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Introduccién

Los alacranes son aracnidos que han habitado la tierra durante aproximadamente
430 millones afios. Estos animales moran en practicamente todo el planeta; sin
embargo, es mas comun encontrarlos en zonas muy célidas como desiertos o
selvas (Gopalakrishnakone et al. 2015; Possani 2005).

Su cuerpo se divide en 3 secciones: un cefalotérax, un abdomen y las
extremidades (figura 1). El cefalotérax es la parte superior; estd comprendida por
la cabeza y el torax, los cuales estan recubiertos por un caparazén constituido por
carcinina o queratina. El abdomen esta comprendido por el mesozoma y por la
cola, en donde se encuentran las vesiculas secretoras de veneno y el aguijéon
(Gopalakrishnakone et al. 2015; Pucca et al. 2015; Flamini 2003; Martin-Eauclaire
et al. 2016).

A lo largo de los afios, los alacranes han adquirido distintos mecanismos de
defensa, siendo el mas trascendente el veneno; el cual es una mezcla de enzimas,
sales y péptidos. Los péptidos son los compuestos mas activos y son
preferentemente toxinas. El veneno es inyectado a su victima por el aguijon
presente en la cola. De las 2100 especies que se conocen, solo 35 presentan
toxicidad en los seres humanos (Martin-Eauclaire et al. 2016).

’ _ Aguiion
Cefalotdrax
Cola g s

Mesozoma

Figura. 1
Imagen del alacran Tityus serrulatus.

El escorpion mas mortifero de Brasil, es el Tityus serrulatus (figura 1) (Ts),
coloquialmente llamado “Alacran sierra amarilla” por las crestas que presenta en
el mesozoma y en la cola, las cuales tienen similitud a los dientes de una sierra.
Este alacran llega a medir 7 cm de largo y por lo general habita en la zona sur del
pais. También se han encontrado especimenes en ciudades como San Paulo y
Brasilia (Martin-Eauclaire et al. 2016).

Los sintomas de la picadura de este alacran son: inflamacion en la zona, paralisis,
sudoracién, vomito, hipertension, alteraciones neuroldgicas, fallas
cardiorrespiratorias, edema pulmonar y fallas circulatorias. Los sintomas descritos
se atribuyen a las toxinas que interactdan con los canales i6nicos de potasio
(Martin-Eauclaire et al. 2016).

Desde el pasado, se ha estudiado el efecto de las toxinas del veneno sobre sobre
la victima para asi desarrollar antidotos o para usar las cualidades toxicas de
algunos elementos del veneno para combatir enfermedades crénico-
degenerativas como el cancer (Flores-Solis et al, 2016).



2 Marco Teodrico
2.1 Péptidos y proteinas

Los péptidos y proteinas son las biomacromoléculas mas abundantes en los seres
vivos ya que constituyen mas del 50% del peso de las células sin agua (Bradshaw
2006). Estas macromoléculas son cadenas poliméricas de aminoacidos enlazados
por medio de enlaces peptidicos (amidas formadas por la condensacién del
carboxilo terminal de un amino&cido y la amina del siguiente aminoacido (figura

2).
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Figura. 2
Formacion de un enlace peptidico.

Las proteinas estan conformadas por numerosas combinaciones de 20
aminoécidos (Anexo Ill), donde estos aminoé&cidos tienen un carbono alfa (Ca) con
una estereoisomeria L. El Ca esta unido a un grupo amino (-NH2), un grupo
carboxilo (-COOH), un hidrégeno (-H) y un grupo —R (que puede ser un H o una
cadena lateral (figura 3).

Enlace
peptidico H T)

Figura. 3
a) Estructura general de un aminoécido. b) Ejemplo de un enlace peptidico.

La distincion entre los péptidos y las proteinas es algo ambigua, por la diferencia
de puntos de vista con los autores; sin embargo, para este trabajo, se considerara
la siguiente clasificacion: un péptido es aquel polimero que esté constituido hasta
por cien aminoacidos y una proteina es aquel polimero que sobre pase los 100
aminoacidos (Lawrence and Robertson, 2000; Lehninger and Cox, 2001; Stoker,
2010).



2.2 Estructura de las proteinas

El primer nivel de estructura estudia la union covalente de los residuos la
secuencia que presentan los aminoécidos a lo largo de una cadena polipeptidica
y la posible conectividad de dos cisteinas unidas por la oxidacién de los azufres,
llamados enlaces disulfuro (figura 4) (Fallis 2013). En este nivel, no se estudia la
disposicion espacial que adopte una conformacion especifica.

Para leer la estructura primaria de una proteina se traducen a los aminoécidos del
amino terminal al carboxilo terminal, siendo una secuencia Unica para cada
proteina (Whitford, 2005).

El segundo nivel de estructura describe las conformaciones, resultado de
interacciones a corto y a mediano alcance que un aminoacido tiene con otro dentro
de una cadena especifica. Estas interacciones promueven una secuencia
repetitiva a lo largo del péptido, formando motivos estabilizados mediante puentes
de hidrégeno, es decir, adquiere una conformacion donde los angulos de torsién
de los enlaces peptidicos generan estructuras repetitivas como: a hélice u hoja 3
(van Holde, Johnson and Shing Ho, 2006;Walker and David, 2008; Fallis, 2013).

El nivel terciario se debe a la disposicion tridimensional que presentan todos los
atomos de la proteina (Lehninger and Cox, 2001). Se estudian las posibles
conformaciones tridimensionales otorgadas por las interacciones a largo alcance
de un aminoé&cido con otro de la misma cadena. Las interacciones suelen ser:
interacciones no covalentes de un aminoacido de un motivo estructural con otro
aminoacido de un motivo distinto, o puentes disulfuro formados con la oxidacion
de dos cisteinas en diferentes motivos estructurales. Mediante estas
interacciones, varios dominios asociados y unidos covalentemente, presentan una
orientacion y configuracion para realizar una actividad biologica determinada,
conformacion que se llama plegamiento (Lehninger and Cox, 2001).

R P R R
N\, \ /
N N
H/ S—H / s—s \
H H
HaN 2) HoN b) NH,
Figura. 4

a) Una cisteina reducida. b) Un puente disulfuro.

El dltimo nivel es la estructura cuaternaria. Este nivel de estructura estudia la
conformacién tridimensional adquirida por las interacciones a largo alcance que
presentan 2 o mas cadenas polipéptidicas independientes con estructura terciaria
definida (dominios), que forman un arreglo con actividad biolégica (Fallis 2013;
Nelson et al. 2011; Yamaguchi & Miyazaki 2014). Las interacciones que dirigen y
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estructuran a los dominios son las mismas que estabilizan la estructura terciaria;
éstas son el gran numero de interacciones no covalentes. El arreglo de distintas
cadenas polipeptidicas otorga al complejo una gran nimero de ventajas como el
incrementar la actividad biolégica que un solo complejo tendria, aumentar la
eficiencia enzimatica de un complejo al incrementar la cantidad de actividad
biolégica disminuyendo la cantidad de sustratos, prepara un sustrato para otro
complejo enzimético, un arreglo estructural, entre otros (Lehninger and Cox, 2001;
Whitford, 2005; Fallis, 2013). Todos los niveles enunciados se presentan
visualmente en la figura 5.
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Figura. 5
Diferentes niveles de estructura de las proteinas imagen modificada de
http://www.uaz.edu.mx/histo/TortorAna/ch02/02_22.jpg.

