se utilizé para generar las muestras sin enriquecer y con la incorporacién de

isotopos de "Ny *C.

36



Hge36

Rosetta

Sobrenadante

Paquete celular

BI21 Gold
PM OH 2H 6H 24H PM OH 2H 6H 24H

27.
o 7.0

Sobrenadante Paquete celular

Tuner

Sobrenadante

PM 0OH 2H 6H

Origami

PM OH 2H 6H 24H PM OH 2H 6H

24H

A b

B s oh. e
o it

Paquete celular

Sobrenadante

BI21 Star
PM OH 2H 6H 24H PM OH 2H 6H 24H

S 270

[

Sobrenadante

Paquete celular

24H PM 0H 2H 6H 24H

Paquete celular

Figura 2.1. Cinéticas de expresion a 30 °C y 0.5 mM de IPTG. La produccién de la proteina de fusién se monitoreo en
las cepus mostradas en la figura. La eleccién se realizd en funcién de la cantidad de proteina en la parte soluble

(sobrenadante) después de la induccién, Los nimeros a la izquierda de los geles indican el pese molecular de los

marcadores. La proteina de fusién pesa cerca de 26.0 kDa,
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Dado el niumero de aminoacidos de rHge36 (48 aminodacidos) los experimentos de RMN
mostraron un traslape de senales considerable dificultando la asignaciéon. Se obtuvieron las
muestras enriquecidas en N/*C para realizar la determinacién estructural por RMN utilizando
experimentos en 3 dimensiones. Como se demuestra mas adelante, la complejidad de los espectros
de RMN justificé la implementacion de técnicas avanzadas de RMN. Las condiciones optimizadas
(Figura 2.1) se utilizaron para producir la proteina de fusién de rHge36 tanto en medio LB como en
MO9. En el dltimo medio, la proteina se enriqueci6 de forma simple con N y doblemente con la

incorporacién de *C y *N'.
2.3.2 Purificacién y conectividad de puentes disulfuro

La proteina de fusion se purificéd por cromatografia de afinidad metal quelato (CAMQ). La
fraccién con la proteina de interés se dializé y cort6 con enterocinasa (Figura 2.2). El rendimiento
global en la obtencién de rHge36 pura es 5.3 = 0.3 mg/l. En el proceso de purificaciéon se identifico
el péptido M-HgeD (Figura 2.3 inciso a). La obtencién del péptido M-HgeD fue fortuita ya que es
un producto lateral del corte de la proteina de fusién con enterocinasa (4.9 = 0.3 mg/l). Este péptido
se aproveché para realizar el corte con CNBr y obtener HgeD (Figura 2.3 b). La eficiencia con 24
horas de reaccién fue del 36 + 5%. El rendimiento en la obtencién y purificacién de HgeD fue de 1.7
+ 0.3 mg/l. La pureza y de cada péptido se verificé por espectrometria de masas usando la técnica
MALDI-TOF. En la Figura 2.3 se encuentran los cromatogramas de la purificacién y los espectros

de masas de cada uno de los péptidos purificados (incisos c-e).

PM Oh 1h 2h 3h 4h 6h 8h 12h16h PM

et 55 b e At | et

Figura 2.2. Gel SDS-PAGE de la cinética de

corte enzimdtico de la proteina de fusién que

H
°on
S contiene a rHge36. En color rojo se sefiala el peso
26.6| o Sl N . . .
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22.5kD of® .
E—— 2" corte. rtHge36 tiene un peso molecular que de 5.2
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i r .y

Temperatura ambiente: 17-12°C

* La muestra enriquecida solo con *N se utilizé para los experimentos en 3D de doble resonancia,

mientras que la proteina con isotopos de *C y *N se us6 para los experimentos 3D de triple resonancia.
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Figura 2.3. Caracterizacién de los péptidos tipo escorpina. Purificacién (incisos a y b), caracterizacién por
espectrometria de masas (incisos ¢, d y €) y alineamiento (f) de los péptidos recombinantes tipo escorpina producidos

en el trabajo de investigacién con HgeSclp! el péptido tipo escorpina con actividad citolitica/antimicrobiana.

La conectividad de los puentes disulfuro se determiné digiriendo una muestra pura de
rHge36 con Tripsina. Las masas de los productos de la digestiéon se obtuvieron por espectrometria
de masas MALDI-TOF. Dichos espectros confirman el patrén de conectividad entre las cisteinas
C1-C4, C2-C5 y C3-C6°. Este patron de conectividad es tipico del motivo estructural CS-a/f el cual

se ha relacionado con la familia de toxinas 8.

$ La numeracién ordinal de las cisteinas corresponde a su aparicién en la secuencia de aminoécidos y

no a la posicién en la secuencia.
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Figura 2.4. determinacién de la conectividad de los puentes disulfuro en rHge36. El inciso a muestra el espectro de
masas de una muestra pura de rHge36. En el inciso b) se muestra la digestién con Tripsina. Los incisos c), d) y )
muestran los valores experimentales claves para determinar la conectividad del péptido. Finalmente, en f) los

fragmentos v sus pesos moleculares,

2.3.3 Estructuras de rHge36 y HgeD resueltas por resonancia magnética nuclear

La asignacién de los sistemas se realizé con los espectros de dos y tres dimensiones. El
cdlculo de las estructuras de rHge36 y HgeD se realizé en el programa CYANA 2.1* obteniendo las
restricciones de distancias de los espectros NOESY. La conectividad de los puentes disulfuro se
integré en los cdlculos. En la Tabla 2.1 se resume la cantidad vy tipo de restricciones de distancias
para las dos estructuras. Con los modelos estructurales de se realizé un refinamiento de dinamica

molecular en AMBER 9 para definir las zonas sin restricciones en el modelo estructural®,
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Tabla 2.1. Restricciones de distancias obtenidas en el programa CYANA 2.1 para la
determinacién estructural por RMN de rHge36 y HgeD.

Restricciones rHge36 HgeD
Totales 715 655
Locales, |i-j|<=1 496 433
Intermedias, 1<|i-j|<5 100 90
Largo alcance, |i-j|>=5 119 132
Funcidn objetivo 0.15 0.21
RMSD* 0.34 A 0.24 A

¥ El RMSD (root mean square deviation) se calculo del segundo al pendltimo aminodcido de cada una de

las secuencias

Modelo estructural de rHge36

Las restricciones de rHge36 descritas en la Tabla 2.1 se ilustran en la Figura 2.5 con una
ligera modificacién. En la figura, las restricciones locales se subdividen en contribuciones
intraresiduo (|i-j| = 0) y secuenciales (|i-j| = 1). Cada restriccion contribuye en diferentes niveles al
plegamiento de rHge36. Las restricciones locales (|i-j| <= 1) involucran las asignaciones
intraresiduo y las secuenciales contribuyen a la conformacién de las cadenas laterales y algunos
angulos de torsion de la cadena principal. Las restricciones intermedias (1 < |i-j| < 5) permiten
definir los elementos de estructura secundaria como hélices alfa o giros y algunos contactos de hoja
beta paralela o antiparalela. Las restricciones mds relevantes son las de largo alcance (|i-j| >= 5);
con estas se definen elementos estructurales como hojas beta e interacciones de la estructura

terciaria y cuaternaria en caso de existir.
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Figura 2.5, Gréficos del nimero y tipo de restricciones para rHge36. En la primera grifica muestra una distribucion del
tipo de rescricciones usadas en el modelo estructural. Por ejemplo, si existe una restriccién entre el aminodcido 2 y el
15, la diferencia |i-j| es igual a 13; por tanto, en 13 se caloca el nimero de restricciones NOE entre los aminoicidos 2 y
15, ademas de cualquier otro par de aminoacidos cuyo valor absoluto de la diferencia de su posicion en la secuencia sea
igual a 13. En la segunda grifica se muestran las restricciones que forman cada uno de los amincicidos. Por ejemplo, el
amino4cido 30 tiene aproximadamente 5 restricciones intraresiduo (|i-j| = 0) denotadas con la barra de color blanco.
Las de barras de color gris claro simbolizan las restricciones con los aminoécidos secuenciales 29 y 31 {|i-| = 1);
mientras que las de color gris obscuro son lus restricciones a media distancia (1 < |i-j| < 5). Finalmente, en color

negro se muestran las restricciones a larga distancia donde la se cumple la relacion |i-j] = 5.

La asignacion completa de los sistemas de espin se realizé con los espectros en dos
dimensiones DQF-COSY, TOCSY y NOESY (150 y 300 ms). La asignacion de la cadena principal se
realizé con los experimentos en 3D de triple resonancia HNCOCA, HNCA, HNCO, HNCACO
CBCANH y CBCACOHN/HNCOCACB (Apéndice A.3). Los protones de amida de los
aminodcidos 20 v 21 (Glu y Cys; respectivamente) dan una seiial ancha cuya intensidad es cercana
al nivel base del espectro. Esto dificulté su asignacién en los espectros de dos dimensiones y solo a
través de los experimentos en 3 dimensiones se encontraron convincentemente las senales de
dichos protones. Ademds de esto, los experimentos tridimensionales permitieron realizar la
asignacidn de las sefales traslapadas alrededor de 8.56 y 8.86 ppm. La conectividad de los puentes
disulfuro se corroboré con la asignacion de los espectros NOESY. Los protones 5 de las cadenas
laterales de las cisteinas en puente se encuentran a una distancia menor de 5.0 A dependiendo de la
disposiciéon espacial de la cadena lateral. La cercania de los protones beta puede llegar a ser
totalmente incidental pero dada la evidencia de la espectrometria de masas se puede confirmar la
cercanfa con certeza. En la Figura 2.6 se desglosa las interacciones determinadas con el
experimento NOESY (contactos NOE). En la parte izquierda de la figura se describen algunos tipos

de interaccion entre los protones de amida ('Hy), alfa ('H.) y beta ("Hp). Esta figura muestra la
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cantidad y tipo de interacciones que ayudar a definir el modelo estructural. Por ejemplo, los
aminodcidos de las posiciones 21 a la 29 tienen una gran cantidad de interacciones que se reflejan

directamente en el modelo estructural ya que en esta region se forma una hélice alfa.

10 20 30 40
VHKMAKNQFGCFANVDVKGDCKRHCKAEDKEG ICHGTKCK

dyn(ii+1) e — —— —

d(ii+1) el e E— . e —

dpn(iitl)  — — — —

dn(ii+2) == S - = _

d o (ii+2) e _ = _
do(i,i+3) —_— —=

dlii+3) =

don(ii+4)

CGVPISYL
dNN{i,i'i'” — -— .
dn(ii+1) —_—
dBN(I,H'” — —
dNN(i,H’Z)

don(ii+2)

don(ii+3)
doplii+3)

don(i,i+4)

Figura 2.6. Contactos NOE en rtHge36. Los residuos de las posiciones 21 a la 29 presentan varios tipos de interacciones
caracteristicas, Esta regidén corresponde a una hélice alfa en el modelo estructural. Para definir un elemento estructural
con certeza es sumamente importe caracterizar el mayor nmimero de interaccicnes NOE dentro de los espectros
NOESY. Las letras en subindice de la columna de la izquierda indicas el tpo de dtomos en contacto. La letra 7 e indica
el nimero de aminoacido del primer aminodcido y el 7 + 7 el segundo amincicido. En los contactos duwityy, danity ¥

dpvgii+ny la almura de las barras indica cualitativamente la intensidad del NOE, es decir, la cercania de los dtomos.

Ademas de sefialar de los contactos NOE, el valor de los desplazamientos quimicos de los
carbonos alfa puede seialar los tipos de elementos de estructura secundaria dentro de la proteina.
Para ello se construye una grafica de desplazamientos quimicos restando el valor experimental al

valor de referencia (tomado del BMRB) mostrado en la Figura 2.7. $1 un segmento de aminodcidos
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consecutivos tiene valores de desplazamiento quimico por encima de la referencia (A8"*Ca > 1) esto
puede indicar que el segmento estd formando una hélice alfa. Por el contrario, si los valores de
desplazamiento del segmento estdn por debajo de los valores de referencia (A§"*Ca < 1) la cadena
principal de la proteina puede estar en una hoja beta. Este cambio del desplazamiento quimico es
inducido por los efectos de apantallamiento en cada uno de los elementos mencionados. Sin
embargo, cabe senalar que este indice de desplazamientos quimicos complementa a los demas

andlisis estructurales para validar la presencia de elementos estructurales dentro de una proteina.

