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Resumen
Se sintetizd, purificod, caracterizé y determiné la estructura tridimensional de la k-

BUTX-Tt2b una toxina proveniente del alacran Tityus ftrivitattus, originario de
Argentina [21] La k-BUTX-Tt2b constituida por 30 aminoacidos la cual su principal
caracteristica de esta toxina es presentar un patron de conectividad entre cisteinas
C1-C5, C2-C4, C3-C6, estos enlaces disulfuro son no convencionales. Esta
caracteristica le otorga a la toxina k-BUTX-Tt2b un motivo estructural CSa/a
diferente a las toxinas convencionales provenientes de los alacranes [21]. Los
motivos estructurales que se encuentran normalmente son CSa/ y presentan

conectividades de enlaces disulfuro C1-C4, C2-C5, C3-C6 [27,5]

Con el interés de conocer y obtener informacion sobre la estabilidad este tipo de
motivo estructural se construyeron mutantes derivadas de la k-BUTX-Tt2b; en estas

mutantes se varia un residuo de aminoacido en la cadena.

Se gener6 la mutante Tx1M1 la cual contiene 30 aminoacidos

k-BUTX-Tt2b GSGCM PEYCA GQCRG KVSQD YCLKN CRCIR

Tx1M1 GSGCM KEYCA GQCRG KVSQD YCLKN CRCIR

En este trabajo se plantea trabajar con el plasmido pET32-a Tx1M1 el cual contiene
el gen que codifica para la proteina Tx1M1. Este plasmido se amplificara en células
DH5a para su posterior transformacién y biosintesis en células Rosseta. Finalizada
la biosintesis se procede a su purificacion y caracterizacion mediante resonancia

magnética nuclear y la obtencién de su masa mediante espectrometria de masas.
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Capitulo 1

Antecedentes
Los alacranes son animales muy antiguos, se estima su existencia en nuestro

planeta desde hace unos 400 millones de afos. Durante ese tiempo han
desarrollado mecanismos de defensa. Uno de estos mecanismos y de lo mas
estudiados es el empleo de su veneno, el cual es una mezcla de sustancias
quimicas. Los componentes mas importantes, desde el punto de vista médico son
péptidos toxicos o simplemente toxinas. Las toxinas son las responsables de
producir el envenenamiento que se observa después de una picadura. Las toxinas
se adhieren a otras proteinas que existen en la membrana celular lo que causa
sintomas de intoxicacion. Algunas toxinas son especificas para ciertos animales.
Como consecuencia de lo anterior solo algunas afectan al hombre. El estudio
bioquimico de los componentes del veneno del alacran es util en el desarrollo de

posibles farmacos y biopesticidas. [6,18].

1.1 Toxinas de Alacranes.
Una toxina se puede encontrar en los venenos producidos por organismos Vivos,

los cuales pueden ser animales, plantas e insectos, entre otros. Este veneno
incorporado en el organismo es capaz de producir alteraciones funcionales y en
algunas ocasiones la muerte. El veneno es un sistema de defensa o de depredacion
que ha permito la evolucion, desarrollo y sobrevivencia de algunas especies [16,18].
Las toxinas afectan normalmente la funcion de los canales idnicos; ya que las
toxinas de naturaleza proteica se unen al poro en la region externa del canal y lo
ocluyen fisicamente impidiendo la conduccion de los iones, lo que produce
alteraciones funcionales. Estos canales ionicos pueden ser de Na*, K*, Ca?*y CI

[3, 18]. Las toxinas bloqueadoras de canales i6nicos son de bajo peso molecular,
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contienen entre 22 y 75 aminoacidos. Estas moléculas son estabilizadas mediante
enlaces disulfuro [18]. Los puentes disulfuro formados por cisteinas le otorgan,
rigidez y una gran estabilidad a la toxina, ademas de proporcionarle una estructura
tridimensional unica (4, 9). Esta estructura podria coadyuvar al estudio de la

interaccion toxina-canal.

La estructura de las toxinas puede presentar una o mas hélices alfa y hebras beta,

como también la combinacion de ambas. Como se muestra en la siguiente figura:

A)

Figura 1.1.- Estructura tridimensional en la representacion de listones de proteinas el
inciso A corresponde a la Tamapina (imagen modificada de la referencia 19), los
puentes disulfuro se indican en color indigo. El inciso B corresponde a la toxina

OmTx1(imagen modificada de la referencia 2).

Las toxinas bloqueadoras de canales potasio pueden clasificarse en subfamilias las

cuales son: a (a-KTx), B (B -KTx), v (y-KTx) y k (k-KTx) [18].

Las toxinas a-KTx son las proteinas mas estudiadas ya que son las mas abundantes
en los venenos de alacran y estan conformadas de 23 a 43 aminoacidos cuya
estructura cuenta con la presencia de 3 a 4 enlaces disulfuro, presentan el motivo

de plegamiento mas frecuente entre las toxinas de origen animal. Este motivo

12
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presenta hélices alfa unidas a hebras beta por puentes disulfuro; a esta combinacion
se le denomina motivo CSa/B. Estas toxinas son conocidas por bloquear canales

tipo Kv Shaker [18].

Las toxinas B -KTx estan formadas por proteinas por aproximadamente 47 a 84
residuos de aminoacidos estabilizados por 3 puentes disulfuro. En esta familia se

han determinado enlaces disulfuro con un motivo estructural CSa/p [3, 18].

Las toxinas y-KTx esta formada por proteinas de 36 a 47 aminoacidos con la
presencia de 3 o 4 puentes disulfuro. Adoptan el motivo estructural CSa/B [18]. La

caracteristica principal de este tipo de toxinas es que bloquean el canal ether a go
go.

Las toxinas k-KTx estan formadas por aproximadamente 22 a 28 residuos de
aminoacidos. Esta familia presenta un motivo estructural CSa/a estabilizado por dos

puentes disulfuro [2, 18. 23]

El escorpion Tityus trivitattus es la especie mas peligrosa en Argentina. El piquete
de esta especie genera vomito, hipertension, taquicardia e incluso la muerte [1]. Por
esta razén es importante estudiar y conocer la composicion quimica del veneno y
su interaccion con el organismo. En el veneno del escorpidn Tityus trivitattus se han
identificado algunas toxinas como la Tt28 [11,3], TtBut-toxin [2] y k-BUTX-Tt2b (Tx1)

[21].