2.1 Toxinas

Una toxina se define como un compuesto quimico que provoca falla sistémica en
otro organismo. Las toxinas pueden ser complejos como péptidos y proteinas de
gran numero de aminoacidos, asi como compuestos de bajo nimero de carbonos.

Los péptidos toxicos de alacran con actividad en canales i6nicos se clasifican
segun el canal que inhibe, la especie del alacran que produce la toxina y el nUmero
de aminoacidos que ésta contiene (Zhu et al., 2010, Tytgat et al., 1999).

Esta clasificacion se divide en 4 familias, dependiendo el canal que ataca:

e Familia | Péptidos inhibidores de canales de Sodio.
e Familia Il Péptidos inhibidores de canales de Potasio.



e Familia 11l Péptidos Inhibidores de canales de Calcio.
e Familia IV Péptidos Inhibidores de canales de Cloro.

Donde la familia 1l se puede subdividir por el niumero de aminoéacidos y por el
namero de puentes disulfuro presentes en el péptido. Con estos parametros, se
mencionara la clasificacion Tytgat (Tytgat et al. 1999):

¢ 0-KTx son péptidos de una cadena pequefia entre (23 y 43 aminoacidos). Este
tipo de péptidos tienen el motivo estructural a/f y estan estabilizados por tres o
cuatro puentes disulfuro (Tytgat et al. 1999).

¢ 3-KTx son péptidos de cadena entre 53 y 68 aminoacidos. Este tipo de estructura
posiblemente presenta motivo de a/B y tienen 3 puentes disulfuro. Hasta el afio
2015, se han descrito 20 diferentes péptidos con estas caracteristicas y con una
similitud en estructura primaria mayor al 50%. Ademas, se ha encontrado que
algunas toxinas de esta clasificacion tienen una secuencia de 6 a 8 aminoacidos,
al cual se le denomina propéptido (Zhu et al. 2010).

¢ y-KTx son péptidos de 36 a 46 aminoacidos con 3 0 4 puentes disulfuro. Este tipo
de toxina ataca canales ERG y presenta el motivo estructural o/f.

¢ k-KTx son toxinas con motivo estructural a/a (Chagot et al. 2005).

2.2 Canales de potasio

Los canales de potasio son proteinas hidrofobicas. Estas son proteinas
transmembranales presentes en la mayoria de las células. Estas proteinas forman
un poro que permite el paso selectivo a iones de K* del exterior de la membrana
al interior de la célula (Martin-Eauclaire et al. 2016; Zhu et al. 2010; Labarca &
Latorre 2005). Los canales, dependiendo de la sefial fisiologica con la que se
regulan, ser clasifican en:

eCanales regulados por diferencia de potencial: estas proteinas
transmembranales presentan un conjunto de 6 dominios estructurales que forman
un poro. Ejemplo: Kv 1.1 Kv 1.2 (Labarca & Latorre 2005).

e Canales con combinacion tandem: canales resultado de la combinacion de los 2
poros, que pueden formar 4 arreglos de 6 dominios cada uno (Martin-Eauclaire et
al. 2016; Zhu et al. 2010)(Labarca & Latorre 2005).

2.3 Sistemas de expresion heteréloga

2.3.1 Acido desoxirribonucleico (ADN)

La célula almacena toda la informacion genética de la produccion de las proteinas
dentro del acido desoxirribonucleico (ADN). El ADN se compone de un azucar
(desoxirribosa), una base nitrogenada (que puede ser purica, como la adenina o
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la guanina, o pirimidinica como la timina o la citosina) (figura 6) y grupo fosfato
qgue los enlaza en forma de fosfodiester (Walter & David, 2008). EI ADN esta
constituido por dos cadenas de bases nitrogenadas, las cuales con
complementarias de una base purica y una base pirimidinica, que se estabilizan
mediante puentes de hidrégeno formados por ambas bases. La
complementariedad se da con la siguiente relacion: adenina con timina y citosina
con guanina (figura 6) (Lehninger and Cox, 2001; Whitford, 2005; Walker and
David, 2008; Stoker, 2010).

H
"
NH \ |

/// N—H_q ///NH O---—- H—N
N- N—H-----~

enina / TH—N N=

Ad N~ Guanina \( />_ N‘?‘
N‘,b? N—H------- o

o I—{ Citoci
Timina
Figura. 6

Bases nitrogenadas (Walker & David 2008).

Esta macromolécula presenta dos funciones principales: la primera es preservar
la informacién genética y transmitirla a las nuevas generaciones, y la segunda es
servir de molde para poder generar las moléculas necesarias (ARN) para producir
las proteinas que se requieran, como se mencion6 anteriormente. La informacién
es almacenada en secuencias especificas de 3 bases nitrogenadas, las cuales se
leen de 3’ a 5’ (tomando de referencia los carbonos 3 y 5 de la desoxirribosa)
(Horton et al., 2011, Walker & David, 2008).

2.4 Empleo de biologia molecular para obtener la proteina deseada

El obtener la toxina nativa de un alacran es un proceso arduo. La ordefia de los
aracnidos se lleva a cabo mediante estimulos eléctricos, los cuales hacen que el
espécimen secrete una minima cantidad de veneno y se requiere que el animal
repose al menos 2 semanas para ordefiarlo nuevamente (Gopalakrishnakone et
al. 2015).

Se estima que, para obtener al menos 10 mg de toxina, se requiere ordefar al
menos 5,000 alacranes. Siendo esto muy complicado, se aisla la toxina de interés
y se sintetiza mediante biologia molecular.

El primer paso es secuenciar la composicion de la proteina y traducir a un
segmento de ADN, el cual se inserta en un organismo distinto para que este lo
sobre exprese (Lehninger and Cox, 2001).



Para lograrlo, se requiere que el ADN deseado se coloque en una secuencia auto
replicable como el factor T7, empleado en lo vectores pET (Novagen® Inc.) entre
dos sitios de restriccion. El factor T7 es una secuencia de ADN proveniente del
bacteriofago del mismo nombre, encargada de sintetizar la proteina T7/ARN
polimerasa que, a su vez, permita que sobreexprese una secuencia de ADN
insertada entre los sitios de restriccidbn establecidos(Novagen 2003). Para la
expresion de la secuencia agregada al vector, se emplea cepas de E.coli dotadas
por una secuencia de ADN de otro bacteriéfago conocido como, el cual promueve
la expresion de ARN polimerasa (figura 7) (Novagen, 2003).

E. ColiRNA Gen T7-1

polimlerasa T7 RNA T7 RNA
p‘c_)llimerasa polimerasa Gen

) diana

[ pp—) M © e
A romoror o T7 RNA ,\.‘J

¢ polimerasa \

: DE3 o - _/B ¥
Represor 4_;} ' — e

e - Represor A

R Jacl L 8 pET
A Lac
ALlacI
Figura. 7

Mecanismo de como funciona la induccién con IPTG del operén Lac
(Novagen 2003).