Ad (Ca) (ppm)

10 20 30 40
Sequence

Figura 2.7. Indice de carbono 13 en la posicién alfa (*Ca). El indice se calcula restando el valor de referencia
reportado en el BMRB al valor experimental del desplazamiento quimico de los carbonos alfa para cada aminoécido en
la secuencia de la proteina. Estadisticamente, los aminoacidos con un valor de indice por encima o igual a +1 (A8"”Ca
> 1) se encuentran en hélices alfa; mientras que los valores por debajo o iguales a -1 (A§"*Ca < 1) en conformaciones de

hoja beta.

Modelo estructural de HgeD

El mismo procedimiento, exceptuando los experimentos tridimensionales, se realizé en la
determinacion estructural del péptido HgeD. En la Figura 2.8 y Figura 2.9 se muestran las
estadisticas de las asignaciones NOE con HgeD. Estas asignaciones son practicamente equivalentes

en el modelo de rHge36.
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Figura 2.8, Restricciones NOE para el modelo estructural de HgeD. El niimero de restricciones NOE en este modelo
describe una proteina estructurada. La segunda grafica clasifica las interacciones en 4 tipos de restricciones y las

muestra en funcidn del nimero de aminoacido.
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Figura 2.9. Contactos NOE en HgeD. En la figura se resumen la clase de interacciones entre los protones alfu, beta y
de amida de los aminoacidos que conforman a HgeD. El extremo de las barras conecta las letras que representan a los
aminoacidos en la secuencia pritaria. En las tres primeras filas la altura de la barra es proporcional a la intensidad de la
seflal NOE. En los aminodcidos de las posiciones 17 a la 25 se observan varics tipeos de interaccién. Esta regién

corresponde a una hélice alfa en €l modelo estructural.
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La Figura 2.10 muestra las estructuras de rHge36 (cédigos PDB: 5IPO y BMRB: 30033) y
HgeD (cddigos PDB: 5]YH y BMRB: 30089). Ambas estructuras muestran una hélice alfa que
comienza cerca de la segunda cisteina presente en la secuencia primaria (21 y 17; respectivamente).
El plegamiento continia con una hoja beta antiparalela y ambos elementos estructurales se
estabilizan con tres puentes disulfuro. Esto es representa un motivo estructural CS-a/f presente en
la familia a- y y-*. El reporte de las estructuras confirma las predicciones sobre el plegamiento de
las toxinas de la familia 5-*>*°. La parte contrastante de las estructuras es la regién N terminal. Esta
region esta extendida en rHge36 naturalmente por la elongacion de la secuencia de aminodacidos y
en HgeD es mas compacta. El cambio estructural se observa mejor con las superficies de potencial
electroestdtico calculadas en el servidor web APBS®~*, mostradas en la Figura 2.10. La regién
mencionada en HgeD es mayoritariamente positiva. Por tanto, la compactacion de la estructura y el
aumento del potencial electroestatico positivo de la toxina puede estar exacerbando la interaccion
sobre los canales i6nicos de potasio ya que por estos poros se transportan especificamente iones
con carga positiva. Sin embargo, es necesario demostrar que la interaccién toxina-canal se modula
por esta via y no por otro tipo de interacciones ampliamente aceptadas como el caso de la teoria de
la diada funcional. Esta teoria establece que una de las caracteristicas comtn en las toxinas
bloqueadoras es la presencia de un aminodcido bésico y otro aromdtico a una distancia de 6.6 (+
1.0) angstroms; medidos desde el carbono alfa del residuo basico al centro del anillo aromatico del

60,64

otro aminoacido referido®®®. Estas teorias racionalizan las caracteristicas necesarias para la

interaccidn, pero siempre es deseable contar con la evidencia experimental que sustente la teorfa.

Las diferencias estructurales entre rHge36 y HgeD se resaltan con mayor facilidad a través
del alineamiento de las estructuras representadas en listones en la Figura 2.10 (RMSD 0.869 A). La
parte N terminal de rHge36 emerge de la estructura mientras que en HgeD esta parte se orienta en
la direccién contraria. Las superficies representadas en la misma orientaciéon demuestran lo dicho

en el parrafo anterior.
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Figura 2.10. Representacion en listones de la estructura tridimensional de rHge36 (a) v HgeD (&). Las superficies de

potencial electrostatico de rHge36 v HgeD se representan respectivamente en los incisos ¢) y d). El cilculo se realiz6 el
servidor web APBS y la visualizacion en VMD®. Debajo de cada superficie se muestra la orientacion de la moléeula, la
cual fue rotada para enfatizar el cumbio en los extremos amino terminal. En el inciso €) se muestra un alineamiento

entre ambas estructuras en vista estereoscopica.
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2.3.4 Actividad antiparasitaria

Taenia crassiceps

La actividad antiparasitaria se probd en lombrices solitarias (cepa T. crassiceps WFU),
determinando el efecto de los péptidos rHge36, M-HgeD y HgeD midiendo los pardmetros de
motilidad, dafio a la pared vesicular y evaginacién del escélex. En la Tabla 2.2 se resumen las
observaciones cualitativas del efecto de cada péptido. Los efectos de los controles positivo (PZQ) y
negativo (RPMI) se muestran en la Tabla 2.3. Los tres péptidos inducen dano a la pared vesicular y
disminuyen tanto la motilidad como la evaginacion de los cisticercos de T. crassiceps. La
concentraciéon de toxina necesaria para inhibir la evaginacién del cincuenta por ciento de las
vesiculas (ICs) es distinta en los tres casos y la mds baja es para el péptido HgeD. Con una
concentraciéon de 1 mM de HgeD se observa daiio después de una hora de incubacién y pasadas las
6 horas se pierde por completo la motilidad. Las IC50 sobre la evaginacion de los escélex son 65 +
10 nM, 178 + 9 nM y 167 + 16 nM para HgeD, M-HgeD y rHge36 respectivamente (Figura 2.11
incisos a-c). el control positivo con Praziquantel (PZQ) produce un decremento de la motilidad
pasada una hora y con 0.01 nM y una pérdida total después de 3 horas a 10 nM sin danar la pared
vesicular. La IC50 para este fairmaco es 0.05 + 0.02 nM. El vehiculo (EtOH) no muestra una

actividad en la viabilidad. Con el control negativo se obtuvo el 100% de evaginacién.

Tanto M-HgeD como rHge36 presentan un efecto similar al péptido Iseganan IB-367 en la
viabilidad de los cisticercos de T. crassiceps®. El efecto de HgeD es mas potente que el de los tres
péptidos mencionados; por no es mas efectivo que el control positivo (PZQ). Para demostrar el
mecanismo de acciéon en la vesicula es necesario realizar mds experimentos, por ejemplo,
microscopia electrénica de barrido. En cualquier caso, la evaginaciéon de la larva es un paso
fundamental para que el organismo alcance la adultez en el hospedero, por lo que inhibir este paso
rompe el ciclo de vida de este parasito. La Neurocisticercosis y taenosis causadas por Taenia solium
son problemas de salud en paises en vias de desarrollo como México. Grupos de investigacion
como el del Dr. Landa han demostrado la adquisicion de resistencia de los parasitos a los firmacos
usados tradicionalmente como el PZQ y el Albendazol®. La aplicacién de péptidos en cerdos y
humanos puede ser mas tolerable que la de los firmacos anteriores®”® los cuales se administran en

66,69

conjunto con dexametasona para reducir la respuesta inflamatoria®® que de no controlarse puede

causar la muerte del individuo.
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Figura 2.11. Pruebas de actividad en cisticercos (Taenia crassiceps; a-d) v amibas (Enramoeba histolyrica e-g). En las
fipuras se dan los valores de IC50 y lu desviacion estindar. En el caso de cisticercos se demostrd la influencia del etanol

(inciso d) en la viabilidad de los cisticercos.
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Tabla 2.2. Datos para la determinacién de la concentracién letal 50 (LC50) de los péptidos tipo escorpina contra

Cisticercos (Taenia crassiceps)

Concentraciéon Parametro 1hr 3hr 6 hr 12 hr 24 hr Evaginacion (%)
Motilidad +++ | +++ +++
Control RPMI - 100
Darno - - - - B
Motilidad +++ | +++ +++
10 nM 100
Darno - - - - -
Motilidad +++ 4+ +++ 4+ ++
50 nM 93 +2.88
Darno - - - - -
Motilidad +++ +H+ +++ e+ +
100 nM 70 £13.22
Dafio - - - - -
M-HgeD
Motilidad +++ +++ +++ ++ +
200 nM 43 +7.63
Daiio - - - + +
Motilidad +++ ++ ++ + -
500 nM 27 £7.63
Daiio - - - ++ ++
Motilidad +++ ++ + - -
1.0 mM 7 +2.88
Daiio - - + ++ ++
Motilidad +++ +H+ +++ T 4+
10 nM 97 + 2.88
Dafio - - - - -
Motilidad +++ +H+ +++ T ++
50 nM 88 £5.77
Dafio - - - - -
Motilidad +++ +++ +++ ++ +
100 nM 73 £7.63
Dafio - - - - -
rHge36
Motilidad +++ +++ ++ + +
200 nM 40 + 10
Daro - - - + +
Motilidad +++ ++ + + -
500 nM 22+7.63
Daiio - - + ++ ++
Motilidad +++ + + - -
1.0 mM 7+577
Dafio - + ++ ++ +
Motilidad +++ +H+ +++ e 4+
10 nM 83 £7.63
Dafio - - - - -
Motilidad +++ +++ +++ ++ ++
50 nM 57 £10.40
Dafio - - - - +
Motilidad +++ +++ ++ ++ +
100 nM 43 + 2.88
Dario - - - - +
HgeD
Motilidad +++ ++ ++ + -
200 nM 23 +10.40
Daro - - + + +
Motilidad +++ ++ + - -
500 nM 18 +7.63
Dafio - + ++ ++ +
Motilidad +4 + - - _
1.0 mM 0
Daiio + + ++ 4+ +++
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Tabla 2.3. Datos para determinar la LC50 del firmaco prazinquatel e influencia del vehiculo del firmaco

(experimentos control).

Concentraciéon Parametro 1hr 3hr 6 hr 12 hr 24 hr Evaginacion (%)
Motilidad +++ ++ + - -
0.0001 nM 82 +10.40
Dario - - - - -
Motilidad ++ + + - -
0.01 nM 62 +15.27
Dario - - - - -
Motilidad ++ + - - -
1 nM 48 +10.40
Dario - - - - -
PZQ + vehiculo
Motilidad + - - - -
10 nM 17 £ 7.63
Dariio - - - - -
Motilidad - - - - -
50 nM 5+£5
Daiio - - - - -
Motilidad - - - - -
100 nM 0
Daiio - - - - -
Motilidad +++ +++ +++ +++ +++
Vehiculo (EtOH) - 92 £ 7.63
Daiio - - - - -

Entamoeba histolytica

La actividad amebicida se evalué determinando la viabilidad celular en intervalos de 24
horas después de tratar los cultivos con los tres péptidos tipo escorpinas. De forma respectiva, los
efectos de dosis en el intervalo de tiempo especificado son 16.4 + 1.3, 8.2 £ 0.7 y 2.6 £ 0.2 nM para
los péptidos rHge36, M-HgeD y Hge-D. Los ensayos de citometria de flujo, en la Figura 2.12, se
realizaron con estas dosis. Los resultados de la Tabla 2.4 demostraron que el mecanismo
predominante de muerte celular es apoptosis y la relacién del ntimero de células en apoptosis tardia
versus apoptosis sigue el patrén HgeD < M-HgeD < rHge36. A la par de estos ensayos, el
mecanismo de muerte celular se prob6 en linfocitos de sangre periférica humana. De forma
interesante, menos del 30% de las células mueren por apoptosis y mas del 70% permanecen como

células viables. En suma, el efecto de los péptidos sobre amibas es més potente que en linfocitos.
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Tabla 2.4. Datos crudos de la citologia de flujo. En la tabla se pueden leer los datos por cuadrante (en porcentaje)
graficados en la Figura 2.12.