1.2 k-BUTX-Tt2b(Tx1)
La toxina k-BUTX-Tt2b(Tx1) fue identificada en el veneno del alacran de Argentina

Tityus trivitattus [5,9]. Presenta un motivo estructural CSa/a, estabilizado por tres

13
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puentes disulfuro no convencionales en las toxinas del alacran (C1-Cs, C2-Cs4, Cs-

Ce) [21], a continuacion, se presenta su estructura en la figura 1.2;

Figura 1.2 Estructura de la toxina k-
BUTX-Tt2b (Tx1) resuelta por RMN.
Los puentes disulfuro se representan
en color amarillo (imagen de la

referencia 21).

1.3 Ts16
La Ts16 es una toxina que se encuentra en el veneno de escorpion Tityus serrulatus

(alacran brasileno). En el afio 2012 se determind su estructura tridimensional ya que
posee una identidad del 86% similar en la cadena de aminoacidos a la toxina k-
BUTX-Tt2b(Tx1). La posiciébn 4 intercambia prolina por lisina, en el sitio 23
asparagina por histidina en el sitio 25 arginina por lisina y la existencia de una prolina
en la parte final de la cadena de aminoacidos. Su estructura se representa en la
figura 1.3 y presenta un motivo estructural CSa/a, estabilizado por tres puentes

disulfuro no convencionales en las toxinas del alacran (C1-Cs, C2-C4, C3-Cé) [11, 21]

Figura 1.3- Estructura de la toxina Ts16
resuelta por RMN. Los puentes disulfuro
se representan de color amarillo (imagen

de la referencia 11).
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1.4 Tx1M2 y Tx1M1

En el 2012 se plante6 obtener mutantes intermediarias entre las toxinas ts16 y k-

BUTX-Tt2b con el objetivo de corroborar la estabilidad de la estructura hélice a/ay

el puente disulfuro no convencional. Las mutantes intermedias se construyeron

partiendo de k-BUTX-Tt2b a Ts16 donde hay una diferencia de tres aminoacidos en

la secuencia de aminoacidos; las toxinas intermediarias se nombraron Tx1M1 vy

Tx1M2.

A continuacion, se presentan las secuencias de las toxinas Ts16, k-BUTX-Tt2b y

las mutantes intermediarias:

5
k-BUTX-Tt2b GSGCM
Ttx1M1 GSGCM
Tx1M2 GSGCM
Ts16 GSGCM

1.5 Tx1M2

10

PEYCA

KEYCA

KEYCA

KEYCA

15

GQCRG

GQCRG

GQCRG

GQCRG

20

KVSQD

KVSQD

KVSQD

KVSQD

25

YCLKN

YCLKN

YCLKH

YCLKH

30

CRCIR

CRCIR

CKCIR

CKCIPR

En el 2012 se obtuvo la mutante intermedia Tx1M2 con el sitio 4 donde se

intercambia prolina por lisina, en el sitio 23 asparagina por histidina en el sitio 25

arginina por lisina. Su estructura se representa en la figura 1.5 y presenta un motivo

estructural CS a/a, estabilizado por tres puentes disulfuro no convencionales en las

toxinas del alacran (C1-Cs, C2-C4, C3-Cs) [3].

——
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Figura 1.5- Estructura de la toxina
Tx1M2 resuelta por RMN (imagen

de la referencia 3)

1.6 Tx1M1
Es la primer mutante derivada de la toxina k-BUTX-Tt2b donde se intercambia en el

sitio 4 una prolina por lisina, con esta modificacion se plantea corroborar la
estabilidad del motivo estructural CSa/a y la formacién del puente disulfuro no
convencional mediante la biosintesis, purificacion, caracterizacion y determinacion

de la estructura por RMN.

1.7 Aminoacidos
En el humano existen 20 diferentes aminoacidos que son los principales

constituyentes de las proteinas y péptidos (15). Los aminoacidos tienen un grupo
amino y un grupo carboxilo unidos a un atomo de carbono (carbono a), como se
representa en la figura 1.7, lo que hace diferente cada aminoacido es el grupo R
unido al carbono a; esto le otorga diferente reactividad quimica debido al tamafio,

carga eléctrica, y estructura quimica (15).

16
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HOOC—C—

Figura 1.7.- Estructura general de un aminoacido. Los carbonos adicionales en el
grupo R se designan comunmente como B, y, 0 y €. (figura modificada de la

referencia 15).

Los aminoacidos forman cadenas de aminoacidos mediante enlaces covalente,
este enlace se forma por la pérdida de un atomo de hidrégeno en el grupo amino
unido al carbono a como se ejemplifica en la figura 1.8, la pérdida de un grupo
hidroxilo del grupo carboxilo unido al carbono a. Las unidades de un aminoacido se
denominan residuos de aminoacido, dentro de la estructura el grupo a amino libre
en la cadena de denomina “amino terminal o N-terminal” y el extremo carboxilo se

conoce como carboxilo terminal (C-terminal).

. T oy
H_.,N—CH—(H:—OH + H—N—CH—COC Figura 1.71 Formacién de un
e enlace peptidico mediante un
“:’“%F’”“O enlace covalente. (imagen
1121 }ll 1‘2“ modificada de la referencia
H3N—CH—(”3—N—CH—COO‘ 15).
N-terminal 0 C-terminal

1.8 Proteinas
Las proteinas son las macromoléculas que intervienen en los procesos bioquimicos

dentro de la célula. Su funcién depende de su estructura, la cual se establece en 4

17
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niveles; la estructura primaria es una descripcion secuencial de los enlaces

covalentes, donde se describen los residuos que conforman la proteina.

1.9 Estructura secundaria
La estructura secundaria describe la disposicion espacial de los residuos de un

segmento especifico de la cadena, esta estructura estd establecida por las
interacciones de puentes de hidrogeno. Las principales conformaciones que
establecen estas estructuras son hélices a, hojas B y vueltas. En la figura 1.9 se

presenta un ejemplo;

Figura 1.9  Estructura de

tridimensional de una proteina. El

inciso A) corresponde a una
hélice a y el B) corresponde a una

hebra 3 (imagen modificado de la

referencia 7).