Para poder regular la expresion de la proteina se emplea el operdn de la lactosa.
El operdn de la lactosa (O Lac) es una secuencia de genes que permite mediarse
al agregar un inhibidor competitivo de la alolactosa, conocido como Isopropil-B-D-
1-tiogalactopiranosido o ITPG (figura 8). El inhibidor se une a la secuencia
represora de este operon (Lac O) y deja libre el camino para que siga la traduccion
de la ARN polimerasa (Novagen 2003; Nelson et al. 2011; Sneppen & Zocchi
2005; Fallis 2013; Walker & David 2008).
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Figura. 8
Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (ITPG).



El organismo mas empleado es la E. coli. Esta bacteria tiene la ventaja que
expresa proteinas de manera fidedigna, es decir, que no realiza modificaciones
postraduccionales en las proteinas que produce. También es elegida por su facil
manipulacion en el crecimiento de las colonias y por su facil ruptura celular, para
obtener la proteina deseada (Novagen 2003).

Una estrategia para la purificacion de las toxinas recombinantes es adicionar a la
toxina con secuencias Unicas de aminoacidos que ayuden en la producciéon o
purificacion de lo deseado. Este es el caso de dotar a la proteina que se requiere
con una cola de 6 histidinas para separarla posteriormente, por cromatografia de
metal quelato (figura 9).

2.5 Técnicas de Purificacion

2.5.1 Cromatografia

La cromatografia es un conjunto de técnicas para separar una mezcla en sus
distintos componentes Su fundamento son las distintas interacciones
fisicoquimicas que presentan los analitos de una muestra contenidas en una fase
movil con una fase estacionaria. Al pasar la fase mévil a través de la fase
estacionaria, los compuestos de la mezcla son retenidos y eluyen a distintas
velocidades, permitiendo la separacion de cada compuesto en distintas fracciones
de disolvente (Christian 2006).

2.5.2 Cromatografia de afinidad Metal-quelato (CAMQ)

Esta es una técnica que consiste en dotar a la proteina con un grupo quelante (el
conjunto de 6 histidinas. La proteina se hace pasar por una columna llamada
Histag®) (figura 9).

N%\ NH
“~ NH , />
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Figura. 9

Histag ® (conjunto de 6 histidinas, adicionada a la proteina para
poder retener en columna de afinidad metal quelato).



La proteina con la modificacion se coordina a un metal que forma complejos
octaédricos, soportado a una fase estacionaria de agarosa quimicamente
modificada en una fase como el acido nitriloacético (NTA) (figura 10). En el
proceso cromatogréafico se descarta todo aquello que tiene poca o nula afinidad
por el metal (Manuscript & Nanostructures 2008; Bornhorst & Falke 2000).

Para poder eluir a la proteina de interés de la fase estacionaria, se hacen pasar
concentraciones de imidazol a través de la columna, este compuesto tiene mayor
afinidad a coordinarse con el metal y desplaza a la proteina que se habia
complejado al metal (Hengen 1995).

Por lo general se emplean los siguientes metales: Niguel®*, Cobalto?*, Cobre?* y
Cinc?*.

R o
\c o I
== lel

/ N - - \CHz

oy, 77 :

N\ NN e |

NES R |\ CH CH; _N CH o.

/ Lo NitE CH, cH {CH; i1, q(:H/z S,

. n‘“'f n
: o—¢
CH— CH:—({J 65— %0
(8]

g

bl

Figura. 10
Diagrama de coémo se lleva a cabo la complejacién de la proteina en Ni?*
soportado en NTA (Bornhorst & Falke, 2000).

En este proyecto se empled el Niguel** como metal quelante.

2.5.3 Extraccion en fase Solida (EFS)

Esta técnica de purificacion es una cromatografia en la cual se emplea una fase
estacionaria de polidimetilsiohexano o PDMS modificada con una cadena
hidrofébica (Phenomenex, 2005). Como fase movil se requiere un compuesto de
polaridad media miscible con el agua, para que ocurra la particion entre la mezcla
y el PDMS quimicamente modificado. En este proyecto se emplea como un
método de purificacion de péptidos al descartar algunos péptidos que se retendran
en la columna del HPLC.

2.5.4 Cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia es unas de las técnicas mas
empleadas en la actualidad. Esta es una cromatografia que se puede desarrollar
de dos maneras: en fase normal o en fase reversa. La fase normal consiste

9



separar compuestos polares y la fase reversa se emplea para la separacion de
compuestos poco polares (Christian 2006).

Las proteinas son compuestos hidrofobos por lo que la separacion es en fase
reversa (Bradshaw 2006; Jungbauer et al. 2004; Gopalakrishnakone et al. 2015);
es decir, se coloca una columna poco polar, generalmente se emplea una columna
de (PDMS),con silice modificada con distintos compuestos de cadena lateral, las
mas empleadas para la separacion son las columnas C4, C5, C12, C18 y columna
de fenilos. Las proteinas por lo general, estan disueltas en distintas soluciones
amortiguadoras. Las proteinas se encuentran cargadas, lo que no permite que
tengan cuasi-equilibrios con la columna de fase reversa. Para contrarrestar esto
se usa acido trifluoro acético en bajas concentraciones (alrededor de
0.5%)(Bradshaw 2006).

2.6 Técnicas de caracterizacion

2.6.1 MALDI-TOF

La espectrometria de masas es una herramienta esencial para toda
caracterizacion de compuestos quimicos. Su fundamento es formar iones de un
compuesto con un haz laser, los cuales se separan por relacion masa carga, y se
identifican a través de una respuesta eléctrica. El incidir un rayo laser sobre una
molécula promueve la fragmentacion de la misma con un patrén caracteristico, es
decir, se generaran determinados iones de relacion m/Z distintos que tendran una
abundancia particular. La grafica de la abundancia en funciéon de m/Z, es llamado
espectro de masas (Silverstein M.Robert, Webster X. Francis 2005).

Con una macromolécula, no es recomendable una ionizacién fuerte, ya que se
generarian una cantidad inimaginable de iones que al graficarse no daran mayor
informacion de conectividad. Una alternativa a esto es una técnica de ionizacion
suave, con la cual solo se formara un solo ion con el que se puede determinar la
masa molar de las macromoléculas. En el analisis de proteinas la mas usada es
la ionizacién por desorcién asistida por laser de una matriz (MALDI). La matriz es
un compuesto organico y aromatico, de masa molar pequefia con capacidad de
absorber un rayo laser, y formar un cocristal con el analito de interés, para que la
molécula sea ionizada. Sobre la matriz se hace incidir un laser de longitud de onda
en el intervalo del UV sobre el cocristal formado, haciendo que el compuesto
aromatico de la matriz absorba la mayoria del haz laser, provocando que la matriz
en su conjunto se excite y se generen iones protonados. El laser otorga un exceso
de energia rapidamente a la muestra, la cual se eleva a temperaturas cercanas a
1000°C, permitiendo que una evaporacion casi instantdnea. El vapor acarrea
moléculas neutras del analito, donde se transfiere energia de las moléculas
protonadas de la matriz a las del analito, que presentan mayor afinidad a protones
de las moléculas protonadas de la matriz, generando un ion [M+H]* (Greaves &
Roboz 2014).
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La seleccion de la matriz a usar depende de la cantidad de energia que se quiera
suministrar, por ejemplo, para el analisis de péptidos con masa menor a 10 KDa
se usa el acido alfa-ciano-hidroxicinamico (Greaves & Roboz 2014).