Linfocitos Amibas
_ Q1 Q2 Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4
Péptido
% % % % % % % %
rHge36 0 74 + 0.6 70 £ 0.7 226+1.3 0 133+03 357+1.6 51+1.3
M-Hge36 0 32+04 73.7+£19 23123 0 63+£2.0 362123 57543
HgeD 0.2+0.1 22+0.1 76.2+39 21.6+38 0 24+£09 387+x15 589+26
A) B) ©)
‘o Vo Vo
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Hge36 M-HgeD HgeD

Figura 2.12. Gréficas de citologia de flujo. Cada uno de los cuadrantes (Q) estd relacionado a un tipo de muerte
celular. El cuadrante QI se asocia a muerte celular por necrosis; Q2 indica un mecanismo de muerte celular por
apoptosis tardia; Q3 a células atn vivas y finalmente, Q4 a muerte por apoptosis. Los incisos A)-C) son las pruebas
realizadas en linfocitos de sangre periférica humana con los péptidos rHge36, M-HgeD y HgeD. Los mismos ensayos

se realizaron para amibas en los incisos D)-F).

La amebiasis causada por Entamoeba histolytica estd relacionado con cercad de mas de
10,000 — 40,000 muertes anuales en paises en desarrollo; cerca del 10% de la poblacién mundial

7071 La primera opciéon médica para tratar este

tiene anticuerpos contra el género Entamoeba
padecimiento es la administraciéon de metronidazol”. Los efectos colaterales de este firmaco van
desde nauseas, diarrea, alucinaciones hasta algunos reportes de cédncer’. Estos efectos junto con la

aparicion de cepas resistentes al tratamiento justifican la biisqueda de alternativas terapéuticas. En
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el caso de los péptidos tipos escorpina su efecto in vitro es 2000 veces mas potente que el del
metronidazol. El ensayo con linfocitos y el mecanismo de muerte celular determinado por
citometria de flujo’ respaldan la consideracién de desarrollar estos péptidos como agentes

antiparasitarios.
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2.4 Conclusiones

Las estructuras de los dos péptidos tipo escorpina rHge36 y HgeD exhiben el motivo
estructural CS-a/ff comtn en las toxinas proveniente del veneno de alacran. La presencia de los 4
aminodcidos en rHge36 en la regién N-terminal modifica la topologia de esta zona dotdndola de
una carga electrostatica menor en la superficie respecto a la de HgeD. La exposicién de una
superficie mds compacta y un aumento de carga en HgeD son las principales diferencias y
probablemente la causa por la cual el efecto de bloqueo se exacerba. Es necesario demostrar que

esta zona esta directamente involucrada en el reconocimiento molecular.

Durante las pruebas de actividad antiparasitaria, no se encontré evidencia contundente que
indique un caricter citolitico en la actividad de los péptidos tipo escorpina rHge36 y HgeD. Esto

sugiere que la interaccion es mediada por otro tipo de interaccion.

El aumento de actividad antiparasitaria en HgeD es congruente con los resultados previos
de actividad de bloqueo; sin embargo, no se cuenta con datos de actividad electrofisioldgica para los
péptidos recombinantes ni para el péptido M-HgeD. La correspondencia entre los datos de
actividad antiparasitaria y de bloqueo sugiere fuertemente que la actividad puede estar mediada por
algtin tipo de interaccién entre la toxina y los canales i6nicos presentes en los dos tipos de

pardsitos.

El dafo de la vesicula que contiene a los cisticercos es un resultado que se debe explorar
exhaustivamente antes de poder proponer el desarrollar de farmacos alternativos en contra de estos

pardsitos a partir de las escorpinas aqui reportadas.

La potencia de los péptidos en contra de amibas junto con la baja toxicidad determinada
con las pruebas sobre linfocitos de sangre periférica abre una pauta para estudiar a profundidad el

mecanismo de interaccién y posiblemente desarrollar firmacos de menor toxicidad.
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3.1 Introduccién: Una alternativa de plegamiento

A principios de 2012, nuestro grupo de trabajo publicé el reporte estructural de Tt2b y
Ts16, dos toxinas provenientes de distintas especies de alacranes del género Tityus’. La primera de
ellas se aislé y caracteriz6 de una muestra de veneno del alacran argentino T. trivittatus
(abreviatura Tt). Del mismo modo, la toxina Tsl6 fue identificada como un componente del
veneno sintetizado por el alacrdn brasilefio T. serrulatus (Ts); una de las especies mas letales de
América. Estos péptidos destacan por el motivo estructural que adoptan el cual se compone por
dos hélices alfa estabilizadas por la formacion de tres puentes disulfuro (CS-a/a; Figura 3.1). Este
arreglo estructural contrasta con el de la amplia mayoria de toxinas de alacran el cual esta
compuesto por una hélice alfa complementada por una hoja beta, plegamiento estabilizado por la
presencia de 3 a 4 puentes disulfuro (CS-a/B) 7. Es importante destacar que el porcentaje de
identidad de ambos péptidos es bajo (menor al 40%) al comparar sus secuencias con las de toxinas

pertenecientes a las familias previamente descritas.

Seis afios antes (2006) el grupo encabezado por el Dr. L. Possani publicé la identificacién de
Tt28; un componente del veneno del alacran T. trivittatus el cual se propuso como el primer
miembro de una nueva subfamilia de toxinas alfa (a-KTx 20.1)” debido a la baja identidad de la
secuencia de aminodcidos con alguna de los péptidos hasta entonces reportados (menor al 40.0%).
La actividad biolégica de Tt28 es especifica por canales Kv1.3 con una concentracién de 7.9 nM
para inhibir el 50% de la corriente en este canal. La conexién que existe entre Tt28, Tt2b y Ts16 no
solo es el género del alacrdn sino es principalmente la identidad de sus secuencias primarias. Tt28
guarda el 65.0% y 62.0% de identidad con Tt2b y Ts16, respectivamente. Dados estos antecedentes
se plante6 la resolucion estructural de Tt28 para profundizar en la funcionalidad de este tipo de

plegamiento de las toxinas de alacran.
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Figura 3.1. Estructuras de Tt2b (A y C) y Tsl6 (B y I)°. En la parte superior se muestran las representaciones en

listones destacando la conectividad de los puentes disulfuro. En la parte inferior estd el ensamble de la cadena principal

de los 20 modelos estructurales para cada proteina.



3.2 Hipotesis y objetivos

El péptido recombinante GS-Tt28 presenta el mismo plegamiento que Tt2b y Ts16 debido
a la identidad superior al 60% entre los tres péptidos. La estructura de Tt28 puede brindar una
perspectiva en la identificacién de las bases moleculares que dictan la interaccién especifica entre

las toxinas de alacran y sus blancos bioldgicos.
La comparacioén entre los espectros de hidrégeno.
En este proyecto planteamos los siguientes objetivos para comprobar la hipdtesis:

e Determinar cudl es la estructura de GS-Tt28 por RMN.
0 Producir y purificar el péptido recombinante GS-Tt28.
0 Determinar la conectividad de los puentes disulfuro.
0 Comparar espectros de hidrégeno del péptido nativo y el recombinante

corroborara sus similitudes estructurales.
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3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Biosintesis, produccién y purificacion

La produccién de la proteina de fusiéon se evalué en cinco diferentes cepas de E. coli;
Rosetta, Origami, BI21 Star, BI21 Gold y Tuner (Figura 3.2). El criterio usado para la elecciéon de la
cepa fue la cantidad de proteina en la fraccién soluble (sobrenadante). En esta proteina, con Rosetta
y Origami se obtuvieron los mejores resultados. Se eligié Rosetta por la facilidad para trabajar con
esta cepa. Las condiciones de expresion fueron 0.5 mM de inductor (IPTG) e incubacién a 30 °C
durante 18 horas. De nuevo se utilizo la estrategia de Jonathan Marley ef al.*” sustituyendo el medio
M9 por LB para simplemente aumentar el rendimiento de la produccién. El paquete celular se
recuper6 y resuspendi6 en 30 ml de disolucién amortiguadora de lisis (50 mM Tris, 300 mM NaCl a
pH 8.0) por cada gramo de células. La proteina de fusién se purific6 por CAMQ vy el corte
enzimatico se realizé con Trombina en 50 mM Tris, 150 mM NaCl a pH 8.0. La purificacién final se
realizé en una columna C12 Jupiter Proteo de Phenomenex (4.6 x 250 mm; 90 A; 4 pm). Las
fracciones colectadas se analizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF para identificar al
péptido GS-Tt28. El rendimiento global en la obtencién de GS-Tt28 fue de 50 microgramos por
litro de cultivo pg/l (£ 10 pg).
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Tt28

Rosetta Origami
PM OH 2H GH 24H PM OH 2H G6H 24H PM OH 2H GH 24H PM OH 2H 6H 24H
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Figura 3.2. Cinéticus de expresién 4 30 °C y 0.5 mM de IPTG. La produccion de la proteina de fusion de GS-T128 se

monitoreo en las cepas mostradas en la figura.
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El bajo rendimiento en la produccién se buscé aumentar la cantidad de proteina
recombinante por medio de replegamiento. Cabe recordar que para realizar un estudio de
estructura por RMN es necesario que la muestra tenga una concentracién igual o mayor a 1.0 mM.
Los productos generados con las condiciones empleadas se muestran en los cromatogramas de la
Figura 3.3. En el segundo cromatograma (ampliacion del primero) se muestran los productos del
replegamiento con el par redox glutatién reducido 3.0 mM / glutatién oxidado 0.3 mM, Arginina
150 mM (agente caotropico) a pH 8.0 48 horas. Con ninguno de los productos generados se
confirmé la obtencién de GS-Tt28 con la presencia de tres puentes disulfure (“oxidada”).

a 500 - 65 b 3504 - 65

450 |- 60 1 - 60
400 I 55 | L ss
] : 250 4

300 <
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mAU

200 o

150 <4

100 <

min min

Figura 3.3. Especies parcialmente reducidas de GS-Tt28 generadas via replegamiento. En el inciso a se muestra el

cromatograma de la reaccién de replegamiento. En b la ampliacién de los productos generados via replegamienco.

Con una muestra pura de proteina {Figura 3.4 inciso A} se optimizaron por separado las
reacciones enzimédticas con Tripsina v Glu-C para la determinacion de los puentes disulfuro de la
proteina recombinante producida en Rosetta (Tris 50 mM pH 8.0, 37 °C, 18 horas v una relacidn 1 a
20 w/w de enzima y sustrato respectivamente). Los productos de la reaccion fueron analizados por
espectrometria de masas MALDI-TOF (Figura 3.4 inciso B). Con base en el anilisis de los
fragmentos enlistados en la Tabla 3.1 y la evidencia experimental (Figura 3.4 inciso B} se determiné
que esta muestra poseia una conectividad de cisteinas C1-C4, C2-C5 y C3-C6; clasica de la familia
a- de las toxinas bloqueadoras de canales idnicos. Este resultado fue sorpresivo ya que se esperaba
una conectividad como la que se determiné en Ti2b y Ts16; sin embargo, el espaciamiento de las
ultimas 4 cisteinas en Tt28 estd relacionado con la conectividad experimental®. Este resultado fue

utilizado en el cdlculo de estructura.
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Figura 3.4. Purificacién de GS-Tt28 por cromatografia liquida de alta eficiencia (A) y determinacién de la

conectividad de puentes disulfuro (B).

Tabla 3.1. Relacién de pesos moleculares y fragmentos caracteristicos para dos de las conectividades probables del
péptido GS-Tt28.