1.10 Estructura terciaria
La estructura terciaria es la disposicién espacial de los elementos de las estructuras

secundarias. Por ejemplo, en el plegamiento de una proteina donde pueden
interaccionar una hélice a con una hebra B. Las principales interacciones que
constituyen esta estructura son aquellas interacciones hidrofébicas e hidrofilicas
que tiene con el medio y con los mismos residuos de aminoacidos de la cadena
proteica. Otra interaccion que le da estabilidad a la estructura terciaria son los
enlaces disulfuro que se forman a partir de pares de cisteinas en la proteina, como

se muestra en la figura 1.10

18
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Figura 1.10 Estructura de una toéxina de alacran Hg36. La estructura tridimensional
que adopta la toxina esta estabilizada por tres puentes disulfuro, una hélice alfa y
dos hebras beta, los enlaces disulfuro se representan de color amarillo (imagen

modificada de la referencia 10).

1.11 Estructura cuaternaria
La estructura cuaternaria es aquella que esta formada por mas de una cadena

polipeptidica, estas pueden ser iguales o diferentes. La interaccion de estas

cadenas le otorga la funcién biolégica dentro de la célula [15].

1.12 Resonancia Magnética Nuclear
La espectroscopia de resonancia magnética nuclear es una técnica basada en la

interacciéon de la materia con la radiacion electromagnética, donde el fenédmeno de
resonancia magnética nuclear es el principal fundamento para realizar estudios de
las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de la materia [12]. EI fendmeno de
resonancia magnética nuclear esta basado en la manipulacion del espin del nucleo
en un campo magneético mediante la radiacion electromagnética la cual se encuentra

en la region de las radiofrecuencias [10, 12].
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1.13 Espin nuclear.
El espin (/) es una propiedad cuantica del nucleo atomico, la cual adquiere valores

en multiplos de V2, pueden ser positivos o negativos. Los espines de mayor interés
en RMN son aquellos que adquieren un valor de /= ¥ (is6topos de 'H, 13C y '°N), de
esta forma puede adquirir dos valores m, -2 y +V2 los cuales distinguimos como

estados a=+"2 y f=-2 en donde a es el estado de menor energia [10 ,12].

A 5 ><

I= a=+%  B=%

4

Figura 1.13.- El inciso A representa el espin para un nucleo con valor /= V4, el inciso
B representa los valores que puede adquirir un nucleo con valor = %

1.14 Magnetizacion

Los nucleos en movimiento generan momentos magnéticos nucleares y, al aplicar
un campo magneético(Bo) el momento magnético se orienta en direccion a favor y/o
en contra del campo magnético. Esta propiedad es proporcional al vector del

momento angular del espin y se representa la siguiente forma

u=yP
donde la constante giromagnética y es una constante caracteristica del nucleo. Esta

constante determina la sensibilidad del nucleo, a mayor constante giromagnética,
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mayor sensibilidad. Un experimento de RMN sera mas rapido de adquirir mientras

mayor sea el valor de vy.

La contribucion de todos los nucleos alineados se conoce como vector de
magnetizacion (B1). Supongamos que el vector de magnetizacion se encuentra en
el espacio x,y,z y el campo magnético esta orientado en direccion z, por lo tanto el
vector de magnetizacion esta orientado en direccion z, si la magnetizacion es
modificada por un campo magnético transversal Bt y es irradiado por un pulso de
radiofrecuencia sobre el eje x, este se inclinara en direccién de las manecillas del
reloj formando un angulo 6 con respecto a los ejes zy y. Una vez que se aplica By
y terminado el pulso, Bs comenzara a rotar sobre el plano xy para regresar al
equilibrio, a este fendbmeno se le conoce como precesion de Larmor wo. La

precesion de Larmor se representa como:

wo=-yBo

donde y es el radio giromagnético del nucleo y Bo el campo magnético.

1 7 Vector de magnetizacién (B1)
Q . .
8 k/ Figura 1.14 Representaciéon del
i \-\/ vector de magnetizacion (Bi),
&
s x/ \-\y (imagen modificada de la referencia
g
= 12).
o
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1.15 Deteccion

La induccidon magnética producida por la rotacidon de la magnetizacion es la
propiedad detectable en un experimento de RMN. La magnitud de esta corriente
esta en funcion del tiempo; una vez aplicado el pulso la magnetizacién decae hasta
regresar al equilibrio. La sefal adquirida se conoce como FID (Free Induction
Decay) y es lo que permite obtener un espectro de RMN [12]. El tratamiento
empleado es la transformada de Fourier el cual permite cambiar el dominio de la

funcién del tiempo al de frecuencias [12].

1.16 Desplazamiento quimico
La escala de desplazamiento quimico se establece usando un compuesto de

referencia, el cual define el punto cero del desplazamiento quimico. Para
compuestos con 'H y 3C se utiliza TMS. La posicion de cada pico en el espectro se
obtiene usando la frecuencia de aparicion de esta sefal con respecto a la frecuencia

de referencia [12].

Expresion matematica de desplazamiento:

5(ppm)= 106 x =L

vref

Los nucleos que son equivalentes experimentan el mismo ambiente quimico y por
lo tanto tendran el mismo desplazamiento quimico pero aquellos nucleos que
experimentan ambientes quimicos diferentes tendran diferente desplazamiento
quimico (12). Esto se debe a que el campo magnético Bo que siente cada uno de
los nucleos es apantallado por la densidad electrénica generada por los electrones
que rodean al nucleo vy, asi el efecto de Bo disminuye sobre el nucleo. Cuando los

nucleos se encuentran a corta distancia, medida a través de los enlaces, existe un
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fendbmeno que se conoce como acoplamiento espin- espin o acoplamiento escalar

(J), el acoplamiento escalar no se manifiesta en nucleos equivalentes. [10, 12].

Tiempo
Transformada de Fourier I {
T N

WI] ||m|’l'|\ )( fl J“ Jﬂ”

\/ P TR T e T

'H ppm

Frecuencia - i i

O(ppm)= 108 x

1
|

..

v—vref
vref

Figura 1.16 Diagrama general de como se obtiene un espectro de RMN. A) Las
senales estan en funcién del tiempo. B) Utilizando la transformada de Fourier las
sefiales cambian de dominio, ahora estaran en funcién de la frecuencia C) La
frecuencia queda en funcion de partes por millén (ppm) y D) Se obtiene el espectro

de RMN. Imagen modificada de la referencia [12].
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1.17 Acoplamiento dipolar
El acoplamiento dipolar se manifiesta a través de la proximidad espacial de los

nucleos, y depende de la orientacion de Bo. En el estado liquido, esta propiedad se
manifiesta a través del Efecto Nuclear Overhauser (NOE). La intensidad del NOE

depende de la distancia de los nucleos acoplados mediante la siguiente ecuacion:

Iinoe)= K / (r aB)®

k es una constante de proporcionalidad y AB es la distancia entre los nucleos.