Este analisis de masas es usado para conocer las propiedades estructurales
primarias de la cadena peptidica, proporcionando la masa molar de la
macromolécula. La masa molecular puede dar la informacién del estado de
oxidacion de los puentes disulfuro. Mediante esta técnica es posible encontrar la
conectividad de los puentes disulfuro si se hidroliza la proteina enzimaticamente
de forma selectiva.

2.6.2 Resonancia Magnética Nuclear de H*

Los nucleos atdmicos estan constituidos de protones y neutrones. Los nucleos
gue presentan un namero impar de nucleones, presentan un espin distinto de
0.Todas las particulas cargadas tiene esta propiedad cuantica (Keeler 2010). Al
someter los nucleos de momento angular de espin 1/2 en un campo magnético
externo, se alinearan a favor o en contra del campo, generando dos niveles
poblacionales con poca energia (figura 11). Para que la transicién energética de
un estado energético a otro, se requieren grandes longitudes de onda, como
ondas de radio para llevarse a cabo (Requena & Zufiga 2008).
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Figura. 11

Diagrama de diferencia energética entre
poblaciones a favor y en contra del campo
magnético (Requena & Zuiiga 2008).

Segun la teoria cuantica de Planck (ecuacion 1), la transicion de un estado
energético a otro, requiere una frecuencia especifica.

aE="C—h
== v

Ecuacion. 1
Energia segun teoria cuantica de Planck donde (h)
es la constante de Planck, (1) es la longitud de onda
(c) es la velocidad de la luz y (v) es la frecuencia
(Requena & Zuiiga 2008).
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La energia para efectuar la transicion de los niveles energéticos generados por el
campo magnético externo es proporcional a la constante giromagnética de cada
nuacleo (y), al campo magnético externo (Bo), y al ambiente quimico (5) en el cual
se encuentra un nucleo. Esta relacion se le conoce como las frecuencias de
Larmor (eq.2).

1
= ——v(1+6)B
\Y ZTEY( + 8)B,

Ecuacion. 2
Frecuencias de Larmor donde (y) es las constante
giromagnética del ndcleo, (8) es el
desplazamiento quimico y (Bo) es el campo
magnético suministrado (Requena & Zufiga,
2005).

Dependiendo del ambiente quimico del nucleo, se requiere una energia distinta
para la transicion energética debido a los efectos paramagnéticos y
diamagnéticos, generados por la densidad electronica que envuelve al nucleo
(Mermin et al. 1978), a esta propiedad se le llama desplazamiento quimico ().
Sustituyendo la frecuencia de Larmor (eq.2) en la ecuaciéon de Planck (eqg.1) la
energia de la transicién energética queda:

h
AE = (—Ey(l + 8)) B, = —h(y(1 + 8)B,

Ecuacion. 3
Igualdad de las ecuaciénes 1 y 2 (Silverstein
M.Robert, Webster X. Francis, 2005; Requena and
Zuaiiga, 2008; Keeler, 2010,).

2.6.3 Resonancia Magnética Nuclear para determinar estructura de proteinas

El 'H es el nlcleo mas observado en RMN por su sensibilidad y su abundancia
natural. Idealmente, cada 'H puede tener un ambiente quimico particular y Unico
(figura 15) (Creighton, 1993). En realidad, las sefiales de *H se traslapan, puesto
gue gran parte de los hidrogenos contenidos en los aminoacidos se encuentran
en ambientes quimicos similares (Batas and Chaudhuri, 1996; Creighton, 1993;
Walker and David, 2008); sin embargo, la presencia de interacciones con el medio
gue rodea al polipéptido, asi como la conformacion presente en la proteina debida
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a interacciones a corto y largo alcance, permite que cada hidrogeno tenga una
ambiente quimico particular. El protdbn de una proteina plegada, posee mas
interacciones que un proton de una proteina desplegada (Wdthrich et al., 1982;
Waithrich, 2001; Lehninger and Cox, 2001). Las interacciones presentes se deben
a las interacciones de un proton con los protones vecinos que se encuentraa 2 o
3 enlaces de distancia, llamada acoplamiento (J) y con las interacciones dipolo-
dipolo que generan una transferencia de polarizacion de un nucleo a otro
(acoplamiento dipolar) (Leerle, 2005).

En las proteinas, el espectro de resonancia magnética nuclear de proton puede
informar si se tiene un plegamiento adecuado. Se puede determinar, al encontrar
multiples sefiales bien definidas o resueltas con relativa dispersion en la region de
7-10 p.p.m. debidas a puentes de hidrogeno generados por los protones de
residuos laterales con el nitrégeno de una amina y la interaccion que tiene un
protdn con otro (figura 12).Por ejemplo, dos nucleos equivalentes como el protén
aromaético ¢! de la fenilalanina y el protén aromatico £? de la tirosina, pueden
observarse en sefales separadas si se logra un ambiente quimico distinto
(estabilizacion por un puente de hidrégeno) y se logra que los anillos aromaticos
no roten a gran velocidad con respecto a la escala de tiempo de la RMN (Wthrich
et al., 1982; Creighton, 1993).

His C*'H

Cadena Lateral Otros Alifaticos
i I
NH del Anillo Ser, Thr
Trp Anillos Aromaticos CPH CH,
His C%2H
NH de péptido C*H CPH
—1 [ ] [ ]
| | | | 1 | | | | | 1 —
10 8 6 4 2 0
Desplazamiento
Quimico (p.p.m.)
Figura. 12

Desplazamiento quimico de los protones de los aminoacidos en proteinas
desplegadas (Creigthon, 1993).

2.7 Toxina TsTxKp
La TsTxKB es un péptido de 60 aminoacidos (figura 13); fue aislado del veneno

del T. serrulatus por primera vez en 1994 (Legros, Céard, Bougis, & Martin-
Eauclaire, 1998; Rowosky, Krueger, Collinst, & Blaustein, 1994). EIl
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descubrimiento de este péptido propuso una nueva familia de toxinas
bloqueadoras de canales de potasio, ya que las familias ya conocidas planteaban
que debian tener una longitud de entre 23 y 43 aminoacidos con motivos
estructurales de o/B (Legros et al. 1998). Este paradigma fue roto cuando se
encontraron secuencias de aminodcidos parecidas a las escorpinas, péptidos de
60 aminoacidos, se agregaron a la familia KTx (Zhu et al. 2010).

La primera toxina de la familia Il fue la TsTxKB (Rowosky et al. 1994), ésta toxina
presenta las caracteristicas de posiblemente de tener motivo estructural a/.