Reaccién de digestién con

o Conectividad de a-KTx Conectividad tipo Tt2b Fragmentos experimentales
Tripsina y Glu-C
Peso Masa calculada Masa calculada
Fragmento Puente(s) Puente(s) [m/z]
molecular m/z [M+H"] m/z [M+H*]
GSGCITPE 649.66 Ci-Cy 1,588.72 Ci-Cs 1,012.08 1,588.91
YCoSMWC3K 920.12 C-Cs 1,282.54 Co-Ca 1,859.18 -
VK 245.31 Cs5-Ce 1,350.61 C3-Cs 1,350.61 -
VSQNYCysVK 940.07 Co-Cs & C5-Cs 1,712.03 Cr-C4 & C3-Cs 2,288.68 1,711.95
NCsK 363.42 - i - - -
CsPGR 431.50 - - - - R

3.3.2 Estructura

Se cultivaron e incubaron mas de 20 litros de cultivo para obtener cerca de 1.0 mg de
muestra para realizar los experimentos de RMN DQF-COSY, TOCSY y NOESY (150 y 300 ms). En
la Figura 3.5 se muestran los experimentos NOESY con dos cantidades distintas de GS-Tt28 (500
pgy 6.5 mg). La cantidad de senales NOE no crece proporcionalmente con la cantidad de muestra.
Este hecho esta conectado directamente a las caracteristicas intrinsecas de la molécula. La
dispersion de los protones de amida en abarca apenas un par de partes de millén; el intervalo va por

arriba 7.0 hasta antes de 9.0 ppm. Este es un indicio del tipo de estructura estudiada. Las proteinas
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con elementos estructurales perfectamente definidos abarcan una regién mdas amplia que va desde

6.5 hasta por arriba de 9.5 ppm (Figura 3.5).

El valor de RMSD del ensamble de las 20 estructuras obtenidas en CYANA 2.1 fue de 1.5 A;
un valor extremadamente alto para definir una estructura. Este resultado refleja la divergencia de
las coordenadas atémicas entre los modelos que cumplen con las restricciones derivadas de los
espectros NOESY. Esto se debe a la poca cantidad de restricciones NOE. Si analizamos la Tabla 3.2
podremos observar que el niimero de restricciones totales son apenas 240 de las cuales tinicamente
23 son dce larga distancia. Sin embargo, la poca cantidad de sefiales NOE no ¢s debida a la cantidad
de muestra si consideramos que la integracidn v ¢l cdleculo estructural se realizé con las
restricciones NOE derivadas de la muestra de 6.5 mg (con una gran contribucidn de impurezas). El
valor de RMSD y el niimero bajo de restricciones indican que la estructura terciaria de este péptido

no estd totalmente definida.
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Figura 3.5, Experimentos NOESY de GS-Tr28 a distintas coneentraciones, A) Experimento NQE con 500 pg de

muestra en tubo shigemmi de 3 mm. B) Experimento con 6.5 £ 0.62 my de proteinag en tubo de 3.0 mm.



Tabla 3.2. Restricciones de distancia obtenidas en CYANAZ2.] para la
estructura del péptido recombinante GS-Tt28

Restricciones GS-Tt28
Totales 240
Locales, |i-j|<=1 164
Intermedias, 1<|i-j|<5 53
De largo alcance, |i-j|>=5 23
Funcién objetivo 0.04
RMSD promedio 1.51A

En la Figura 3.6 podemos observar que la estructura de GS-Tt28 estd compuesta por dos
hélices alfa, conectadas por tres puentes disulfuro y posicionadas practicamente de forma
perpendicular entre ellas. La presencia de hélices alfa y ninguna hoja beta nos recuerda el
plegamiento de Tt2 y Ts16 (Figura 3.1). Sin embargo, es importante remarcar que las hélices se
forman a pesar de la presencia de la conectividad de puentes disulfuro que estabiliza normalmente
un plegamiento CS-a/f. Si analizamos la posicién de los residuos aromaticos y basicos dentro de la
estructura podemos encontrar que el carbono alfa de la lisina nimero 19 y el centro del anillo
aromatico de la tirosina 22 se encuentran a 6.9 + 1.0 A. Esto es totalmente congruente con lo
establecido en la teoria de la diada funcional la cual menciona que la distancia entre esos dos

puntos es de aproximadamente 6.6 A.

Figura 3.6. Representacién estereoscopica de la toxina GS-Tt28. En la figura se destacan los puentes disulfuro

de amarillo ademas de los extremos amino y carboxilo terminal.
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Una explicacion del plegamiento de GS-T28 esta ilustrada en la Figura 3.7. En la ilustracién
se muestra la interaccién entre las cadenas laterales del triptéfano 10 y las valinas 15 y 21 (Figura
3.8). Estas interacciones se determinaron a través del experimento NOESY. La estructura mostrada
concuerda con la asignacion de los sistemas de espin v respeta las restricciones de distancia y
angulos de torsion derivadas de la integracion de las sefiales NOE. Estos contactos junto con la
exposicién de los residuos hidrofilicos son las fuerzas responsables del plegamiento de GS-Tt28. Si
se suprimiera la presencia del aminodcido 10 (como ocurre en Tt2b vy Tsl6) se abatiria una zona

extensa de contactos hidrofdbicos.

Figura 3.7. Representacién de listones de la estructura y algunas cadenas laterales de GS-Tt28. Las
cadenas laterales ilustradas en las figuras muestran interacciones hidrofdbicus {sefiales NOE en el

analisis de RMN) las cuales pueden ser responsables del plegamiento adoptado por este péptido.

En la Figura Figura 3.8, se hace un contraste entre las secuencias primarias de Tt28, Tt2b y
Tsl6. La figura ilustra los elementos de estructura secundaria junto con la conectividad de los
enlaces disulfuro de cada péptido. Nuevamente, La diferencia primordial entre las secuencias se
remarca en la posiciéon nimero 10. En Tt28 el aminodcido de esta posicién es un triptéfano; un
residuo de cardcter hidrofébico, aromético y el mas voluminoso. En Tt2b vy Tsl6 se encuentra una
glutamina, cuyas caracteristicas quimicas de la cadena lateral (polar sin carga} difieren

significativamente de las del triptéfano.
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Figura 3.8. Alineamiento de la secuencia de amincicidos de Tt28, Tt2b y Tslé. Los amincécidos idénticos en las tres

secuerncius se resaltan en color azul claro. Las lineas que conectan las cisteinas en azul obscuro indican la conectividad

de los puentes disulfuro. Los porcentajes de identidad de Tt2b y Ts16 con Tt28 son 65.0% y 62.0%, respectivamente.

En el comparativo entre los espectros de la muestra nativa (50 pg) v GS-Tt28 en la Figura
3.9, podemos destacar en primera instancia las posiciones y formas de las sefiales. En los espectros
unidimensionales de hidrégeno (*H} se identifican con asteriscos las sefiales similares en forma y
proporcién (tamafo) que podrian proceder del mismo sistema de espin en cada una de las
muestras. Seilales clave como la(s) localizada(s) alrededor de 10 ppm (inciso G) muestran las
diferencias en conformacion. La seflal referida pertenece al 'H unido al dtomo de nitrégeno en la
cadena lateral del triptéfano ntmero 10 (ver Figura 10). La disminucion del valor de
desplazamiento quimico en la muestra nativa puede asociarse a una orientacién de este hidrogeno
hacia el seno de la conformacion (mayor densidad electrénica es igual a mayor efecto de
apantallamiento lo cual se refleja en un valor menor del desplazamiento quimico). En el caso de la
muestra de GS-Tt28 el hidrégeno parece estar mds desprotegido, es decir, orientado hacia el
exterior de la estructura. Este hecho junto con las diferencias de otras senales supone una
conformacién diferente. Sin embargo, hay sefales con desplazamientos quimicos muy similares
con lo cual planteamos que no hay una divergencia fuerte entre las conformaciones nativa y la de

GS-Tt28.
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Figura 3.9. Espectros de hidrégeno 'H de A) Tt28 nativa y B) GS-Tt28. La dispersién similar de lus sefiales en ambos
espectros. En los incisos C-G) se hacen comparativos de regiones especificas y sefiales claves, las cuales demuestran las

similitudes y diferencias estructurales evaluadaus de forma enalitativa.
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3.4 Conclusiones

El modelo estructural del péptido recombinante GS-Tt28 asemeja al plegamiento adoptado
por la toxina k-BUTTX-Tt2b y el péptido Ts16; sin embargo, la disposicion de las hélices alfa y la
conectividad de los puentes disulfuro modifica la estructura. Esto nos permite establecer que en el
caso de GS-Tt28 la conectividad de los puentes disulfuro no dicta el plegamiento de la proteina,

sino que Gnicamente estabiliza la estructura global.

La comparacién de los espectros de hidrégeno refleja el caracter hibrido de la estructura
tridimensional del péptido recombinante GS-Tt28 la cual en algunas zonas del espectro las senales
de la muestra nativa y recombinante se asemejan en desplazamiento quimico y en forma. Con esto
concluimos que es necesario determinar las condiciones adecuadas para que el péptido
recombinante adopte el plegamiento nativo y con ello comprobar la hipétesis sobre el plegamiento

de Tt28.
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Apéndices

A.l Medios de cultivo

Medio Luria Bertani (LB). Modificacién de Miller

Tripsina 10 g/L
Extracto de levadura 5g/L
NaCl 10 g/L
pH 7.0

Disolver completamente los componentes en 1 L de agua destilada y ajustar el pH de la disolucién.

Inmediatamente esterilizar la disolucion en autoclave a 120 °C y 16.5 psi durante 20 minutos.

Medio minimo M9”

Sales M9 5X 200 ml
NH.Cl 1.0g
Disolucién de D-Glucosa 20% w/v © 20 ml
Vitaminas BME 100X © 10 ml
MgSO; 1.0M @ 2.0 ml
CaClL, LOM @ 100 pl
Metales traza 1000X @ 1.0 ml
pH 7.0

Esterilizar todos los componentes por separado (f: filtracion a: autoclave) exceptuando las sales M9
5X. Para un litro cultivo, anadir en un matraz Fernbach o Erlenmeyer 770 ml de agua destilada, 1.0
g cloruro de amonio y 200 ml de sales M9 5X; homogenizar la mezcla y esterilizar por autoclave.

Anadir el resto de los componentes estériles cuando la disolucién alcance la temperatura ambiente.

" Al afadir los metales traza y el CaCl, la disolucién puede tornarse turbia, se recomienda agitacién
manual al agregar estos componentes. El cloruro de amonio puede ser sustituido por sulfato de amonio y

durante la optimizacién de las condiciones se utilizan reactivos sin marcaje isotépico.
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Sales M9 5X

KH,PO, 150¢g
Na,HPO,-7H,O 64.0g
NaCl 25g
pH 7.2

Ajustar el pH con NaOH. El cloruro de amonio puede agregarse a esta disolucién respetando la

proporcién indicada.

Metales traza 1000X

FeCl; (~ 0.3% HCI) 100 mM 5.0 ml
CaCl, 200 mM 1.0 ml
MnCl, 400 mM 250 pl
ZnSO, 200 mM 500 pl
CoCly 100 mM 200 pl
CuSO, 100 mM 200 pl
NiSO, 100 mM 200 pl
H;BO; (calentar H,O) 100 mM 200 pl

Esterilizar por filtracién y alicuotar en tubos de 2 ml.
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A.2 Disoluciones amortiguadoras

Tabla A.0.1. Disoluciones amortiguadoras utilizadas en la lisis y corte de las proteinas de fusién.

Disolucién amortiguadora

Componente BLI BLII BCl BCII
Tris 50 mM
NaCl 150mM
Imidazol - 10 mM - -
SDS - - - 5.0% w/v
pH 8.0

Tabla A.0.2. Disoluciones amortiguadoras utilizadas en la purificacién las proteinas de fusién. La

diferencia entre las tres disoluciones es la concentracién de imidazol.