Este acoplamiento es fundamental en la determinacién de estructuras secundarias
y terciarias en moléculas como las proteinas ya que este acoplamiento determina
las interacciones entre atomos de hidrogenos. Estas distancias se transforman en

restricciones para poder determinar la estructura de las proteinas.

1.18.-RMN de proteinas.
La funcion biolégica de una proteina esta relacionada con su estructura

tridimensional. Por este motivo la espectroscopia de RMN es una poderosa técnica
que se ha empleado para estudiar la estructura de las proteinas, ya que permite
estudiar la dinamica de proteinas en disolucién. La RMN permite determinar
estructuras en moléculas que no se pueden cristalizar y analizar por cristalografia
de rayos X de cristal unico. Los estudios de RMN se pueden realizar empleando
diferentes condiciones (pH, temperatura) la interaccion de la molécula con el medio

que la rodea. [10, 26].

24

——
| —



1.19 Experimentos en dos dimensiones
Debido a la gran cantidad de atomos de hidrogeno en una proteina, en un

experimento de RMN en una dimension las senales de proton se traslapan, lo que
hace dificil la interpretacion de los espectros. Por tal razén se utilizan experimentos
en dos dimensiones(2D) y tres dimensiones (3D). La informacién mas importante es
obtenida a partir del Efecto Nuclear Overhauser (NOE) el cual se da por el
acoplamiento dipolar. En un espectro 2D NOESY se muestran sefiales con las cual
podemos identificar sistemas de aminoacidos y la correlaciéon que estos tienen a sus
aminoacidos mas proximos. En un experimento TOCSY (Total Correlation
Spectroscopy) podemos identificar sistemas de espin ya que observamos las

correlaciones que hay de todos los nucleos. (26)

1.20 Determinacion de estructura
En la figura 1.20 se muestra de forma secuencial como se determina una estructura

tridimensional de una proteina:

. . Refinamiento
Asignacion de Ia
de sefiales N
NOE iy b estructura
Obtencién de C/
espectros en 2 D O Calculo de
Indentificacion de estructura apartir
O sistemas de espin de programas
para cada computacionales
aminoacido

@)

Obtencion de la
muestra

Figura 1.20. Se representa de forma secuencial la obtencién una estructura

tridimensional de proteinas.
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Capitulo 2
Hipoétesis
La proteina Tx1M1 presentara un motivo estructural CSa/a lo cual permitira

corroborar la existencia de esta nueva familia de toxinas bloqueadoras de potasio.

Capitulo 3

3.1 Objetivos generales.
Expresar, purificar, caracterizar y determinar la estructura de la proteina Tx1M1

mediante H-RMN.

3.2 Objetivos particulares.
-Transformar el plasmido pET32a-Tx1 con células Rosseta y expresar la

proteina Tx1M1
-Extraer la proteina Tx1M1
-Purificar por técnicas cromatograficas a la proteina Tx1M1.
-Obtener los espectros de RMN TOCSY y NOESY de la proteina Tx1M1.

Analizar e interpretar los espectros de RMN para definir su estructura en tres

dimensiones.

-Corroborar la existencia del motivo CS a/a entre la proteina mutante y la

proteina k-BUTX-Tt2b.

Capitulo 4
Desarrollo Experimental

4.1 Transformacion
A 50 pL de células DH5a se le agregaron 3 uL de plasmido pET32a-Tx1M1 que

contiene al gen Tx1M1. Se utilizan dos alicuotas mas de células para utilizarlas
como controles positivo y negativo de crecimiento bacteriano. Se mantienen en hielo

durante 30 minutos. Después de los 30 minutos se da un choque térmico de 42 a
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45 segundos. Finalizado el choque térmico se mantiene en hielo por 5 minutos. Se
agregan 450 yL de medio LB y se cultiva una hora a 37 °C. Pasada la hora se

siembran las células en una caja Petri que contiene ampicilina [16].

El plasmido es resistente a la ampicilina, mientras que la célula DH5a no tiene
ninguna resistencia a antibiéticos por lo tanto si hay una correcta transformacion
esta resistencia sera conferida a la célula DH5a y se observara crecimiento de

colonias dentro de la caja Petri.

En el caso del control positivo de crecimiento, las células se siembran en una caja
que contiene LB, para el control negativo se utiliza una caja con medio LB y
ampicilina. En el primer caso debe haber crecimiento y en el segundo no, pues las

células no contienen resistencia a ningun antibidtico.

4.2 Preinoculo
Se toma una colonia dentro de la caja Petri y se cultiva 14 horas a 37 °C en medio

LB con ampicilina. [16]

4.3 Purificacion de Plasmido.
La purificacion del plasmido se realiza de acuerdo al manual QlAprep

4.4 Expresion de Tx1M1
El plasmido pET-32a contiene la secuencia que codifica a la toxina recombinante

Tx1M1, la construcciéon del plasmido esta constituida por un segmento de
Tiorredoxina la cual favorece el plegamiento en proteinas, 6 histinas que permite
purificar toxinas mediante cromatografias metal/quelato (Histag), un sitio de
reconocimiento de corte con trombina para liberar la toxina objetivo de la proteina

de fusién y la toxina Tx1M1. Como se muestra en la figura 4.4;
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Figura 4.4 Representacion de la estructura de la proteina de fusion. Su
construccion contiene Tiorredoxina, un Histag, un sitio de corte con trombina

y la toxina Tx1M1.

Se agregan 3L de plasmido, que contiene al gen GS-Tx1M1, a 50 pL de células
Rosetta. Se mantiene en hielo durante 30 minutos. Después de los 30 minutos se
da un choque térmico de 45 segundos a 42 °C. Finalizado el choque térmico se

mantiene en hielo por 5 minutos.