KLWALIPMNDOLRSILKAWSWYWHEWAKTOFGCPAYEGY CNDHCOCNDIERKDGECHGFRFRKOCK CAKD

Figura. 13
Secuencia de la TsTxKp, P69940 de Uniprot.net.
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3 Planteamiento del problema

El problema a resolver es producir la mayor cantidad posible de la toxina TsTxK},
de manera soluble y con un plegamiento estable.

4 Justificacién del proyecto

El siguiente proyecto tiene la finalidad de optimizar la produccion de una toxina
recombinante de la TsTxKgB con un plegamiento definido.

Para producir esta toxina se plantea emplear un vector simple (pET3a) para
generar grandes cantidades de TsTxKB Unicamente. Con ello se evitan
problemas propios de usar vectores que requieren mdultiples pasos de
purificacion, lo que genera una disminucion en el rendimiento. Entre los
problemas destacan:

o Producir la toxina proteina de fusién con proteina chaperona en grandes
cantidades y tener gran pérdida en el corte enzimatico para separar la toxina.

o La adicion de cofactores para el corte enzimatico que pueden promover la
precipitacion de la proteina.

o Realizar un segundo corte quimico para obtener solo la toxina deseada, lo que
implica otro proceso de purificacion.

Con los resultados obtenidos en esta tesis y con estudios posteriores se espera
generar las cantidades suficientes para poder obtener la estructura terciaria de la
toxina TsTxKp, la cual no se ha determinado hasta la fecha.

Al proponer y modelar los motivos estructurales que proporcionan el plegamiento
adecuado para la inhibicion de canales de potasio, se podrian establecer posibles
antidotos para esta toxina. Incluso, se podrian plantear terapias para
enfermedades crénico-degenerativas, en las cuales se tengan células que
sobreexpresen canales iOnicos de potasio. Asi mismo, se podria buscar otros
blancos biolégicos de la toxina TsTxKg.
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5 Hipoétesis
La proteina TsTxKB sera expresada de manera soluble, lo cual implica que
tendra un plegamiento estable definido y tendra 3 enlaces disulfuro formados.

Ademas se incrementara los rendimientos al evitar un paso adicional en la
produccion y en la purificacion de esta toxina.

6 Objetivos

6.1 Objetivo General

o Producir la toxina TSTxKp sin proteina chaperona dentro de la proteina
de fusién, empleando el vector pET3a y observar si se tiene un plegamiento
de la toxina recombinante.

6.2 Objetivos particulares

o Probar el sistema de expresion de la toxina recombinante en una cepas
especifica

. Optimizar tiempo, temperatura y concentraciones de inductor para la
produccion de la toxina recombinante.
o Purificacion de la toxina en cromatografia afinidad metal-quelato

(CAMQ), asi como en cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

o Caracterizar la toxina por técnicas espectroscoépicas.
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7 Metodologia

7.1 Disefio Génico de la toxina recombinante TsH

A continuacibn se muestran los mapas génicos de la TsTxKB, la cual
denominaremos con (TsH).

Se disefi6 el plasmido de trabajo (figuras 14 y 15):

S 10 15 20 25 30 35 40 45 50
catatgaaactggtggcocgctgatcococgaacgaccagoctgegtageatteoctgaaagoggtyg
H M K L. ¥ A L I P W Db © L R & I L E & W

S5 al L] 70 = g0 85 20 100 105
gttcacaaggttgogaaaacccocaattoggttgoccggegtacgagggctattgcaacgac
v H E ¥V & E T 9 F &G C P A ¥ E G ¥ C W D

110 115 120 125 130 135 140 145 153 155
cactgcaacgatatcgagocgtaaggacggtgaatgeoccacggectttaagtgecaaatgegeg
H ¢ W D I E KR E D G E © H & F E C E C &

160 165 170 175 180 130
aaagatatgcaccaccaccaccaccactaaggatcc
FE DD M H H H H H H - G 3

Figura. 14
Secuencia TsH.

Este gen fue sintetizado por la compafiia Gen script.

Para el generar la toxina TsTxKB recombinante se decidi6 insertarla en el vector
pET 3a, el cual es un vector simple, es decir este vector solo proporciona
resistencia a un antibiético y sin proteinas chaperonas. La construccion se inserto
dentro de los sitios de restriccion BamHI y Ndel. Ademas, se adicion6 una cola de
6 histidinas para facilitar la purificacion de la proteina (figuras 14 y 15).
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4714-4686 Amp Prom
AmpR 4446-3787 /
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519- 722 inserto TsH
705-722 Histag

843- 824 T7

TsH - 4848 nt
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Origen ColE1 3635-3007

Figura. 15
Construcciéon del vector TsH elaborada en el
programa Serial Cloner 2.6, (Amp R) Resistencia a la
ampicilina, (6 His) Histag, (T7) inserto de T7.

7.1.1 Transformacion

Se procedio a evaluar la produccién de toxina en las cepas mediante cinéticas de
produccion.

Se probaron 4 diferentes Cepas Rosetta®, BL21 (DE3), BL21 (DE3) Trx y C41®.
Estas cepas se transformaron con 1.5 pL de plasmido via choque térmico. Estas
colonias fueron sembradas en cajas petri con medio LB al cual se le afiadié 20 pL
de ampicilina 1000X; se dejaron crecer 18 h a una temperatura de 37°C.

7.1.2 Cinética de produccion

Se tomé una colonia cultivada en cajas petri aislada y se sembré en un cultivo de
5mL durante 16 h. El cultivo se dejo crecer en incubadora rotatoria (200 r.p.m.,
37°C) hasta que se obtuviera una ODesoo de 0.6 y se indujo con 0.5 mM de IPTG,
a una temperatura de 37°C y los inéculos se dejaron 12 h en incubacién.

Empleando las metodologias establecidas dentro del grupo de trabajo, se decidié
emplear la cepa BL21 (DE3). Esta cepa tiene la caracteristica de sobre expresar
proteinas en ambiente reductor. Se procedié a transformar un glicerol de células
competentes de 50 uL, con 3 uL del plasmido de TsH, via choque térmico.
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7.1.3 Inoculacion e Induccidn

A partir de un preinéculo de una cepa aislada de la transformacion, se produjo un
cultivo de 50 mL de medio LB por 16 hrs a 37 °C, a 50 uL de ampicilina 1000X.
Se tomo 40 mL del cultivo anterior y se agregaron 1500 mL de medio LB con 1.5
mL de ampicilina 1000X. La metodologia en el grupo de trabajo indica que se
produzca la proteina recombinante con una concentracion de IPTG de 0.5 mM, a
una temperatura de 37°C en un periodo de 3 horas. Se recolectaron las células
con centrifugacion a 6500 r.p.m.