Disolucién amortiguadora

Componentes
LHI LHII LHIII BEI
Tris 50 mM
NaCl 150 mM
Imidazol 10 mM 20 mM 50 mM 500 mM
pH 8.0
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A3 Experimentos 3D y asignacién de los espectros de rHge36

i ] HN(CO)CA
Cg Cg
| |
Ca,| @ ||=C N Cq C N Cq C
| | /| |
H O H
——a L ) J
H i-1 i

A 1. Interpretacién del experimento HN(CO)CA (izquierda) v esquema de la transferencia de magnetizacion

{(derecha).

i ] HNCA

s Cs

o | @ | |
@ | 13C N Ca C N Ca C
| I/ |
H O H O

p— L J )
H i-1 i

A 2, Interpretacion del experimento HNCA (izquierda) v esquema de la transferencia de magnetizacién (derecha).
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i CBCA(CO)NH / HN(CO)CACB

B, | o He—Cs—Hs  Hp—Cs—Hs

13 N—Cy=—C=—N=—Cy—C

1

'H i1 i

A 3. Interpretacién del experimente CBCA{(CO)NH/HN(CO)CACB (izquierda) y esquema de la transferencia de

magnetizacién {derecha).

i ] CBCANH / HNCACB
B, | o Hes Ce Hg Hg Ce Hg
CB;‘ . ' : /
: 1C N Ca C N Cq C
d,| @ .
| |
Co, | @ H “He O H H~ O
— l ) L J
'H i-1 [

A 4, Interpretacién del experimento CBCANH/HNCACB (izquierda) y esquema de la transferencia de

magnetizacién {derecha).
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Scorpine-like peptides are two domain peptides found in different scorpion
venoms displaying various antimicrobial, cytolytic, and potassium channel-
blocking activities. The relative contribution of each domain to their different
activities remains to be elucidated. Here, we report the recombinant produc-
tion, solution structure, amd antiparasitic activity of Hge36, first identified as
a maturally occurring truncated form of a Scorpine-like peptide from the
venom of Hoffinannihadrurus pertschi. We also show that removing the first
four residues from Hge30 renders a molecule with enhanced potassium chan-
nel-blocking and antiparasitic activities. Our results are important to
rativnalize the structure-function relationships of a pharmacologically versa-
tile molecular scaffold.

Keywords: antiparasitic; Hoffimannihadrirus gertschi (previously Hadrurus
gertsehi); KTx potassium  channel-blocking toxin; scorpine; solution
structure NMR. and HgeD

Ammal venoms contain multiple hologically active
compounds, some of which exert functions with thera-
peutic potential [1,2]. Scorpine-like peptides found in
different scorpion venoms [3] are one type of such
compounds, displaymg varous antirmerobal, cytolytic,
and potassium channel-blocking activities [4]. Ther
name makes a direet relerence o the first scorpine 1so-
lated lrom the venom of the scorpion Pandinus impera-
tor [5]. Scorpine (UmProt: P36972) is a potent
inhibitor of Plasmodium’s in-vector developmental

Abbreviations

stages, both in vitro [5-7], and by paratransgencsis
in vivo [8-10]. Peptides closely resembling scorpine
have been purified from the venom of several scorpion
species [11,12] and precursors sequenced from venom
gland hibranes ol an even larger number of speaes (an
updated hst can be found as part of the UmProt am-
mal toxin annotation program available at http://ven-
omzone.expasy.org/, for a review see [13]). Besides the
inhibitory activity of scorpine on Plasmodium, other
scorpine-like peptides display antibacterial (HS-I1,

ACN, acetonitrile; CNBr, cyanogen bromide; DPFGSE, double pulsed field gradient spin echo; KTx, potassium channel-blocking toxin;

TEA, trifluoroacetic acid.
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UniProt: POC2F4 [11]), potassium channel-blocking
(Ev7, UniProt: PODL47 [14]), and cytolytic activities
(HgeScplpl, UniProt: QOGY40 [12] from Hoffinanni-
hadrurus  gertschi, previously named as Hadrurus
gertschi [15]). Scorpine-like peptides are related with
the earlier identified beta-KTx type of scorpion venom
components [16-19]. Some beta-KTx peptides are
high-affinity potassium channel blockers such as
TsTXK-beta (UmProt: P69940 [16]). Other beta-KTx
are poor blockers of potassium channels, al least in
the limited number of systems tested, yet some display
antibacterial (LaIT2, UniProt: C7G3K3 [19]) or
antiparasitic  activities (MeuTXKbetal, UniProt:
AYXEGD [20]). Scorpine-like and beta-K'Tx are classi-
fied mto three sublammlies, whose protolype members
are TsTXK-beta for subfamly 1, BmTXK-beta (Um-
Prot: QINICG [18]) for subfamly 2, and scorpine for
subfamily 3.

Scorpine-like and beta-KTx full-length mature pep-
tides are composed by an extended N-terminal domain
followed by a three-chsulplnde bndged C-terminal
domam with the sequence signature of the Cystine-
stabilized alpha/beta (CSafi} motif. The N-terminal
domains of MeuTXKbetal (subfamily 1 [20]),
MeuTXKbeta3 (subfamily 2, UniProt: POCHS7 [21]),
and Opiscorpine-1 (subfamily 3, UmProt: Q5WRO03
[22]} adopt amphipathic alpha-helical structures in sohi-
tion. The CSap motif-containing domains of scorpine-
like and beta-KTx peptides are more closely related to
invertebrate defensins, antimicrobial peptides involved
in the innate immune response of several invertebrate
groups [23], than to the classical scorpion toxing
112,17,22). Up until now, no experunental structure ol
any CSaff domains of scorpine-like and beta-KTx
peptides has been reported in the Protein Data Bank.

The contribution of each domain to the different
activities displayed by scorpine-like and beta-KTx pep-
fides remains uncertain. While the N-termmnal domain
sulfices for the antimacrobial elfect of MeuTXKbetal,
MeuTXKbeta3, and Opiscorpine-1 [20-22], n the case
of HgeScplpl (subfamily 3), the N-terminal domain
(corresponding to residues 4-31) loses the antibacterial
effect of the full-length peptide [12]. Moreover, full-
length HgeSeplpl is cytolytic, but a potassium
channel-blocking activity is unmasked by removing the
N-terminal domain by chemical cleavage at a
Methionine residue (ITgeD, corresponding to residues
33-76 [12]). Interestingly, a naturally occurring trun-
cated form of HgeScplpl, named Hge36, correspond-
g to residues 29-76, 15 also a noncytolytic blocker of
potassium channels albeit with a more restricted spec-
trum and lower activity [12]. Several other naturally
occurring truncated forms of scorpine-like and beta-

83

0. Flores-Solis et al

KTx peptides have been described [24,25], some of
which display a dramatic switch in the activities when
compared with those of their full-length versions. For
mstance, a vanant of AaTXK-beta (sublamuly 1, Um-
Prot: P69939) missing the most N-terminal residue
(residues 2-64) is a high-affinity activator of Kv7
potassium channels, while the full-length version is
inactive in those channels [26].

Here, we report the study by NMR spectroscopy
and biological assays ol two truncaled versions of the
scorpine-like peptide MgeScplpl differing in the pres-
ence or absence of four N-terminal residues: TTge36
and MgeD. We show that both peptides reduce the
viabihity ol cysticerar of Taenia crassiceps and induce
apoplosis m throphozoites of Entamoeba histolytica at
submicromolar concentrations, while having minimal
effects on lymphocytes. Iinally, we highlight the influ-
ence of the N-terminus in their antiparasitic and potas-
sium channel-blocking activities . Our results shed
light on the structure-function relationships of a large
larmly of bologically active peptides.

Material and methods

rHge36 cloning

On the basis of the amino aad sequence of Hge3d reported
in the UmProt entry QOGY40 [12], we designed a codon
usage-optimized gene to carry out the expression in Esvcher-
ichia coli. The gene designed (purchased to Epoch Life
Science, Missowri City, TX, USA) includes an enterokinase
recognition site at the N-terminus of rHge36 between the
restriction sites Kpnl and BamHI. The DNA purchased
was cloned to extract the fragment designed and ligated in
the pET32a expression vector, which has a thioredoxin-A
chaperon protein and a His-Tag for punfication. The plas-
mid construction was confirmed by the DNA sequencing
service from Laragen Inc (Culver City, CA, USA).

Production and purification of recombinant
Hge36 and HgeD

All the recombinant peptides were produced using the same
strategy reported by Marley [27], changing only the culture
media by LB instead of M9 by modifyving the composition
of the cultuwre media to incorporate, or not, magnetically
active isotopes in the samples. The recombinant peptide
rHge36 were produced in the strain Rosclta of E. coli as
follows. Cells trapsformed with pET32a-rHge36 plasnud
were incubated in LB media (Miller’s modification) at
37 °C and 220 r.p.m. When the optical density of the cul-
ture measured at 600 mm reached a value of 0.7 unils the
expression inductor (IPT(G) was added to reach a final
IPTG concentration of 0.5 ms. Incubation temperature

FEBS Letters (2016) @ 2016 Federation of European Biochemical Sociotios
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and shaking were held for 6 h. We optimized the time (8 h)
and (emperature (30 °C) alter the induction for single-
(**N) and double-labeled proteins (**C and “N). The cells
were collected by centrifugation at 5000 g for 30 min and
subsequently resuspended in 20 mL of lysis buffer (50 mm
Tris, 300 my NaCl at pH 8.0) for each gram of cell pellets
in all expressions. The extraction of protein was done by
sonication (20 pulses of 30 s with 60 W; 90 s delay between
each pulse). Proteins were [ractionated by ion-metal affimty
chromatography (IMAC; Hi-Trap chelating columns from
(rE-Healthcare, Waukesha, WI, USA). The fraction with
the protein studied was dialyzed overnight against Tris
50 mnt 150 NaCl. Protein concentration was determined by
Bradford assay and then adjusted to 3.0 mgml ' for an
enzymatic digestion using 0.5 units of enterokinase
(EkMax, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
for each mg of fusion protein. The cut reaction was ineu-
bated 16 h at 37 “C and then centrifuged at 3000 g for
15 min and then totally clanfied by filtration (0.45 pm poly
{vinylidene difluoride) (PVDF); Millipore, Billerica, MA,
USA). The fragments with thioredoxin and His-tag were
removed by a second IMAC.

Reverse phase chromatography

Protein samples [or reverse phase HPLC were prepared with
the wide-pore Strata-Cl8 cartridges from Phenomenex.
Final separations were pecformed with a Proteo C12 column
from Phenomenex (90 A pore size, 4.0 pm particle size, and
250 % 4.6 mm size). The optimal gradient employed for all
purification runs from 15.0% A (H-0 + 0.05% TFA v/v) to
35.0% B (ACN + 0.05% TFA v/v)in 10 min.

Mass spectrometry and enzymatic digestions for
disulfide bonds connectivity determination

The MALDI-TOF experiments were performed on a Bru-
ker Daltonics Microflex LT mass spectrometer. For each
analysis, 1 pL of an eluted fraction from HPLC purifica-
tions or enzymalc reaction was mixed with 10 pb of
matrix (supersatwrated dissolution of a-cyano-d-hydroxy-
cionamic acid in acetonitrile and water 2 : 1 added with
0.05% v/v trilluoroacetic acid), and then 1 pL of this mix-
ture was spotted onto the MALDI plate and later analyzed.
For disulfide bond connectivity determination, 5 pg of pure
rHge36 and 250 ng of trypsin were dissolved in 25 puL of
buller reaction (Trs 50 myM al pH 8.0) and then incubated
at 37 °C for 16 h. The products were processed and ana-
lyzed by MALDI-TOE.

CNBr reaction

A sample of M-HgeDd was directly dissolved in trifluo-
roacetic acid at 50.0% v/v to get a final protein

FEES Letters (2016] @ 2076 Federation of Ewropean Biochemical Societies
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concentration of 10 mgmL *. Subsequent to the addition
of the protein, the oxygen in solution was purged with
mtrogen prior to the addition of an excess of 100-fold
molar equivalents of cyanogen bromide (CNBr; 5.0 m;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for each methionine
in the protein sequence. Reaction was protected [rom light
sources during 24 h under stiv in N atmosphere. The reac-
tion was quenched adding water with a proportion of four-
fold reaction’s volume. The protan solution was diluted
with water until the pH was higher than 1.5 Finally, the
sample was recovered from the solution by Strata car-
tridges and prepared for reverse phase HHPLC purification.