Se agregan 200 uL de medio LB y se cultiva una hora a 37 °C. Pasada la hora se

siembran las células en una caja Petri que contiene ampicilina y cloranfenicol. [16]

El plasmido es resistente a la ampicilina, mientras que la cepa Rosetta tienen
resistencia al cloranfenicol por lo tanto si hay una correcta transformacién esta
resistencia sera conferida a la célula Rosseta con el plasmido de expresion y se

observara el crecimiento de cultivos dentro de la caja Petri.

Para el cultivo en la caja Petri de la muestra se utiliza una caja que contiene LB,
ampicilina y cloranfenicol, para la prueba positiva se utiliza s6lo una caja con medio
LB y cloranfenicol mientras que para la prueba negativa se utiliza una caja que

contiene LB, ampicilina y cloranfenicol.

Se preparé 6.2 litros de medio LB, el cual se esterilizé en autoclave a 120 °C y 16
PSI agregando la cantidad adecuada de cloranfenicol y ampicilina. Se toma una

colonia de cepa y se cultiva por 14 horas a 37 °C
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Después de que el preindculo crece por 14 horas, se debe medir el crecimiento de
bacterias hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.700 unidades de absorbancia a
600nm. Se lleva a cabo la induccién con IPTG, y se continua la incubacion a 30°C

por 14 horas [16].

4.5 Lisis celular
Se obtiene la fraccidn celular mediante centrifugacion. Estas células son lisadas

para la posterior purificacién de la proteina. Se lleva a cabo la sonicacién en un
equipo Misonix 30000 a una potencia de 50W en tiempo de descanso de 30
segundos y tiempo de sonicacion de 15 segundos con un tiempo efectivo de 10
minutos, para disolver la fraccion celular, se utiliza buffer de lisis (Tris=50mM/pH=8,

NaCl = 150mM e imidazol = 15mM).

Terminada la lisis celular se centrifuga la fraccién durante 45 minutos a 17 000 rpm.
El sobrenadante se separa del boton formado. El sobrenadante se mantiene en hielo

y se filtra en un poro de 0.45 pm.

4.6 Purificacion por CAMQ.
La purificacion se lleva a cabo por cromatografia de afinidad metal-Quelato (CAMQ)

usando una columna de Ni?*. Se pasa una pequefia fraccion de volumen de
disolucién buffer de lisis (Tris=50mM/pH=8, NaCl = 150mM e imidazol = 15mM) para
equilibrar la columna. Se hace pasar disolucibn amortiguadora de lisis, esto
generara que la proteina se quede complejada a la columna. Después se pasa por
la columna una fraccion de Imidazol la cual desplazara a la proteina y permitira su

eluciéon. Se colecta la fraccidn eluida la cual contiene a la proteina [16].
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4.7 Dialisis y reaccion de corte.
La dialisis se lleva a cabo en membranas de dialisis colocando la fraccion eluida de

proteina. Para realizar la dialisis se utiliza una disolucién de buffer de corte

(Tris=50mM/pH=8, NaCl = 150mM), la membrana se coloca en agitacion.

La reaccion de corte se realiza con proteasa trombina, la cual se activa con
amortiguador de corte y CaCl2 = 10mM donde se utiliza una cantidad maxima de

100pg.

4.8 Segunda purificaciéon por CAMQ
La disolucion de corte se filtra en 0.45 ym para su posterior purificacion en CAMQ.

La purificacion se lleva a cabo por cromatografia de afinidad metal-Quelato (CAMQ)
usando una columna de Ni?®*. Se pasa una pequefia fraccion de volumen de
disolucién amortiguadora de buffer de corte para equilibrar la columna, se pasa la
muestra y la fraccién eluida es recolectada. En este caso la fraccidon que nos

interesa es la que no se compleja en la columna.

4.9 Extraccioén en fase sélida.
La fraccion eluida se pasa en una columna C18T Phenomenex, al pasar por la

columna la muestra es concentrada

4.10 Purificacion por HPLC
Se lleva a cabo una purificacion por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia de fase

reversa. Aparato Varian-ProStar- Sistema de disolventes con gradiente binario;
agua- acetonitrilo con 0.05% TFA. Se usa un gradiente lineal de 10% a 30% en 20
minutos en Columna C12 Jupiter Proteo (Phenomenex) fase reversa. Cada muestra

antes de inyectar debe ser filtrada a 0.22 ym.
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4.11 Determinacion de la masa.
Se determina su masa mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. El aparato

es Bruker Daltonics MALDI-TOF, la matriz que se utiliza es a-ciano-4-

hidroxicinamico con una proporcion diez veces mayor a la muestra, 1:10.

4.12 Determinacion de su estructura.
Se obtienen espectros 'H, NOESY (con tiempos de mezclado de 300 y 150 ms) y

TOCSY (con tiempos de mezclado de 20 y 80 ms) mediante un espectrometro de
RMN Varian de 500MHz. La muestra fue preparada con una mezcla de 250 uL al

95% agua y 5% D20.

Capitulo 5
Resultados

5.1 Transformacion
Se sembraron 3 cajas Petri; la caja que contiene la muestra y el blanco negativo

contiene ampicilina y cloranfenicol, la caja que contiene el blanco positivo solo

contiene ampicilina.

Tabla 5.1 muestra los resultados durante la transformacion en la caja muestra,

blanco positivo y blanco negativo.

CAJAS CRECIMIENTO

MUESTRA Si hubo crecimiento
BLANCO POSITIVO Si hubo crecimiento
BLANCO NEGATIVO No hubo crecimiento

En la caja que contiene la muestra se observo crecimiento de colonias lo cual indica
que la célula Rosetta adquirid el plasmido pET32-a-Tx1M1, pues este plasmido le

confirié la resistencia al cloranfenicol. Para el blanco negativo no hubo crecimiento
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de colonias lo cual indica que la célula Rosetta no tiene resistencia al cloranfenicol

y la caja con el blanco positivo indica que la célula si posee resistencia a ampicilina.

5.2 Expresion de Tx1M1
Para conocer el tiempo optimo de expresion, la temperatura y concentracion de

IPTG se llevaron a cabo cinéticas de expresion con diferentes valores de las
variables dichas anteriormente. Se toman muestras de 2 mL a partir del tiempo 0
por periodos de una hora durante 20 horas. El tiempo cero corresponde a la toma
de muestra antes de iniciar la induccién. Las muestras son centrifugadas a 6500
rom por 5 minutos, se descarta el sobrenadante y el pellet formado se resuspende
con 100 uL buffer de lisis. Las muestras son lisadas y posteriormente centrifugadas,
el boton se desecha y el sobrenadante se analiza con geles de poliacrilamida SDS;

la muestra se disuelve en 100 pL buffer de carga
Se realizaron las cinéticas con las siguientes variables;

Tabla 5.2 Condiciones de expresion la cual se determind que la concentracion

Optima de expresién de IPTG es al 0.5Mm con una temperatura de 30 °C.