7.1.4 Lisis celular y purificacion

Se resuspendio los botones celulares en una solucion de 50 mL de buffer de lisis
(50 mM de Tris pH 8.0, 300 mM de NaCl) adicionado con urea 4 M. Se procedi6 a
lisar con una sonda ultrasénica con pulsos de 20 segundos de ultrasonido a una
potencia de 51 Watts, intercalados con descansos de 40 segundos a concluir un
tiempo de 15 min. Se ultracentrifugd a 17000 r.p.m. durante 45 min. Se filtr6 el
sobrenadante con membrana 0.45 um Durapore®. Se procedio a purificar con
CAMQ y se eluyd con BL con imidazol en concentraciones de 25, 300 mM.

Se concentraron las muestras por medio de una EFS, la cual se us6 con una
columna Strata® C18, equilibrada con H20-TFA 0.05%. Se le aplicaron lavados
con mezcla Agua-ACN de los siguientes porcentajes de ACN 0, 25 y 65%. Las
muestras fueron resuspendidas en buffer de lisis pH 8 y cargadas en un gel de
poliacrilamida al 14%. Estas fracciones fueron liofilizadas y resuspendidas en BL
pH 8 inyectadas en HPLC, equipado con una columna C4 Phenomenex® Jupiter
C4 300A y con el siguiente gradiente de agua ACN (tabla 1).

Tiempo % %
Agua ACN
0 85 15
5 85 15
30 5 95
35 5 95
45 85 15
z 85 15
Tabla.1

Gradiente para elucion de
toxina TSH en el sistema 1.
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8 Resultados y analisis de resultados

Se procedi6 a buscar a la cepa inductora, asi como las condiciones para hacer la
expresion 6ptima de la proteina.

8.1 Transformacion

Con base en los resultados mostrados en el gel (figura 16), se establecio que la
cepa C41® era la mejor para poder trabajar el sistema. A continuacion, se decidio
hacer una cinética de expresion mas especifica usando solo la cepa C41®. Se
tomaron muestras de sobrenadante y de la masa celular al momento de inducir, a
las 4, 6, 8, 16 ,20 y 24 horas de induccion.
BL21(DE3)
Rosetta® BL21(DE3) Trx
PM TO T6 _P.g TO 76 P6 TO T6 P6 TO T6 P6

c41®

o ) *
- - i ~
20.6 ° — —_ p
- — = — =g
— - -—
—
17
- —
g N 2
& ' - [onnl] Sobre expresion de 1a protei
6.5 ® " seseoto(Toine)
Figura. 16
Geles de cinéticas de produccion en cepas: Rosetta, C41 BL21 (DE3), BL21
(DE3) Trx.

(PM) Marcador de pesos moleculares.
(TO) Muestra del sobrenadante tomado al momento de la induccién.

(T6) Muestra del sobrenadante tomado a las 6 h de la induccidn.
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Figura. 17 Figura. 18
Gel de cinética de TSH en C41, Gel de cinética de TSH en
fraccion soluble muestras tomadas: C41, fraccion insoluble:
(PM) Marcador de pesos (PM) Marcador de pesos
moleculares. moleculares.
(T4) muestra a las 4 hrs. (T4) muestra a las 4 hrs.
(T8) muestra a las 8 hrs. (T8) muestra a las 8 hrs.
(T16) muestra a las 16 hrs. (T16) muestra a las 16 hrs.
(T20) muestra a las 20 hrs. (T20) muestra a las 20 hrs.
(T24) muestra a las 24 hrs. (T24) muestra a las 24 hrs.

Con la siguiente informacion (figuras 17 y 18), se noté que la proteina se sobre
expresaba, pero esta se iba a la fraccion del precipitado (el pellet).

Por la expresiéon observada entre los tiempos de 4h y 8h, se decidié hacer una
cinética mas corta tomando de tiempo limite 6 h y como minimo 2h (figura 19).

Con esta informacién se decidié que la produccién se llevaria 6h a 37 °C, con
concentracion de 0.5 mM de IPTG y se realizaria la lisis en 50mL de BL con urea
4 M para intentar solubilizar lo méas posible los agregados de proteina producidos.
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Figura. 19

Geles de cinéticas de producciéon en cepas C41® y Rosetta ®

(PM) Marcador de pesos moleculares.

(TO) Muestra del sobrenadante tomado al momento de la induccién.
(TN) Muestra del sobrenadante tomado a las N h de la induccién.
(PN) Muestra del pellet tomado a las N h de la induccion.

8.2 Produccion

Se trabajé con 1.5 L para obtener el péptido de interés. El preindculo se dejo
crecer 16h; de éste se tomaron 50 mL de cultivo y se agregaron a los 1.5 L de
medio LB adicionado con 1500 pL de ampicilina 1000X. Se dejo crecer a una
ODesoo de 0.6 para poder inducir con 1500 pL de ITPG. Se siguid incubando con
agitacion (180 r.p.m.) durante 6 h. El cultivo se centrifugé en un equipo Cole-
Beckham 5 min a una velocidad angular de 6500 r.p.m. La masa celular fue
resuspendida en 50 mL de buffer de lisis (50 mM Tris-Cl pH 8, con 300 mM de
NaCl). Esta suspension se lisé a 0° con sonda ultrasonica pulsos ultrasonicos de
51 Watts cada 20 s intercalados por descansos de 40 s hasta completar un tiempo
total de 10 min de ultrasonicado. La suspension ya ultrasénicada se centrifugo a
17000 r.p.m. durante 45 min.
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8.3 Purificacién

En la primera produccidon que se realizO se observd que la proteina se sobre-
expresaba en gran cantidad en fraccion insoluble, por lo cual se plante6 purificar
por separado las fracciones soluble e insoluble (figura 20). Se decidié hacer un
segundo ultrasonicado con el mismo programa que el primero, solo que se
agregaron 50mL de BL con urea 4 M para resuspender la mayor parte de la
fraccion insoluble. En ambas purificaciones se filtré el centrifugado a través de
membrana de 0.45 um Durapore® (Milipore ®, Merck), para evitar que la columna
se ocluyera con precipitados. Se equilibr6 a las columnas Hitrapp® con 5
volimenes de columna (25mL), del respectivo BL de las fracciones.

Se eluyd la suspension filtrada a través de la columna y se aplicaron eluciones de
5 volumenes de BL con concentraciones de 25 mM y 300 mM de imidazol (figura
20).

Se recogio el eluato de 300 mM de imidazol y se concentré mediante EFS (Strata
C18, Phenomenex®) equilibrada con H20 adicionada con 0.05% de &cido
trifluoroacético (TFA). Se eluyeron con las siguientes mezclas de H2O/ACN con
0.05% TFA, 100%, 40% y 25%.

La primera elucion fue para retirar la urea, y los posteriores de 35% y 45% para
remover péptidos no deseados. Se procedid a obtener la elucién de 65% donde
se esperaba la proteina y la fraccion de 75% donde aun aparecia la toxina. Por
altimo, se eluy6 con 100% de acetonitrilo. Este eluato corresponde a las fracciones
no plegadas y proteinas de mayor masa molar. Todas las fracciones se liofilizaron
y se re suspendieron en 4mL de BL para su inyeccion en el cromatdgrafo de alta
resolucién. Las muestras fueron filtradas por membrana de 0.22 pym.