NMR spectroscopy

Dry peptide samples were dissolved in detomzed water and
5.0% D20 v/v(Cambridge Isotopes Laboratories, Tewksbury,
MA, USA). The pH value of all samples prepared was
near to 3.5 with a protein concentration of 3.0 mMm. All
experiments in the 500 MHz spectrometer were carried out
on 4 3.0 mm probe equipped with three channels at 297 K
and without spinning the tubes. 2D NMR spectra DQF-
COSY, TOCSY, and NOESY were acquired in a Vanan
INNOVA 500 MHz. Water signal was successfully sup-
pressed with the Double Pulsed Field Gradient Spin Echo
(DPEGSE) [28]. The TOCSY-HSQC (80 ms spin lock mix-
ing time) and NOESY-HSQC (150 ms mixing time) experi-
ments were recorded using the single N-labeled protein.
3D NMR  spectrum HNCO, HNCOCA, HNCA,
HNCACO, CBCANH, and CBCACONH experniments
were performed with double-labeled protein sample. The
2D-TOCSY (B0 ms of mixing (ime) and 2D-NOESY
(150 ms of mixing time) experiments were acquired in a
Bruker ASCEND (Bruker BioSpin, Billerica, MA, USA)
spectrometler operating al 700 MHz in the same experi-
mental conditions except for the probe which was a
5.0 mm probe with two channels.

Structure calculation

Expenmental data sets were processed with the NnMrprer soft-
ware [29]. Peak picking, spin systems identification, and
NOE signals assignment were done in CARA 1.8 [30]. Auto-
matic NOE assignments and structure caleulations were per-
formed in cvana 2.1 [31]. Each protein model was
constructed with a set of 20 structural representations
selected from caleulations using the lowest energy value and
no violations constraints. Individually, the assemblies were
submitted to a molecular dynamics refinement in ampez 9
following the protocol previously described by Gurrola er al.
[32]. Refined structural models of rHge36 and HgeD) were
validated and uploaded to the Protein Data Bank (PDB ID:
SIPO and 5IYT, respectively) and Biological Magnetic Res-
onance Bank (BMRB 1D: 30033 and 30059, respectively).
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Cysticidal activity
Biclogical materials

Tuenia crassiceps WFU strain cysticerci were obtained from
experimentally infected mice, briefly, 6 weeks old female
BALB/cJ mice were infected with 10 WEFU strain 7. crassi-
ceps cysticerci in peritoneal cavity using a 20G needle and
euthanized 90 days after cysticerci inoculation. The mice were
purchased by Harlan Laboratories (Mexico) and maintained
in a pathogen free environment at the Medicine School,
UNAM ammal Care facihties. Animals were monitored every
day, all mice presented good health until sacrifice at 90 days.
Cysticerel obtained were washed four times with sterile ice-
cold PBS (137 mm NaCl, 2.7 mm KCl, 8.1 mm NaHPO,,
and 1.47 mmM KH,PO,, pH 7.2) and used for experiments.

In vitro experiments on 7. crassiceps cysticerci

Nonbudding T. crassiceps cysticerci 2-3 mm in diameter were
incubated overnight at 370C in a humid chamber with 5%
CO; in RPMI 1640 media (GIBCO-BRL, San Francisco, CA,
USA) with 1 mm sodium pyruvate, 0.1 mm penicillin
(100 U:mL %), and streptomycin (110 pg-mL Y). On the fol-
lowing day, groups of 20 cysticerci were treated with different
concentrations of the peptides: 10, 50, 100, 200, 500, and
1000 nM; they were monitored for periods: 1, 3, 6, 12, and
24 h. Motility, integrity of cysticerci, and evagination of the
scolex were used as parameters of viabihty. Motility and integ-
rity of the bladder wall were assessed by observation in an
inverted light microscope (Eclipse TS 100-F; Nikon, Tokyo,
Japan). Percent evagination was estimated after incubating
the cysticerci in 1% pig bile in RPMI for 2 h. As control
groups of cysticerct were incubated in RPMI medium (nega-
tive control) and with praziquantel (PQZ) dissolved in EtOH
(positive control) at different concentrations (0.0001, 0.01, 1,
10, 50, and 100 nm). Additionally, a control for the vehicle
(EtOH, final concentration of 0.5% v/v) was also tested.

Ethics statement

Animals were euthanized using intravenous pentobarbital
(210 mg-kg 1), according to the Official Mexican Norm:
NOM-062-ZO0-1999 for production, care, and use of labo-
ratory animals. All procedures are in strict accordance with
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of
the NIH, USA. The research protocol was approved by
Research and FEthic Committee of the Medicine School,
Universidad Nacional Auténoma de México (007-2012).

Amoebicidal activity
Parasite culture

Entamoeba histolytica HM1-IMSS trophozoites were axeni-
cally grown in TYI-833 medium. Amoebas (1 x 105 of live

)
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trophozoites) were placed in 96-well plates in an anaerobic
chamber with 300 pL TYI-S33 supplemented with each
compound so that the final concentrations were as follows:
1000, 100, 10, 1 nM.

Parasite viability

Amoebic trophozoite viability was assessed employing the vital
marker Trypan blue done at 24, 28, and 72 h under a micro-
scope using a hemocytometer. Samples of 100 pl. containing
around 1 x 10* treated parasites were added with 1 uL Trypan
blue 0.4% mixed and incubated at room temperature for 3 min.

Mechanism of cell death

To determine the mechanism of cell death, flow cytometry
analysis was done employing the FITC Annexin V Apopto-
sis Detection Kit with phosphatidylinositol (PI) (Biolegend,
San Diego, CA, USA) according to the protocol provided.
Cells were washed with PBS solution and resuspended in the
kit buffer at a concentration of 0.5 x 107 cellsmL '. Then,
100 uL of cell suspension were put in a flow cytometry tube;
5uL of FITC annexin V and 10 uL of propidium lodide
solution were added. After 15 min of incubation at room
temperature (25 °C) without light, 400 uL of annexin V
binding buffer were added to each tube and finally analyze
by flow cytometry in a FACSCan flow cytometer (BD,
Franklin Lakes, NJ, USA).

Human peripheral blood lymphocytes

Lymphocytes were obtained from blood samples of a
healthy individual with written consent. Lymphocytes were
isolated in a Ficoll gradient, and placed in Petri’s dishes
with supplemented RPMI 1640 medium on sterile condi-
tions at 37 °C under 5% CO,. Lymphocytes were sorted by
flow cytometry using a specific F4/80 antibody.

Effect of scorpine-like peptides was analyzed at the IC30
determined in amoebic cultures. Lymphocytes viability was
determined by three independent assays by tnplicate. For
each experiment, 1 x 10° lymphocytes per well were added
in 96-well plate with 90 ul. of supplemented RPMI 1640
plus 10 pl of the corresponding scorpine-like peptide at
final concentrations of 2.6, 8.2, 16.4 nM in each well. Trea-
ted cultures were incubated for 72 h and viability, apoptosis
and necrosis was determined by flow cytometry using the
annexin V-FITC apoptosis detection kit 1 (BD Pharmingen,
San Jose, CA, USA), according to the protocol of
BDPharmingen. Culture media of each well was removed
and replaced with PBS 1x, annexin V, and propidium
iodide markers were added and the cells further incubated
for 15 min. After the incubation time, the cells were fixed
with 50 uL. of a stock solution of p-formaldehyde 3.7%,
and the samples were read in a FACS Aria flow cytometer
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

FEBS Letters {20168} © 2016 Federation of European Biochernical Societies
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Results

Production of recombinant peptides

Recombinant Hge36 (rHge36) was produced in
Rosetta strain of Escherichia coli. We identified an
intermediate peptide of 45 amino acids, named M-
HgeD, as a subproduct in the production of rHge36
which was used to obtain HgeD by chemical hydroly-
sis with CNBr (efficiency at 24 h: 36 £+ 5%). We were
able to incorporate in the peptides "N and "*C iso-
topes with the strategy development by Marley [27].
After the final purifications by HPLC (Fig. 1), the
peptide samples were lyophilized and weighed to estab-
lish for each peptide the global yield in function of the
volume of culture. For rHge36, M-HgeD, and HgeD,

Structure of an antiparasitic scorpine

we obtain 5.3 £ 0.3 mg'L_', 49 £ 0.3 mng"', and
1.7 + 0.3 mg-L™", respectively. The molecular mass of
all peptides and the disulfide bond connectivities were
confirmed by MALDI-TOF mass spectrometry (Fig.
S1). We obtained the mass spectra partners which con-
firm the connectivity between the ordinal numbered
cysteines C1-C4, C2-C3, and C3-C6, thus confirming
the disulfide signature of CSaff motif. This connectiv-
ity is the common scorpion toxin arrangement which
is found in the alpha scorpion subfamily [33]. The con-
nectivity was used in the structure calculations.

NMR structure

Three disulphide bridge constrains and at least 655
NOE restrictions derived from assignments were used

A B € 50 5293.508
=} ]
mAu % B mAu % B = 25 rHge36
- _ <
1400 - rHge36 - & 0.0 === T e
i i 1000 H [ 20 5285 5290 5295 3300 5305
1200 . m/z
i - 500 - D ¢o- 4929.210
1000 — B s
[ L 60 1 60 D il MHgeD
800 — s 600 — . 2] +H 4928.766
] | 40 . | 40 0.0 e
600 = 400 4920 4925 4930 4935 4940
400 - -1t [ o e | e
1 20 L, 20 E 5, 4796.932
200 — U I N S
i 1 ) k ® 2.5 Hasl)
0 - ) 0 - 0 = +H 4797.570
I ' ' ! < 0.0
" o B b & B 4790 4795 4800 4805 4810
Time (min) Time (min) fit

| | |
Mature HgeScplpl gwmsekkvqgildkklpegiirnaakaiVHKMAKNQFGCFANVDVKGDCKRHCKAEDKEGICHGTKCKCGVPISYL
HEge36 0 e s sressassss e ee e VHKMAKNQFGCFANVDVKGDCKRHCKAEDKEGICHGTKCKCGVPISYL
M-HgeD/HgeD = @ «eveicivneneneronsivnonsnnnsans MAKNQFGCFANVDVKGDCKRHCKAEDKEGICHGTKCKCGVPISYL

Fig. 1. Purification, identification and amino acid sequences of HgeScplpl-derived peptides rHge36, MHgeD, and HgeD. (A) RP-HPLC
purification of rHge36 after the enzymatic digestion of the fusion protein with enterokinase, note the product M-HgeD issued from an
unspecific digestion. (B) RP-HPLC purification of HgeD after CNBr cleavage from M-HgeD. The dotted line in all chromatograms represents
the amount of the solvent B composed by acetonitrile (ACN) and 0.05% trifluoroacetic acid v/v (TFA). (C), (D), and (E) are the MALDI mass
spectra for rHge36, M-HgeD, and HgeD, respectively. The experimental mass of each peptide is underlined and the expected mass is
shown at right of each spectrum. (F) Amino acid sequences of HgeScplpi-derived peptides, the fragment naturally processed from
HgeScplp1 is shown in lowercase letters. The disulphide pairing is shown above the sequence block.
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in order to calculate the structures of Hge36 and
HgeD (Table 1). Upper distances limit and root mean
square deviations of the two structural assemblies cal-
culated m cyana 2.1 are summanzed m Table 1. The
final structures from cvana 2.1 show an alpha helix
along with one beta sheet of two strands stabilized by
three disulfide bridges. Ammde protons for amino acids
GLU and CYS at positions 20 and 21 in rHge36 dis-
played a broad signal near 1o the noise level 1 the 2D
NMR expenments difficull to correlate by this type ol
experiments only. Through the 3D NMR spectra, we
were able to find convincing evidence of backbone
connectivity for rHge36. We assigned the CYS 21
ammde proton signal at 10.21 p.p.m., wluch 1s the low-
est field proton in the spectrum. The ammde proton
chemical shilt of GLU 20 was inlerred by 3D

Table 1. Upper distance limits obtained in cvana 2.7 for NMR
structure determination of Hge36, M-HgeD, and HgeD.

rHgeds HgeD
Total /15 665
Short-range, i — 7 1 486 433
Medium-ange, 1 < —j <8 100 90
Long-range, i— 4 & 118 132
Average target function value a.1s 0.21
Average backbone RMSD 10 mean 0.34 0.24
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TOCSY-HSQC NMR expenment. We performed
molecular dynamics simulations in AMBER 9 software
to refine unrestricted regions in the structural models
obtamed 1n cyana 2.1, as previously desenbed by Xaan
[34] and adapted by Gurrola ef al. [32], see Fig. 2.
Table 1 shows the structural data of rllge36 and
HgeD. The RMSD values of the backbone for the
structural assembly models of rHge36 and HgeD were
0.34 and 0.24 A, respectively (calculated from the see-
ond to the penultimate amino acid in each sequence).
The TFig. 2E shows the backbone alignment between
the amino acids 547, in rHge36, and the amino acids
2-43 in MgeD with the lowest energy structural model
of cach peptide. The RMSD value for this alignment
was 0.569 A.