TEMPERATURA ©C IPTG (MM)
20 0.1

25 0.5

30 1

Para analizar la muestra se utiliza un marcador de peso molecular, la proteina de

fusién la cual contiene un peso molecular de 21.282 kD fue expresada y es
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identificada entre las bandas de peso molecular entre 17.0 y 26.6 kD con un gel de

poliacrilamida al 15%.

Figura 5.2.1 Gel poliacrilamida al 15%. Las muestras cargadas correspondes a la
fraccidn soluble después de la lisis celular entre la hora cero y seis. El primer carril
corresponde al marcador de pesos molecular, la banda presente entre el peso 17.0

kD y 26.8 kD corresponde a la proteina de fusién Tx1M1.




Figura 5.2.2 Gel poliacrilamida al 15%. Las muestras cargadas correspondes a la
fraccion soluble después de la lisis celular entre la hora siete a dieciocho. El primer
carril corresponde al marcador de peso molecular, la banda presente entre el peso

17.0 kD y 26.8 kD corresponde a la proteina de fusién Tx1M1.

El tiempo 6ptimo de expresion es a la hora seis ya que a partir de esa hora se ve un
aumento maximo de proteina recombinante, después de la hora siete, ocho hasta
dieciséis la intensidad de la banda es constante. A la hora dieciocho la banda
decrece lo cual puede indicar que la toxina se degrada o la bacteria comienza a

degradar a la proteina de interés

5.3 Cromatografia por afinidad metal quelato (CAMQ).
La resina esta formada por perlas de agarosa reticuladas, las cuales forman una red

tridimensional. Dentro de ella se encuentran adheridos grupos éteres los cuales
estan cruzados con acido iminodiacético, el metal se compleja con el acido
iminodiacético. El metal podra retener a la proteina de fusién por afinidad a la

etiqueta de histidinas.

Figura 5.3 Estructura de la columna con niquel.
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Después de las 6 horas de expresion las células se lisan, se centrifugan y el
sobrenadante se filtra a través de un poro de 0.45 pm para purificar dentro de la
columna y evitar que esta se pueda ocluir, el sobrenadante se mantiene en hielo
para evitar que las proteasas puedan digerir a la toxina de fusién. La proteina de
fusion esta disefiada para coordinarse con metales como Ni2*, Zn?*, Co?* entre otros
metales, esta coordinacion se logra mediante la etiqueta de histidinas que esta
dentro de su secuencia. La proteina de fusion al pasar por la columna quedara
retenida mientas las proteinas que no son afines al niquel eluyen y las proteinas

que tienen poca afinidad con el niquel se podran eluir con lavados de buffer de lisis.

Una vez pasada la muestra se lava con agua y se realiza un gradiente con imidazol
para eluir a la proteina de fusién, el imidazol tiene una mayor interaccion con Ni%* lo
que permite desplazar a la proteina de fusidén. Para corroborar que la muestra se
retuvo y determinar a qué concentracion de imidazol eluye se realiza un gel de

poliacrilamida al 15%
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Figura 5.31.- Gel de poliacrilamida al 15%, el carril uno esta el marcador de peso
molecular, el carril dos es la muestra que no se compleja a la columna, los carriles
tres y cuatro son eluciones con imidazol con una concentracién de 30mM y 50 mM.

El carril cuatro es la elucidon con una concentracion de 300mM imidazol.

Se puede observar que la proteina de fusion queda retenida en la columna de
afinidad metal quelato, ya que no se observa ninguna banda que corresponda a la
proteina de fusidn en la primera fraccion eluida, en esta fraccion eliminamos
proteinas como las proteasas. Al realizar lavados con imidazol con 30mM y 50 mM
se observa que no eluye proteina de fusion. Para una elucién con 300Mm de
imidazol se observa la banda que corresponde a la masa tedrica que corresponde

a la proteina de fusion.

5.5 Corte con trombina
Para obtener sélo a la proteina GS-Tx1M1 se necesita eliminar de esta la cadena

de aminoacidos que corresponde a la tiorredoxina-Histag-LVPR, la cadena de
aminoacidos posee un sitio de reconocimiento de corte enzimatico el cual es
LVPRGS. Este sitio genera afinidad hacia la trombina la cual realiza la reaccion de
hidrdlisis entre los aminoacidos R y G permitiendo separar la parte tiorredoxina-

Histag-LVPR de la parte GS-Tx1M1. Como se muestra en la figura 5.4;

Figura 5.4 Sitio de corte con trombina en RG, el corte con trombina se realiza entre

los aminoacidos de arginina (R) y glicina.
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Para poder realizar el corte se necesita eliminar de la muestra el imidazol ya que
este inhibe el corte con trombina, esto se hace mediante una dialisis con buffer de
corte, se realizan tres cambios de amortiguador por periodos de 1 hora. Para realizar
el corte se determiné la concentracion de cofactor (CaCl2=0.1mM), concentracion
de muestra (0.5M), volumen de muestra (45mL) y cantidad de trombina (100uL).
Para analizar como varia el corte de trombina en funcion de tiempo se dejé un corte
por treintaseis horas tomando muestra cada dos horas las primeras veintitrés horas,

estas muestras se cargaron en un gel de poliacrilamida al 15%.

o9 W WY I 10" 17 14 Horas

26.8 kD

[
O—O-"“‘
17.0kD s G Eab

14.4 kD

6.5 ko

3.5kD

1.4 kD

Figura 5.41.- Gel de poliacrilamida al 15%. El primer carril corresponde al indicador
de peso molecular. El carril cero corresponde a la muestra antes de iniciar el corte.
Los carriles del cuatro al diez corresponden a las muestras en el tiempo dos, cuatro,

seis, ocho, diez y doce horas.
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17.0kD - .'- [S——