Figura. 20
Gel poliacrilamida al 15% mostrando la ruptura
de las células y elucion de la CLAM C41.:
(PM) Marcador de pesos moleculares.
(Fil sU) en el filtrado.
(SA sU) Sin afinidad por la Hitrapp®.
(25 sU) eluato de 25 mM de imidazol.
(300 sU) eluato de mM de imidazol.
(Fil) filtrado de Soluciéon Amortiguadora con
urea 4M.
(SA cU) Sin afinidad Hitrapp® con urea 4M.
(25 cU) eluato de 25 mM de imidazol urea 4M.
(300 cU) eluato 300 mM de imidazol con urea
4M.
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Se inyect6 1mL de resuspendido en un cromatografo de liquidos de alta resolucién
(HPLC) con gradiente (tabla 4 y figura 26), marca Varian® modelo Polaris 210 con

modulo binario de disolventes y con detector de UV-Vis. Se empled el gradiente
(tabla 4).

Tiempo % Agua % ACN
0 85 15
5 85 15
15 50 50
18 50 50
24 85 15
Tabla. 2

Gradiente para TSH a flujo de 1 mL/min.

- 256

- 192 %

EEEEcEEeseEEeEssEzzs i
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/ /‘ﬁ:ﬂ\w tdL—/ : //Fraccién 75%

; PP 5 4
~ / Fraccion 65%
i
0 5 10
Tiempo (min)
Figura. 21

Cromatogramas de las inyecciones de las fracciones de C41® eluidas en
mezcla ACN/H20 65%, 75% y 100% en EFS.
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Figura. 22
Cromatograma de la fraccién de 75% ACN con pico correspondiente
al min 18.3 con su masa molar obtenida en MALDI-TOF.

Se recolecté el pico correspondiente al 18.3 min (figuras 21y 22) y se analiz6 por
MALDI-TOF. La masa obtenida fue de la toxina con puentes disulfuro formados:
7,804 Da (figura 22).

Estos experimentos muestran que se obtuvo la proteina con puentes disulfuro; sin
embargo, la cantidad de la muestra fue muy pequefa para poder caracterizarla
toxina por dicroismo o por RMN H!. En la purificacion de CAMQ, aparentemente
se obtuvo una gran cantidad de proteina. Sin embargo, también se observé que
fue insoluble, ya que al inyectarse al HPLC la cantidad que este separa es minima.

8.4 Optimizacion de la purificacion
Se purifico el sobrenadante por medio de CLAM y se procedié a resuspender

nuevamente el pellet en buffer de lisis, adicionado con 4 M de urea, para la
solvatar la toxina de interés (figura 23).
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Esta resuspension se dejo en agitacion durante 1 h y se procedié a diluir solo la
urea hasta alcanzar una concentracion de 1 M. Esta solucion fue filtrada. Se tomo
muestra del filtrado y fue cargado en un gel de poliacrilamida de 15%. Este gel se
mostrara en la siguiente seccion ya que es referencia para observar la proteina.

PM  Fil SA 25 300

Fil SA 25 300

—
A——

26.6

17

Figura. 23
Purificacion mediante Hitrapp del resuspendido
con urea 4M de la Toxina TSH.
(PM) marcador de pesos moleculares.
(Fil) Filtrado para ingresar a CAMQ.
(SA) Sin afinidad en CAMQ.
(25 mM) Eluato de 25 mM de Imidazol.
(300 mM) Eluato de 300 mM de Imidazol.

8.4.1 Optimizacion de los métodos de purificacion por medio de la CAMQ

El lisado resuspendio y filtrado se hizo pasar a través de la columna de afinidad
metal-quelato Hitrapp® cargada con 100 mM de cloruro de niquel (), equilibrada
previamente con buffer de lisis.

La proteina fue sometida al siguiente gradiente de buffer de lisis con las
concentraciones de imidazol: 0 mM, 25 mM, 300 mM (figura 23).

Se muestra que la proteina eluye con cierto grado de pureza al comparar la
proteina filtrada con la proteina no retenida en la columna; el eluato de 25 mM de
imidazol muestra que se retiran aiun mas impurezas.

Con esta informacion se procede a eluir a través de una columna de extraccion
en estado sélido equilibrada con agua con 0.05% de TFA.
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8.5 Determinacion de las condiciones para la EFS

En este paso se optimizaron los lavados para eliminar mas impurezas que hayan
logrado retenerse en la Hitrapp® y que no se haya eluido en las distintas
fracciones de imidazol; ademas, este paso quita la urea 0.5 M de la solucién y
prepara a la muestra para ser ingresadas al cromatégrafo de liquidos Se preparo
y equilibré una columna para EFS Strata® C18. Se lavaron los péptidos de la
columna de EFS con un gradiente de mezclas de agua-acetonitrilo adicionados
con 0.05% de TFA 0%, 25%, 35%, 45%, 65%, 75% y 85%. Se liofilizé las
muestras, para ser disueltas en buffer (50mM de Tris pH 8.0, con NaCl 200 mM),
para su inyeccion en el cromatografo de liquidos.

8.6 Optimizacion de los gradientes en HPLC

Para la purificacion de la toxina, se decidio hacer un gradiente de elucién que fuera
en un inicio lo mas polar posible y que soportara la columna sin que tuviera un
dafio severo- Al final, la elucién tendria que ser lo mas apolar que se pudiera, en
un tiempo reducido. Se optimiz6 el siguiente gradiente de agua-acetonitrilo con
0.05% de TFA (tabla5 y figura 24).

Tiempo (min) % Agua % ACN
0 85 15
5 85 15
20 5 95
25 5 95
35 85 15
Tabla. 3

Gradiente para obtener la proteina TsH a flujo de ImL/min.
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Inyeccion de la fraccion de 65% de EFS
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Figura. 24
Inyeccion de la fraccion de 65% de EFS del nuevo sistema C41®
comparado con el gradiente para purificacién de toxina TsH.
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Figura. 25
Cromatogramas de las fracciones del nuevo sistema C41® que tenian urea 4M y
fueron eluidas por EFS.
Una vez definidas estas condiciones, se inyectaron las fracciones obtenidas tras
la EFS (figuras 24 y 25) y se percato que en las fracciones de 35%, 45%, 65% y
85 % se obtenian un pico bien definido en el minuto 18, (84% de ACN), el cual fue
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colectado y se procedi6 a liofilizar para determinar la masa del péptido con MALDI-
TOF.

Los picos correspondientes al minuto 18, eluidos con &0% ACN/H20 presentan
una masa de 7,804 Da en este tiempo de retencion; también, se observaron 3
picos mayoritarios: un pico en 14.3 min, otro en 15.5 min y el 18. El pico mayoritario
se obtuvo en el minuto 24.8, por lo cual, se procedié a tomar espectrometria de
masa y se determind que seria la toxina TsTxKp. Sin embargo, se puede afirmar
gue se encuentra desplegada puesto que el porcentaje de acetonitrilo requerido
para eluir era 94% figura 14; esto se debe a que las partes hidréfobas se
encontraban expuestas y estas estaban adheridas a la columna. La adhesion de
una proteina desplegada a una columna de fase reversa se debe a que las
cadenas laterales de los amino&cidos no polares incrementan los cuasi-equilibrios
con la fase estacionaria. Una proteina con un plegamiento definido tiene los
residuos polares expuestos al disolvente que la rodea y aglomera a las cadenas
laterales de los aminoacidos poco polares, de tal manera que se reduzcan las
interacciones con el disolvente.