Antiparasitic activity
Cysticerci

To evaluate the effect of peptides over tapeworms cys-
ticerci, we determined wiability of T. crassiceps WFU
cysticerci using the parameters motility, damage on the
bladder wall, and evagination of scolex. Table 81 sum-
marized the qualitative observations of the ellects of
each peptide and positive (PQZ) and negative (RPMI}
controls on 7. crassiceps WFU cysticerci. The three
peptides induced damage to and reduced the mobility

Fig. 2. NMR structures of rHge36 and
HgeD. (4} Ribbon diagram of the solution
structure of rHge36 with the secondary
elements stabilized by the disulfide
bridges. (B} Ribbon of the solution
structure of HgeD showing the same
phase for rHge36. (C} and (DY the potential
surfaces with their ribbon orientations of
rHged6 and HgeD, respectively. The N-
terminus is highlighted in the top-right side
ot each surface. (B} Superposition ot the
cartoon solution structure of rHRe36 and
HgeD in stereo view, N and C terminus
are slated accordingly.
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and evagination of T. crassiceps cysticerci, albeit to a
different extent at the same concentration and with
different IC50s (Fig. 3A-D). In all three parameters,
HgeD 1s more potent than the other two peptides:
geD, damage first seen at 1 h and complete loss of
mohility at 6 h at 1000 nm, IC50 on evagination of
65 + 10 nm; M-HgeD, damage first seen at 6 h and
complete loss of mobility at 12 h at 1000 oM, IC50 on
evagination of 178 £ 9 nm; Hge36, damage first seen
at 3 h and complete loss of mobility at 12 h at
1000 nv, IC50 on evagination of 167 + 16 nm (see
Table 81). The positive control Praziquantel (PQZ)
produced a decrement of mobility at 1 h incubated
with 0.01 oM and totally loss of mobility at 3 h with
10 oM. PQZ do not present visible damage in the blad-
der wall of the cysticerei in all incubation at different
concentrations. PQZ shows a IC50 0.05 + 0.02 nm;
moreover, the vehicle (ItOIH) used to dissolve PZQ)
has no effect in cysticerci viability. The negative con-
trol with RPMI had a 100% of evagination.

Amoebas

We evaluated the amoebicide activity by determining
the viability of amoebas in 24 h intervals after the
treatment with different concentrations of the scor-
pinc-like peptides. A time- and dose-dependent cffect
was obhserved with IC30s of 16.4 4 1.3, R.2 + (0.7, and
2.6 +02nm for rHge36, M-HgeD, and Hge-D,
respectively (Flig. 3E-G). Moreover, at these concen-
trations, we found that apoptosis was the main cell
death pathway, as evaluated by flow cytometry. In this
case, we lound no differences between the three pep-
tides using the 1C50 values for each one, although the
ratio between late apoptotic and apoptotic cells fol-
lows  the  pattern HgeD < M-HgeD> < rHge36
(Table 2). We also tested the effect of the three pep-
tides on lymphoeytes which are cells from the mmmune
systemn that respond to pathogens, substances or parti-
cles that enter into the body. Notably, when scorpine-
like peptides were assayed on peripheral blood cultures
(16.4, 8.2, and 2.6 nm for rHge36, M-HgeD, and Hge-
D, respectively), less than 30% of death cells were

Structure of an antiparasitic scorpine

observed, principally by apoptosis, comparing with
around 70% of wviable cells (Table 2). In all cases, at
same concentrations, the effect was more evident on
amoebas than m lymphoeytes.

Discussion

Structure

NMR structures were determined using 2D and 3D
spectra. 2D spectra were not enough to disperse all
spin systems. Regions around 8.56 and R8.86 p.p.m. in
1M were the most crowded regions which made really
difficult the complete assigmment. It was needed lo
obtain 3D NMR spectra i order to assign all the
amino acids. Connectivity ol the disulphide bndges
was also corroborated in 21D NOESY NMR spectra
hy the presence of cross peaks due to the proximity
between the beta protons in the cysteines’ side chains.
It is important to mention that the presence of cross
peaks between hydrogen ol the side chains ol cystemes
could be mecdental, but several NOEs were lound
additionally that corroborate these results. The final
structures from cyana 2.1 shows an alpha helix along
with one beta sheet of two strands stabilized by three
disulplide bndges, folding into a CSxf motif. This
structural motif is the most common in scorpion
venom toxins [33,35]. However, the N-terminal region
poses more NOE's than the C-terminus, producing
that the N-terminus is better defined. These well-
defined regions of HgeD allow the structure to get a
better RMSD at the same expenimental conditions.
The peptides tHge36 and its shortened versions M-
Hgel> and HgelD are derived from a naturally occur-
ring truncated version of HgeScplpl, which belongs to
the subfamily 3 of scorpione-like and beta-KTx pep-
tides according to the classification previously reported
[12.22]. The structures reported here are the first struc-
tural models ol the CSuf domain of this sublamily.
We show mm Fig. 2AB the structures ol rHge36 and
HgeD; both structures are shown on the same orienta-
tion aligned over the backbone, and are shown super-
imposed in Fig. 2E (figures displayed with VMD [36]).

Table 2. Cell death mechanism. Quadiants 1, Q2, and Q3 are related to 3 necrotic, late apoptotic or apoptotic mechanism of cell death,
respectively. The 04 guadran is related with the percemage of live cells.

Lymphocytes Amocbas
Peptide 071 (%) 02 (%) Q3 (%) 04 (%) an (%) Q2 (%) Q3 (%) Q4 (%)
rHge36 0 74+086 226+13 1007 0 13.3 £ 0.3 51 & 1.3 35.7 £ 1.6
M-Hge36 a 32204 23123 B37+£19 0 6320 57643 362+23
Hgel 0.2 4 0.1 22401 2164 38 762 4+ 39 0 24 409 8.9+ 26 387+ 1.5
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HgeD does not have significant changes in its sec-
ondary structure with respect to the rHge36; both of
them exhibit the same structural motif (RMSD
0.869 /i.). The suppression of the first four amino acids
of rHge36 in HgeD can be more easily contrasted visu-
alizing their potential surfaces calculated with the Apgs
web server (pH 7.0) [37]. In rHge36 model, the N-ter-
minus is emerging from the rest of the molecule,
Fig. 2C. In contrast, the same region from HgeD is
oriented in the opposite direction leaving a more posi-
tive charge surface, Fig. 2D. Both peptides have a pos-
itive charge density near to the N-terminus and the
charge distributions are modified by different shapes.
HgeD has less positive charges due to the loss of a

D. Flores-Salis et al.

lysine residue among the four amino acids suppressed;
however, it shows a bigger positive region due to the
exposure of the positive charge amino acids present in
the N-terminus.

Antiparasitic activities

We observed that M-HgeD and Hge36 peptides have
similar deleterious effects on the viability of T. crassi-
ceps cysticerci as the antimicrobial peptide of Iseganan
IB-367, previously reported [38] (Fig. 3). Although the
HgeD peptide has a stronger effect on the parasite
than its longer relatives and Iseganan IB-367, it has no
better effect than the antihelmintic drug PZQ and

Al(}O-l B 100 C 100 D 100 4
1 1C50 i E } E E
%0 4 20 40 J 653+ 10.1 nm i<}
= = S =
“-:' 60 = 60 E’; 60 4 e\—« 60 -
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- > - m
= m ; = ] ;
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Fig. 3. Antiparasitic effect of the peptides tested on Taenia crassiceps WFU cysticerci (A-D) and Entamoeba histolytica (E-G). For
T. crassiceps, the graphic representations show the effect and the IC50 of: (A) rHge36, (B} M-HgeD, and (C) HgeD compared with control
(D) PZQ. Data are mean + SD (n = 20). For cell viability tested in amoebas, (E) shows the effect of rHge36 with an IC50 16.4 + 1.3 nwm, (F)

M-HgeD 1C50 8.2 £ 0.7 nwm, and (G) HgeD IC50 2.6 + 0.2 num. The

IC50 determined were used in the mechanism of cell death assay.

Inhibitory concentrations for amoebas were calculated by a multivariable analysis.
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further expeniments are needed to clanfy the mecha-
nisms by which these peptides cause damage to the
bladder wall of the cysticerci. In any case, evagination
ol the larvae 1s a necessary siep to reach the adult
stage in the definitive host; therefore, inhibition of
evagination is important to disrupt the life cycle of this
parasites. Neurocysticercosis and taeniosis diseases
caused by Taenia soliwm are a real health problem in
developing countries. PZQ and Albendazole are the
two elfective antihelmintic drugs used against this par-
asite; however, helminthes are acquiring resistance to
them [39]. The use of peptides could be tolerated in
humans and pigs (host for T. selirem) better than anti-
helmmtic drugs which are olten admmstered with dex-
amethasone lo decrcase the inflammatory reaction
produced by the host m response to the death of the
parasite. If this inflammation is not avoided, the host
could die [38,40]. Peptides that kill parasites are being
studied by different research groups to find alternative
antihelmintic drugs [39.41].

Amoehasis 1s the discase caused by the protozoan par-
asile Entamoeba histolytica. 11 1s estmated that 10% of
world’s population is a carrier of antibodies anti-Enia-
moeba and approximately 40 000-100 000 deaths per
year are related to this parasitic disease, principally in
developing countnes [42,43]. Metronmidazole is the first
choice drug for the trecatment of amocbiasis; however,
several side effects that may vary from vomiting, diar-
thea, and up to hallucinations have been reported [44].
These and the presence of resistant strains [45] are mark-
ers of the need of new and less toxic therapies for amoebi-
asis treatment. In this case, scorpine-hke peptides affeet
the cell viability of the amoebas at nanomolar scale. For
instance, their [C50 vales arein average 2000 times more
effective than metronidazole. Moreover, the results
obtained by flow cytometry demonstrates that the main
cell death pathway is apoptosis. This suggests that the
mieraction among peptides and cells al the concentra-
tions evaluated could not generates a cell lysis [16] like
other antimicrobial peptides tested against these parasites
[47]. The mechamsm of action on this type of cells is not
known at the moment, vet HgeD is more active than
Hge36. In addition to the low effect in lymphocytes cul-
tures at the same concentrations, these results support the
idea to use scorpine-like peptides as antiparasific agents.

Concluding remarks

In summary, we report for the first time the structure
ol the CSoff domain ol a scorpine-hke/beta-K'Tx pep-
tide. As no major structural differences between Hge36
and MgeD) were found besides the extended N-termi-
nus in ge36, we suspect that these four amino acids

FEES Letters (2016] @ 2076 Federation of Ewropean Biochemical Societies
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interfere with the recogmtion of the potassimm chan-
nels, Hge36 has a twofold lower potency than HgeD
[12]), and also disrupt the antiparasitic mechanism(s),
leading 1o a two- to lourfold lower activity ol Hge36
against tapeworms cysticerei and amoebas. Our results
suggest that Mge36 and its truncated forms have tar-
gets on the bladder wall and in the scolex of cysticerci,
thus giving the opportunity to develop new molecules
against helminthes. Amocbiade activity of HgeD was
up to 2000 times better than metromdazole, showing
an apoptotic death pathway. Furthermore, the low
cytotoxic effect on human peripheral blood lympho-
cyvtes cultures allow us to suggest that peptides derived
[rom scorpine-like peptides could be good alternatives
[or the antiparasitic treatments used nowadays.

Acknowledgements

DFS and ORL acknowledge to the national council of
science and technology (CONACyT) for the scholar-
ships number 240052 and 240037, respectively. FRP
acknowledges CONACYT project number 166472, This
work was partially supported by Direccion General de
Asuntos del Personal Académico with grants DGAPA-
PAPIIT IN215714 and IN207713 to AL and FRP,
respectively. RCRV research was funded by a Mane
Sklowdowska-Curie/Pres-SUD  grant  (Cofund No.
246556). We acknowledge the LURMN at 1Q-UNAM
which is funded by CONACyYT (Project 0224747) and
TUNAM.