Figura 5.42.- Gel de poliacrilamida al 15%. El primer carril corresponde al indicador
de peso molecular. El carril dos corresponde a la muestra antes de iniciar el corte.
Los carriles a partir del dos al seis corresponden a las muestras en el tiempo

diecisiete, diecinueve, veintiuno, veintitrés y treinta seis horas

El carril cero del gel de poliacrilamida corresponde a la muestra inicial y solo se
observa la banda que corresponde a la proteina de fusion. A partir de la hora dos
se observa una disminucion de intensidad que corresponde a la proteina de fusion,
ademas se observa la aparicion de bandas; una se encuentran entre el peso 17.0 y
14.4 kD y otra que banda entre 3.5 y 1.4 kD. La banda entre 17.0 y 14.4 kD
corresponde al residuo tiorredoxina-Histag-LVPR ya que tiene un peso de 17.9kD.
La banda entre 3.5 y 1.4 kD corresponde a la proteina GS-Tx1M1 ya que su masa
es de 3.35 kD. Con estas bandas se corrobora el tiempo de corte maximo es de
cuatro horas ya que a ese tiempo obtenemos una mayor cantidad de proteina GS-

Tx1M1 y las bandas en un tiempo mayor no aumentan ni decrecen.
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5.5 Segunda purificacion por CAMQ
Para realizar la siguiente purificacion se centrifuga la muestra a 500 G por 10

minutos, de esta forma se puede separar la trombina la cual vuelve a ser
almacenada para su reuso. Se filtra la mezcla de reaccién por un poro de 0.45 um,

una vez filtrada se pasa nuevamente por una columna de afinidad metal quelato.

En esta purificacién queda retenida en la columna, la fraccién de proteina de fusion
y la fraccion de tiorredoxina-Histag-LVPR. La fraccion de proteina GS-Tx1M1 no se
retiene al no tener interaccion con la columna de Ni?*, la fraccion retenida en la

columna se eluye con imidazol 300mM.

La fraccion que eluye se concentra en una columna Strata-C18T Phenomenex, esto
se logra ya que la muestra tiene interacciones hidrofoébicas con la columna lo que
permite retenerse y concentrase, la primera fraccion de muestra es desechada ya
que en ella hay sales, como lo son el CaClz, NaCl, Tris y proteinas que no se
retuvieron en la columna Ni?* y en la columna Strata-C18T. Para recuperar la
fraccion de proteina GS-Tx1M1 se eluye al pasar una fraccion de ACN al 50%. La
fraccion es recolectada, congelada vy liofilizada para su analisis y purificaciéon en

HPLC.

Se toman 15 yL de cada parte de la purificacion para su analisis en un gel de

poliacrilamida SDS al 15%, figura 5.5;
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26.8 kD

17.0kD
14.4 kD
6.5 kD
3.5kD

1.4 kD

Figura 5.5 Gel de poliacrilamida al 15%. El carril 0 es el marcador de peso molecular,
carril 1 es la muestra antes de corte, carril 2 es la muestra después de corte, carril
3 es la fraccion que eluye después de pasar por la columna de Ni?*, carril 4 es la
elucion con 300 mM, carril 5 es la elucién de la muestra después de pasar por Strata-

C18T, carril 6 es la fraccion eluida con 50% ACN.

En carril uno se puede observar la proteina de fusién inicial donde al transcurrir
cuatro horas se observa la banda que corresponde al residuo de corte tiorredoxina-
Histag-LVPR, la intensidad de la banda de la proteina de fusién disminuye, y se
alcanza a distinguir una banda que corresponde a la proteina GS-Tx1M1. Para el
carril tres se observa la retencion de los residuos de corte y la proteina de fusion al
no aparecer ninguna banda en la fraccion eluida, en el carril cuatro se corrobora
que los residuos de corte y la proteina de fusién son retenidos al eluir con 300mM
de imidazol. Para el carril cinco se cargé en el gel muestra que corresponde a la
fraccidén que eluye por Strata, no se observa ninguna banda que corresponda a GS-
Tx1M1 lo cual corrobora la retencidén en la columna. Para el carril seis después de

eluir la muestra y de liofilizarla se observan dos bandas intensas entre los pesos de




3.5y 1.4 kD, estan bandas corresponden a la proteina GS-Tx1M1 y alguna otra

proteina que tenga un peso molecular semejante a GS-Tx1M1
5.6 Purificacidn por Cromatografia de liquidos de Alta Eficiencia

En la ultima etapa de purificacion, se fundamenta en interacciones hidrofobicas que
hay en la proteina con la fase estacionario de la columna. Se obtuvo un gradiente a
30 °C que permite purificar y recolectar las fracciones de cada pico eluido. Estas

muestras son liofilizadas y caracterizadas en MALDI TOF.

Tabla 5. Gradiente usado para purificar la proteina GS-Tx1M1

Tiempo Flujo % ACN +0.05 % H20 + 0.05
[min] [mL/min] TFA TFA

0.00 1.0 10.0% 90.0%

5.00 1.0 10.0% 90.0%

20.00 1.0 30.0% 70.0%

25.00 1.0 10.0% 90.0%

30.00 1.0 10.0% 90.0%
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Primera purificacion .. 00514

c}muA]
1,400 100.0%

i ,, Columna: Tx1M1,Phenomenex
90.0% ¢12-7, 250 x 4.6 mm Tamaiio
de particula 4 ym Tamafo de
80.0% poro 90 A
Presién maxima: 2800 psi
70.0% Deteccion: UV-VIS a 230 nm
Volumen inyectado: 1000 uL
- 60.0% Fase movil: H,O + 0.05% TFA
800 oo\ y ACN + 0.05% TFA
[ 50.0% Flujo: 1 mL/min

1,200

1,000

600 -
[ 40.0%
aoo fo- o 30.0%
20.0%
200 - N
i 10.0%
0 - 0.0%
17 18 19

Figura 5.61.- Cromatograma en una primera purificacion de la muestra. Los picos
en los tiempos 17.96 y 18.21 fueron recolectados por separado, liofilizados, y

resuspendidos en ACN al 10% en agua para una segunda purificacion.

