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1. Resumen

Las neurotoxinas obtenidas de venenos de animales como los alacranes, arafias, conos,
serpientes, entre otros son péptidos de gran interés para el estudio de canales i0nicos. Entre sus
caracteristicas de interés se incluyen una alta selectividad hacia sus blancos moleculares y una

gran estabilidad, en especial cuando se trata de toxinas que presentan enlaces disulfuro.

Para estudiar la interaccion de las neurotoxinas con sus blancos moleculares, en particular
canales i6nicos, es necesario elucidar la estructura tridimensional de estos péptidos. Con este fin,
se busca obtener cantidades grandes de la toxina de interés en su forma pura. Esto representa un
problema, ya que los venenos de animales son mezclas complejas de cientos o a veces miles de
moléculas, entre las cuales las neurotoxinas representan un porcentaje sumamente bajo. Por esta
razon se utilizan técnicas de biologia molecular para obtener los péptidos de manera
recombinante en sistemas heterologos. Una vez que se ha obtenido una cantidad suficiente de la
muestra de interés, se pueden realizar diversos experimentos para determinar la estructura de las

toxinas.

Dos técnicas de gran importancia para la elucidacion de estructuras protéicas son la
difraccion de rayos X y la resonancia magnética nuclear (RMN). La difraccion de rayos X
requiere la obtencion previa de cristales a partir de la proteina de interés. Las neurotoxinas son
péptidos pequefios (por lo general contienen menos de 100 aminoéacidos), y por lo tanto a
menudo es imposible obtenerlos en forma cristalizada. Por esta razén, se utiliza la RMN para

estudiarlos en disolucién.

En este trabajo se describe la obtencién mediante un sistema heterélogo de las toxinas
rOxyTx1 y rOxyTx2, previamente aisladas del veneno de la arafia Oxyopes lyneatus. Estas
toxinas presentan actividad sobre canales de calcio de insectos. Con el fin de determinar su
estructura, se utilizaron RMN y técnicas in silico (modelado por homologia con posterior
refinamiento por dinamica molecular). Los resultados indican que estas toxinas presentan un
motivo estructural denominado nudo inhibitorio de cisteinas (inhibitory cysteine knot, o ICK), el

cual les confiere una alta estabilidad. También se pudo observar que la presencia de cinco
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enlaces disulfuro en cada toxina hace que el motivo sea conservado y su movilidad es baja al

simularlas en un sistema en disolucion.

Los resultados aqui reportados sirven como una propuesta para estas toxinas, de las
cuales no se cuenta con estudios estructurales previos. A partir de estos se pueden realizar mas

experimentos de RMN para obtener una propuesta experimental de las estructuras de interés.

2. Marco teorico

2.1. Arafas, veneno y toxinas

Las arafias son los animales venenosos con mas especies conocidas, con >46,000 especies
descritas hasta ahora. Como su supervivencia depende completamente en la depredacion, han
desarrollado una combinacion compleja de enzimas, neurotoxinas y péptidos antimicrobianos y
citoliticos en sus venenos!. Existe un gran interés por estudiar los componentes de sus venenos,
ya que éstos presentan actividad sobre un gran nimero de especies animales, entre ellos insectos
y mamiferos, de manera potente y selectiva. Se ha propuesto su uso en tratamientos

farmacoldgicos, bioinsecticidas, entre otros. 2

El componente principal de la mayoria de los venenos de arafias son toxinas peptidicas
ricas en enlaces disulfuro, aunque existen excepciones. Estas toxinas presentan propiedades
farmacoldgicas variadas; se ha observado que muestran actividad en un gran nimero de canales
ionicos neuronales de manera selectiva y potente.®> Se cree que muchas de estas toxinas
provienen de un gen ancestral que codifica una proteina tipo “nudo” (knottin en inglés) rica en
enlaces disulfuro®. Los nudos son péptidos pequefios (por lo general 30-50 residuos) que
conforman un motivo estructural conocido como nudo inhibitorio de cisteinas (ICK por sus
siglas en inglés). El motivo ICK se conforma por una hoja- de dos o tres ldminas-f estabilizadas
por tres enlaces disulfuro que forman un pseudo-nudo en el que dos de los enlaces disulfuro y las
secciones que intervienen de la cadena peptidica forman un lazo cerrado que es intersectado por
el tercer enlace disulfuro.* Una representacion esquematica del motivo ICK se puede observar en
la figura 2.1.1. Se debe notar que el motivo no cumple con la definicion matematica de nudo, ya