Author contributions

DFS wrote the paper, cloned, produced, purified, and
determined the NMR protein structures; YT con-
tributed writing paper, performed amoeba activity,
and cell histology; ORL and AL contributed writing
the paper and realized cysticerct cxpermments; BERC
and PCS contnbuted wnting the paper and did molec-
ular biology optimization; RCRY wrote the paper and
designed the study; and FRP wrote the paper,
designed experiments, and acquired NMR data.

References

1 King GF (2011) Venoms as a platform for human
drugs: translating toxins into therapeutics. Expert Opin
Biol Ther 11, 14691484,

2 Beeton C (2013) Targets and therapeutic properties. In
Handbook of Biologically Active Peptides (Kastin AT,
ed), pp. 473-482. Academic Press, San Dhego, CA.

3 Diego-Garcia E, Schwartz EF, D’Suze G, Gonzdlez
SAR, Batista CVF, Garcia BI, Rodriguez de la Vega

90



Structure of an antiparasitic scorpine

.

W

[=a¥

-~

=%}

=]

10

1

—

12

13

14

10

RC and Possani LD (2007) Wide phylogenetic
distnbution of Scorpine and long-chain beta-K Tx-like
peptides in scorpion venoms: identification of “orphan”
components. Peptides 28, 31-37.

Rodriguez de la Vega RC, Corzo G and Possani LD
(2015) Scorpion venoms as platform for drug
development. In Venoms to Drugs (King GF, ed), pp.
204-220. Roval Society of Chemistry, Croydon.

Conde R, Zamudio FZ, Rodriguez MH and Possani
LD (2000) Scorping, an anti-malaria and anti-bacterial
agent punfied from scorpion venom. FEBS Lett 471,
165-168.

Carballar-Lejarazi R, Rodriguez MH, de la Cruz
Herndndez-Herndndez F, Ramos-Castaneda J, Possani
LD, Zurita-Ortega M, Reynaud-Garza E, Herndndez-
Rivas R, Loukeris T, Lycett G et al. (2008)
Recombinant scorpine: a multifunctional antimicrobial
peptide with activity against different pathogens. Cell
Mol Life Sci 65, 3081-3092.

Zhang C, He X, Gu Y, Zhou H, Cao J and Gao Q
(2014) Recombinant scorpine produced using SUMO
fusion partner in Escherichia cofi has the activities
against chinieally 1solated bacteria and inhibits the
Plasmodium falciparum parasitemia in vitro. PLoS ONE
9, ¢103456.

Fang W, Vega-Rodriguez J, Ghosh AK, Jacobs-Lorena
M, Kang A and St Leger RJ (2011) Development of
transgenic fungl that kill human malaria parasites in
mosquitoes. Science 331, 1074-1077.

Wang S, Ghosh AK, Bongio N, Stebbings KA, Lampe
DJ and Jacobs-Lorena M (2012) Fighting malaria with
engineered symbiotic bacteria from vector mosquitoes.
Proc Natl Acad Sci US4 109, 12734-12739.

Bongio NJ and Lampe DJ (2015) Inhibition of
Plasmodium berghei development in mosquitoes by
effector proteins secreted from Asaia sp. bacteria using
a novel native secretion signal. PLoS ONE 10,
e0143541.

Uawonggul N, Thammasirirak 8, Chaveerach A,
Arkaravichien T, Bunyatratchata W, Ruangjirachuporn
W, Jearranaiprepame P, Nakamura T, Matsuda M,
Kobayashi M et al. (2007) Purification and
characterization of Heteroscorpine-1 (HS-1) toxin from
Heterometrus laoticus scorpion venom. Toxicon 49, 19-29.
Diego-Garcia E, Abdel-Mottaleb Y, Schwartz EF,
Rodriguez de la Vega RC, Tytgat J and Possani LD
(2008) Cytolytic and K+ channel blocking activities of
beta-KTx and scorpine-like peptides purified from
scorpion venoms. Cell Mol Life Sci 65, 187-200.

Jungo F, Bougueleret L, Xenarios I and Poux S (2012)
The UniProtKB/Swiss-Prot Tox-Prot program: a
central hub of integrated venom protein data. Toxicon
60, 551-557.

Feng J, Yu C, Wang M, Li Z, Wu Y, Cao Z, Li W, He
X and Han S (2013) Expression and characterization of

97

20

21

22

23

24

25

26

D. Flores-Solis et al.

a novel scorpine-like peptide Ev37, from the scorpion
Euscorpiops validus. Profein Expr Purif 88, 127-133.
Santibdfiez-Lopez CE, Francke OF, Ureta C and
Possani LD (2016) Scorpions from Mexico: from
species diversity to venom complexity. Toxins 8, 2.
Rogowski RS, Krueger BK, Collins JH and Blaustein
MP (1994) Tityustoxin Ka blocks voltage-gated
noninactivating K+ channels and unblocks inactivating
K+ channels blocked by a-dendrotoxin in
synaptosomes. Proc Nail 4cad Sci US4 91, 1475-1479.
Legros C, Céard B, Bougis PE and Martin-Eauclaire
M-F (1998) Evidence for a new class of scorpion
toxins active against K+ channels. FEBS Lett 431,
375-380.

Cao Z, Xiao F, Peng F, Jiang D, Mao X, Liu H, Li W,
Hu D and Wang T {2003) Expression, purification and
functional characterization of a recombinant scorpion
venom peptide BmTXKB. Peptides 24, 187-192.
Matsushita N, Miyashita M, Ichiki Y, Ogura T,
Sakuradani E, Nakagawa Y, Shimizu S and Miyvagawa.
H (2009) Purification and ¢cDNA cloning of LalT2, a
novel insecticidal toxin from venom of the scorpion
Liocheles australasice. Biosci Biotechnol Biochem 73,
2769-2772.

Zhu S, Gao B, Aumelas A, del Carmen Rodriguez M,
Lanz-Mendoza H, Peigneur S, Diego-Gareia E, Martin-
Eauclaire MF, Tytgat J and Possani LD (2010)
MeuTXKbetal, a scorpion venom-denved two-domain
potassium channel toxin-like peptide with cytolytic
activity. Biochim Biophys Acia 1804, 872-883.

Gao B, Xu J, Rodriguez Mdel C, Lanz-Mendoza H,
Herndndez-Rivas R, Du W and Zhu § (2010)
Characterization of two linear cationic antimalarial
peptides in the scorpion Mesobuthus eupeus. Biochimie
92, 350-359.

Zhu § and Tytgat J (2004) The scorpine family of
defensins: gene structure, alternative polyadenylation
and fold recognition. Cell Mol Life Sci 61, 1751-1763.
Rodriguez de la Vega RC and Possani LD (2005) On
the evolution of invertebrate defensins. Trends Genet
21, 330-332.

Diego-Garcfa E, Batista CVF, Garcia-Gomez BI, Lucas
S, Candido DM, Gémez-Lagunas F and Possani LD
(2005) The Brazilian scorpion Tityus costaius Karsch:
genes, peptides and function. Toxicon 45, 273-283.
Cerni FA, Pucca MB, Amorim FG, de Castro
Figueiredo Bordon K, Echterbille J, Quinton L, De
Pauw E, Peigneur S, Tytgat J and Arantes EC (2016)
Isolation and characterization of Ts19 Fragment II, a
new long-chain potassium channel toxin from T7zyus
serrulatus venom. Peptides 80, 9-17.

Landoulsi 7, Miceli F, Palmese A, Amoresano A,
Marino G, El Ayeb M, Taglialatela M and Benkhalifa
R (2013) Subtype-selective activation of K(v)7 channels
by AaTXKp, ¢,, a novel toxin variant from the

FEBS Letters {20168} © 2016 Federation of European Biochermnical Societies



0. Flores-Solis et al.

27

28

24

Ul

30

3

32

33

34

35

36

37

Androctonus australis scorpion venom. Mol Pharmacol
B4, 763-773.

Marley J, Tu M and Bracken C (2001) A method for
efficient 1sotopic labeling of recombinant proteins.

J Biomol NMR 20, 71-75.

MNeguyen BD, Meng X, Donovan KJ and Shaka Al
(2007) SOGGY: solvent-optimized double gradient
spectroscopy for water suppression. A comparison
with some existing techniques. J Magn Reson 184,
263-274.

Delaglio F, Grzesiek S, Vuister GW, Zhu G, Pfeifer I
and Bax A (1995) NMRPipe - a multidimensional
spectral processing system based on UUNIX pipes.

J Biomol NMR 6, 277-293.

Keller R (2004) The Computer Aided Resonance
Assignment Tutorial, pp. 1 81, CANTINA Verlag,
Goldau. ISBN 3-85600-112-3.

Crimtert P (2004) Automated NMR structure calculation
with CYANA. Methods Mo! Biol 278, 353-378.
Crurrola GB, Herdndez-Lopez RA, Rodriguez de la
Vega RC, Varga 7, Batista CVF, Salas-Castillo SP,
Panyi G, del Rio-Portilla F and Possani LD (2012)
Structure, Munction, and chemical synthesis of Vaejovis
mexicanus peptide 24: a novel potent blocker of Kvl1.3
potassium channels of human T lymphocytes.
Biochemistry 51, 4049-4061.

Mouhat S, Jowrou B, Mosbah A, De Waard M and
Sahatier TM (2004) Diversity of folds in animal toxins
acting on ion channels. Biochem J 378, 717-726.

Xia B, Tsui V, Case DA, Dyson HJ and Wright PE
{2002) Comparison of protein solution structures
refined by molecular dynamics simulation in vacuum,
with a generalized Born model, and with explicit water.
J Biomol NMR 22, 317-331.

Rodriguez de la Vega RC, Vidal N and Possani LD
{2015) Scorpion peptides. In Handbook of Biologically
Active Peptides (Kastin AJ, ed), pp. 423-429. Academic
Press, San Diego, CA.

Humphrey W, Dalke A and Schulten K (1996) VMD:
visual molecular dyvnamics. J Mol Graph Mode!l 14, 33-35.
Dolinsky TI, Czodrowsla P, Li H, Nielsen JE, Jensen
JH, Klebe G and Baker NA (2007) PDB2PQR:
expanding and upgrading automated preparation of

FEES Letters (2016] @ 2076 Federation of Ewropean Biochemical Societies

38

39

40

41

42

43
44

45

46

47

Structure of an antiparasitic scorpine

biomolecular structures for molecular simulations.
Nucleic Acids Res 35, W522-W525.

Landa A, Jiménez L, Willms K, Jiménez-Garcia LF,
Lara-Martinez B, Robert L, Cirioni O, Barariska-
Rybak W and Kamysz W (2009) Antimicrobial
peplides (Temporin A and Iseganan 1B-367): effect on
the cysticerci of Taenia crassiceps. Mol Biochem
Parasitol 164, 126-130.

Chong MS, Hawkins CP, Cook GC, Hawkes CH and
Kocen RS (1991) A resistant case of
neurocystercercosis. Postgrad Med J 67, 577-578.
Takayanagui OM (1992) Therapy for
neurocysticercosis. Areh Newrol 49, 290.

Kahler P (2001) The biochemical basis of anthelmintic
action and resistance. Inr J Parasitol 31, 336-345.
Brandt H and Tamayo RP (1970) Pathology of human
amehiasis. Aum Pathol 1, 351-385.

Stanley ST. (2003) Amoehasis. Lancer 361, 1025-1034.
WHOC | Amochiasis. URL: http://www.who.int/ith/
diseases/amoebiasis/en/

Groman R (2011} Metronidazole. Rep Carcinog 12,
269-270.

Vermes 1, Haanen C, Steffens-Nakken H and
Reutellingsperger C (1995) A novel assay for apoptosis.
Flow cytometric detection of phosphatidylserine
expression on ¢arly apoptotie cells using Quorescein
labelled Annexin V. J Ianunol Methods 184, 39-51.
Torrent M, Pulido I, Rivas I and Andreu I (2012)
Antimicrobial peptide action on parasites. Curr Drug
Targets 13, 1138-1147.

Supporting information

Additional Supporting Information may be found
online in the supporting information tab for this arti-

cle:
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Fig. S1. Disulfide bond connectivity determination by
enzymatic reaction with trypsin and MALDI-TOF
mass spectrometry data.
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