El cromatograma obtenido muestra dos picos los cuales eluyen en los minutos 17.96
y 18.21, estos picos tienen un patron caracteristico a las proteinas Tx1, Ts16 y

Tx1M2, lo cual puede indicar que son isoformas que adquiere Tx1M1.
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Segunda purificacion ., ... 005 1a

c;muA]
3,500 100.0%

1 90.0% Columna:
1 Tx1M1,Phenomenex C12-7,
80.0% 250 x 4.6 mm Tamafio de

partl’culaA4 pm Tamafio de

o, poro 90

70.0% Presion maxima: 2800 psi
Deteccién: UV-VIS a 230 nm
Volumen inyectado: 1000 uL
Fase mévil: H,O + 0.05%
50.0% TFA y ACN + 0.05% TFA

3,000

2,500

60.0%
2,000

1,500 Flujo: 1 mL/min
40.0%
1,000 30.0%
20.0%
500
10.0%
0 0.0%

Figura 5.62.- Cromatograma de una segunda purificacion, esta muestra es

recolectada vy liofilizada para su caracterizacion con MALDI-TOF y RMN.

5.7 MALDI-TOF
La fraccidén de muestra se prepara con a-ciano 4 hidroxicinamico con una proporcion

diez veces mayor a la muestra, 1:10.
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Figura 5.7.- Espectro de masa MALDI-TOF de la fraccion eluida en el minuto 17.96.

La masa obtenida es de 3355 unidades de relacién masa/carga la cual corresponde
a la masa oxidada de la proteina GS-Tx1M1 con puentes disulfuro, para la fraccion
que eluye en el tiempo 18.21 también tiene una masa de 3355 unidades de relacion
masa/carga lo que corrobora la existencia de dos isoformas de la proteina GS-
Tx1M1. Para el pico que eluye en el tiempo 17.96 se nombrara Tx1IM1P1 y para el

pico que eluye en el tiempo 18.21 se nombrara Tx1M1P2
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5.8 Experimentos de RMN
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Figura 5.8 Espectro correspondiente a Tx1M1P1

En un espectro de proton se puede identificar una estructura plegada, ya que se
observa una dispersion de sefiales entre 6.5 y 9.5 ppm correspondientes a los
protones de amida, la presencia de puentes de hidrégeno en la estructura
secundaria genera un entorno quimico diferente, para el caso de Tx1M1P1 se
observa una dispersion de senales entre 6 y 9 ppm ademas de observar la senal
correspondiente a la Tirosina lo que indica que se encuentra plegada. Se observa
el mismo patrén del espectro de 'H de Tx1M1P1 con las toxinas Tx1M2 y Tx1, por
lo que esta isoforma tiene el mismo plegamiento CS a/a y con la conectividad Ci-

Cs
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Figura 5.81 Espectro correspondiente a Tx1M1P2

En comparacion con Tx1M1P1, la proteina Tx1M1P2 muestra sefales traslapadas
y no definidas en el intervalo de 6 y 9 ppm ademas de no observar de forma definida
la sefal de la cisteina en comparacion con las proteinas Ts16 y Tx1 por lo tanto se

puede asumir que no se encuentra plegada Tx1M1P2.
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Para Tx1M1 se procede a obtener los espectros 2D TOCSY y 2D NOESY
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Figura 5.82.- Espectro TOCSY de la proteina Tx1M1P1

El primer paso es asignar las sefiales correspondientes a cada sistema de espin de
cada aminoacido, esto se logra utilizando los NOE en el espectro NOESY que
correlacionan los aminoacidos consecutivos. Para poder realizar las asignaciones
se debe conocer la secuencia de aminoacidos para poder hacer las correlaciones e

identificar los sistemas de cada aminoacido.
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Figura 5.83 Espectro NOESY en un aparato Varian 500MHz. La supresion de agua

es DPFGSE.

Se asignan las sefiales NOE de los aminoacidos consecutivos, posteriormente se
asignan las senales de NOE’'s correspondientes a las interacciones a largas
distancias tomando como restriccion que la distancia maxima es 5 A. Para realizar
estas asignaciones se utiliza el programa CARA 1.8 y para obtener una estructura
se utiliza el programa CYANA 2.0 imponiendo los puentes disulfuro no
convencionales, es decir; C1-Cs C2-C4 y C3-Ce. El programa CYANA realiza 7 ciclos
de calculos los cuales determinan 20 estructuras que presentan la menor energia y

el menor numero de violaciones de distancia.
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1.1 Estructura tridimensional

Figura 5.9.- Estructura obtenida a partir del calculo en CYANA, presenta un RMSD

de 0.53.

La figura 5.9 muestra dos hélices alfa, la segunda hélice no esta definida en su
primera vuelta de aminoacidos. Se compara la estructura obtenida con la Tx1, se
observa que no estan definidas las estructuras hélice a partir de los aminoacidos Cg

a Q2 y Kis a Czz.
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Figura 5.91. Graficos de distribucién de sefiales NOE en Tx1M1P1
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Figura 5.92. Graficos de distribucion de sefales NOE en Tx1 (Imagen obtenida de

la referencia 21).

Se comparan los datos del numero de restricciones NOE entre dos residuos y la
distribucion de restricciones NOE intraresiduo (blanco), secuenciales (gris claro), de
medio alcance (gris oscuro) y largo alcance (negro) con los datos de Tx1, en donde
se observa que hace falta asignar mas sefiales NOE para determinar la estructura
tridimensional de Tx1M1P1, al asignar mas NOEs permitira definir la estructura

secundaria de cada hélice.
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Capitulo 6

Conclusion.
Se expreso, purificod, caracterizo y determind la estructura de la toxina Tx1M1 la cual

presenta dos isoformas; donde la isoforma Tx1M1P1 presenta el motivo estructural
CSa/a. Con el patron de elucion encontrando en el cromatograma de HPLC vy la
masa obtenida se puede afirmar por homologia que la toxina adquiere el
plegamiento C1-Cs. Lo que permite concluir que el motivo CS ao/a y se mantiene los

enlaces disulfuro no convencionales, a partir de la mutacion Ke.

La modificacion de aminoacidos en Tx1 no desestabiliza el motivo estructural y el

enlace no convencional lo que corrobora que CSa/a se conserva.

Capitulo 7

Perspectivas
Debido a la poca cantidad de muestra (1.2 mg) utilizada en el experimento de RMN

se optan dos soluciones:

Realizar mas cortes con trombina esto permitira obtener mas proteina GS-Tx1M1
para adquirir una mayor cantidad de senales NOE en los experimentos, esto

permitira definir la estructura tridimensional.

Utilizar un equipo con un mayor campo magnético (700 MHz) que permitira definir

NOE en el espectro.
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