que se puede deshacer por medio de una transformacion geomeétrica, sin la necesidad de romper
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alguno de los enlaces. ElI motivo ICK permite a los péptidos tipo nudo presentar una alta
estabilidad quimica y térmica, asi como una buena resistencia a proteasas. Se han descrito
toxinas de arafia con este motivo estructural que se mantienen estables por largos periodos (>1
semana) en disolucion y cuya temperatura de fusion es mayor a 80°C2. Otra caracteristica del
motivo ICK es que constrifie fuertemente la estructura del péptido, de manera que la mayor parte
de los residuos que no son cisteina pueden ser mutados sin comprometer la integridad estructural
de la toxina. Esto facilita la adaptacion evolutiva de las toxinas, asi como la ingenieria

biotecnoldgica en busqueda de actividades novedosas.

(a) (b) M\ ©
k‘/ R 77;\»
/4 ﬁ-ha;rpln
- -1
/-:ww £ N
¥4 ,N‘ b
‘\‘\\' ‘v' [::/, X
N o fcystine
i Y knot
(4 . c1-c4

Fig. 2.1.1 (A) Representacion esquematica del motivo estructural ICK. (B) Representacion tridimensional de
la toxina Hvla, en la que el motivo estructural ICK se muestra en la regién marcada en naranja. (C) Figura
simplificada de esta misma region ampliada, donde los enlaces disulfuro que forman el lazo se muestran en
rojo y el enlace que atraviesa para formar el pseudo nudo se muestra en azul. Tomada de la referencia 2.

2.2. Canales i6nicos

Los canales i6nicos son proteinas transmembranales que permiten el paso de moléculas
inorganicas (por lo general iones Na*, K*, Ca?* y CI") que no son capaces de penetrar la bicapa
lipidica por su carga y su estado de hidratacion. Estos canales forman poros pequefios y
altamente selectivos que se abren y cierran rapidamente. La apertura del canal depende de un
estimulo, el cual puede ser un cambio en el potencial de la membrana (voltage gated), la
presencia de un ligando o un estrés mecénico.® Las toxinas de arafia que se estudiaran en este

proyecto presentan actividad bloqueadora sobre canales de Ca?* mediados por potencial (Cay).
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Estos canales son un blanco terapéutico de interés, ya que tienen un rol importante en procesos
de proliferacion celular, secrecion hormonal, expresion genética, regulacion de actividad

enzimatica, entre otros.®

Los canales Cay se dividen en subtipos segun sus caracteristicas electrofisiologicas. Se
han descrito seis categorias principales: L (long-lasting, de larga duracion), T (transient,
transitorios), N (no corresponde a L o T, o neuronal), P (células Purkinje), Q (después de P) y R

(remanentes o resilientes).’

Los canales L se encuentran en musculo liso, esquelético y cardiaco; sus corrientes se
distinguen por un alto potencial de activacion, alta conductancia en un solo canal, inactivacién
lenta mediada por voltaje y regulacion por vias de fosforilacion de proteinas dependientes de
CAMP. Estas corrientes son inhibidas por farmacos antagonicos a Ca®*, incluyendo
dihidropiridinas, fenilalquilaminas y benzodiazepinas. Este tipo de canales realizan funciones
como regulacion de la transcripcion, secrecion enddcrina, regulacion de actividad enzimatica,

regulacion del ritmo cardiaco, entre otras. 8

Los canales tipo T se observan en muchas de las mismas células que los tipo L; sin
embargo, las corrientes observadas en éstos se activan a potenciales mucho mas negativos; se
inactivan rapidamente; se desactivan lentamente; tienen baja conductancia de un s6lo canal y no
son inhibidas por antagonistas de Ca®* convencionales. Este tipo de canales estd involucrado

principalmente en la regulacion del ritmo cardiaco y la tasa de disparo neuronal. °