Concluidas las inyecciones de las fracciones de 65 y 75% se realiz6 una corrida
de blanco a la columna, en la cual no se obtuvieron péptidos que fueran solubles
en 95% de acetonitrilo. Sin embargo, al eluir con una solucion de
Isopropanol/acetonitrilo 2:1 se observa la fraccion correspondiente a un pico que
tenia cerca de 3000 mAU. Esto implica que la columna tenia péptidos que estaban
desplegados y que se requeria un eluyente menos polar que el acetonitrilo para
poder eluirlos.

La cantidad de proteina no se pudo cuantificar.

8.6.1 Produccién con cepa BL21 (DE3)

Se procedio6 a producir con una metodologia establecida previamente en el grupo
de trabajo. Se empled la cepa BL21 (DE3) con las mismas condiciones de tiempo,
temperatura e inductor para la produccién de la toxina recombinante.

A continuacién se muestra gel de las eluciones de la Hitrapp®. Se observa una
proteina en la concentracion de 300 mM con peso molecular entre 14 y 6.5 que
es la toxina de interés (figura 32).
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Figura. 26
Gel poliacrilamida 15% mostrando las proteinas TsH
producidas en BL21 (DE2).
(PM) Marcador de pesos moleculares.
(Fil) en el filtrado.
(SA) lo no retenido por la Hitrapp®.
(25) el eluato con 25 mM de imidazol.
(300) el eluato de 300 mM de imidazol.
(65%) fraccion eluida de EFS con 65% ACN.

Tiempo de retencién (min)

Figura. 2
Cromatograma de la purificacién sistema BL21 (DE3) de las
fracciones de 25% y 65% obtenidas en la EFS.

Absorbancia mAU
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El gel (figura 26), muestra proteina con masa aproximada de 7 kDa en las
fracciones eluidas de la Hitrapp de 300 mM de imidazol. Esta fraccion se procedi6
a separar a través de EFS con una columna Strata C18® de la marca
Phenomenex®, activada con ACN y equilibrada con H20. Se observo que se
separan algunos péptidos.

Fraccion 65%
Gradiente

800 — 100

— 50

Absorbancia mAU
porcentaje AcCN

-——A4h g+ to
5 10 15 ~“20 25 30 35 40 45

Tiempo de retencidn (min)

Figura. 28
Cromatograma de la fraccion de 15% ACN contrastado con
gradiente del sistema BL21 (DE3).

Ademas, este paso sirve como método de preconcentracion para inyectarse al
HPLC (figura 27 y 28).

Se procedio a recolectar el pico obtenido en el minuto 18.3 (figuras 27 y 28) de
ambas inyecciones y se procedio a liofilizar para poder determinar la masa, la cual
fue de 7804.2 Da, lo cual indica presencia de la toxina TsH con formacion de 3
puentes disulfuro.

La masa neta liofilizada fue de 0.1 mg y se procedié a resuspenderla en 125 uL
de H20 adicionada de 5% de D20.

Se procedi6 a ingresar al equipo de RMN Varian de 500 MHz, con Scans 32y
supresion de agua DPFGSE.

Se muestra el espectro de proton (figura 29).
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Figura. 29
Espectro de Resonancia Magnética Nuclear H! de la toxina TsH.
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Con el espectro de RMN *H, se observa que la toxina no tiene un plegamiento
definido, esto se puede afirmar por la poca dispersion de las sefiales en la zona
de las amidas y aromaticos en 7-9 p.p.m., asi como la poca dispersion de las
sefales en | zona de los metilos comprendida entre 0y 2 p.p.m.

Este sistema obtuvo un rendimiento de proteina de 0.075 mg por litro de cultivo
LB.

Conclusiones

Con el sistema de expresion C41, se puede concluir que:

e La toxina que se traté de producir se presenta en cuerpos insolubles, por tanto
se asume que no se tiene un plegamiento definido en la proteina.

e Se puede afirmar que la toxina TsTxKp fue producida por los cromatogramas,
los geles de electroforesis y la masa obtenida en MALDI-TOF.

eLa toxina TsTxKB requiere un replegamiento o vector que le proporcione
modificaciones postraduccionales.

Con el sistema de expresion BL21 (DE3) se puede concluir que:

¢ Se produjo la toxina con puentes disulfuro y sin un plegamiento definido. Sin
embargo, no se pudo reproducir el experimento.
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10 Perspectivas

e Optimizar condiciones de produccién para intentar producir la toxina soluble
desde el momento de produccion.

e Realizar un método de replegamiento para la toxina.

eIncrementar los rendimientos de la toxina para poder hacer experimentos de
RMN !H bidimensionales.
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Anexo |

Medio LB

Por cada litro de medio:

¢ 10 g de Triptona
¢5 g de Extracto de Levadura
¢10 g de NaCl

Ampicilina 1000X

¢ Disolver en matraz aforado de 50 mL, 50 g de ampicilina con Agua Mili-Q.
e Filtrar bajo campana de flujo laminar y con membrana de nitro celulosa 0.2 pm
en tubos de micro centrifuga de 2 mL, llenando con 1.7 mL.

Cloranfenicol

¢ Disolver 17 mg de Cloranfenicol en un matraz volumétrico de 50.0 mL con 50 mL
de mezcla etanol-agua 70%.

e Filtrar bajo campana de flujo laminar y con membrana de nitro celulosa 0.2 pm
en tubos de micro centrifuga de 2 mL, llenando con 1.7 mL.

Kanaminicina 1000X

¢ Disolver 30 mg de Kanamicina en un matraz volumétrico de 50.0 mL con 50 mL
de agua Mili-Q.

e Filtrar bajo campana de flujo laminar y con membrana de nitro celulosa 0.2 pm
en tubos de micro centrifuga de 2 mL, llenando con 1.7 mL.
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Anexo |l Caracterizacion por técnicas espectroscopicas

Por MALDI-TOF

e Tomar una fraccion de la proteina obtenida y disolver en una acuosa con 15%
de acetonitrilo y 0.05% de acido trifluoroacético.

e Determinar la relacion correcta de la mezcla anterior con solucion saturada de
matriz (en este caso se emplea &cido alfa-ciano-hidroxicindmico).

e Colocar en la platina para el equipo.

e Colocar platina en el equipo y esperar a que se llegue al vacio necesario 0.005
torr.

¢ Aplicar el método adecuado con la atenuacion requerida para la muestra

e Observar el pico 7804 en TsH.

Por RMN H

eTomar 1 mg de muestra y resuspender en 125 pL de agua miliQ® con 5% de
agua deuterada en un tubo de resonancia marca Shigemi®.

e Ajustar los shims y los transientes necesarios para observar el espectro de
protén de la muestra.
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Anexo lll Aminoacidos

Tabla de aminoacidos

Tomada de:
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