Los canales tipo N se definieron originalmente por su dependencia de voltaje y velocidad
de inactivacion intermedia; mas negativo y rapido que los de tipo L pero méas positivo y lento
que los de tipo T. No son bloqueados por moléculas organicas como las que bloguean al tipo L, y
son sensibles al péptido w-conotoxina-GVIA (del veneno del cono Conus geographus) y
péptidos similares. Debido a que la dependencia de voltaje y propiedades cinéticas de este tipo
de canales varian ampliamente, la sensibilidad a este tipo de péptidos es su caracteristica

determinante. 1°
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Los canales tipo P, Q y R se caracterizan principalmente por el tipo de moléculas que
bloquean sus corrientes. Las de tipo P y Q son sensibles a la toxina w-agatoxina-IVA con
diferentes niveles de afinidad (la mayor afinidad la presentan los tipo P). Los canales tipo R son
sensibles a la mayor parte de los bloqueadores de canales de calcio, incluyendo moléculas
organicas y péptidos; este tipo de canales se han encontrado en neuronas granulares del cerebelo.
Estos ultimos tres tipos de canales estdn involucrados principalmente en la liberacién de

neurotransmisores. 1°

Los canales de calcio son complejos de unidades funcionales denominadas al, o2, 3, vy
0. ElI modelo propuesto por Wolf et al'! consiste en una unidad funcional transmembranal
principal ol de 190 kDa asociada con un dimero a20 ligado por puentes disulfuro de 170 kDa,
una unidad funcional transmembranal  de 55 kDa y una unidad funcional transmembranal y de

33 kDa.'® Una representacion grafica de este modelo se observa en las figuras 2.2.1y 2.2.2.

T ol 02
+HsM - +HN

domain: | I i v N co; "9V 5

ﬂ outside /
1 1 2| 1 1 S‘S‘
+HN inside -
+H3N
CO;
+HgN co;

-~ - L

FIG 2.2.1. Estructura de la subunidad de canales ionicos de calcio. Las subunidades se representan como modelos
transmembranales de plegamientos donde los cilindros corresponden a hélices a y el largo de las lineas corresponde
aproximadamente al largo de los segmentos. Figura tomada de la referencia 10
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FIG 2.2.2. Arquitectura tridimensional propuesta de canales de Ca?*,
basada en criomicroscopia electronica de Cav1.1. Figura tomada de la
referencia 10

Es importante notar que la mayor parte de los estudios sobre canales de calcio que se
encuentran en la literatura se han realizado sobre canales de mamiferos. Sin embargo, existen
también canales de calcio en otras especies; en particular, los canales de insectos son relevantes
para este trabajo. EI modelo estructural en general se conserva entre canales de mamifero y de
insecto, aunque existen algunas diferencias, en particular en los dominios citoplasmicos de las
regiones amino- y carboxilo-terminal, las cuales son mas largas en el caso de canales de insectos.
Ademas, se reportan diferencias en la sensibilidad a bloqueadores organicos (por ejemplo, los
canales tipo L de insecto no son sensibles a dihidropiridinas). La clasificacién de los tipos de

canales se conserva en el caso de canales de insecto.?
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2.3. Produccion recombinante de proteinas

Los estudios estructurales de proteinas requieren de cantidades considerables de la
proteina de interés en disolucion; muchas veces estas cantidades son mayores a las que se pueden
obtener facilmente a partir de la fuente natural. Este problema estd presente en el estudio de
toxinas animales, ya que los venenos estan constituidos por cientos de compuestos y por lo
general las proteinas de interés representa un porcentaje muy bajo de éstos. Por esta razon, seria
necesario obtener muestras de veneno de decenas 0 en ocasiones cientos de especimenes para

acumular cantidades suficientes de muestras para realizar los experimentos. *3

Una manera de solucionar este problema es utilizar sistemas de expresion bacteriana para
producir proteinas recombinantes. Esta es una técnica que consiste en utilizar ingenieria genética
para introducir un gen de interés en un organismo heterélogo y asi producir cantidades elevadas
de la proteina de interés!*. El organismo mas utilizado para estos sistemas es Escherichia coli, ya
que presenta numerosas ventajas tales como un ciclo de vida corto, facil manipulacion genética y

un genoma y biologia celular bien estudiados.®

Los vectores utilizados para la transformacién de la célula huésped contienen genes que
facilitan la produccion de proteinas recombinantes, tales como un promotor a partir del cual se
expresa el gen de interés y un origen de replicacion que regular el nimero de copias del plasmido

en cada célula huésped.®®

Una vez producida la proteina, se debe llevar a cabo el proceso de purificacion. Otra
ventaja de los sistemas de expresion recombinante de proteinas es permitir la introduccion de
secuencias al péptido que facilitan su purificacion. Un método comun es la adicion de una
secuencia de histidinas a la construccion de la proteina. Este residuo es capaz de formar
complejos (quelatos) con iones metalicos como Ni (I1) o Cu (1), por lo que se puede utilizar la

técnica de cromatografia de afinidad metal-quelato (CAMQ).1®
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Un problema comdn al realizar la produccion recombinante de proteinas es la obtencion
de agregados insolubles. Cuando este es el caso, existen métodos de purificacion de proteinas a
partir de cuerpos de inclusién, que consisten en utilizar agentes caotrépicos que permitan la
solubilizacién de la proteina en distintas conformaciones estructurales. Una vez disuelta la
proteina, se utilizan agentes como pares redox GSH/GSSH, DTT/GSSH, cisteina/cistina y
cisteamina/cistaminal’ que favorecen el replegamiento controlado. Otra opcidn cuando se trabaja
una proteina que tiende a formar agregados insolubles es modificar la metodologia de expresion,
ya sea disminuyendo la temperatura, concentracion del cultivo, utilizando cepas bacterianas que

produzcan ambientes oxidantes, entre otros.®

Una vez que se ha logrado obtener la proteina de manera soluble, se debe purificar
utilizando HPLC o FPLC para asegurar un nivel de pureza alto. La proteina pura se debe
caracterizar por métodos espectroscépicos y funcionales (e.g. actividad) para corroborar su

identidad y correcto plegamiento antes de realizar experimentos biol6gicos o estructurales’

2.4. Resonancia magnética nuclear en el estudio de
proteinas

2.4.1 ;Qué es la RMN?

La RMN es una técnica espectroscopica utilizada para la elucidacion de estructuras
moleculares. El principio de la RMN se basa en la deteccién del espin nuclear en campos
magnéticos localizados alrededor de nucleos atémicos. El espin nuclear (1) representa el
momento angular total de espin. Si se coloca la muestra en presencia de un campo magnético, los
nacleos se acomodan en orientaciones especificas. EI nimero de orientaciones que un ndcleo

puede adoptar es 21 + 1.19%

Todos los nucleos que tienen un ndmero atdbmico 0 nimero de masa impar presentan
espin nuclear, y por lo tanto se comportan como objetos magnéticos. Esto se debe a que los
nucleos no son esferas perfectas, sino esferoides oblatas. Cuando se encuentran en un campo
magnético, estos nucleos absorben radiacién en la region del espectro de radiofrecuencias. La

frecuencia exacta (conocida como frecuencia de resonancia) varia y depende de diversos
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factores. EI méas importante de estos es el entorno quimico de cada nucleo; es por esta razon que
en una molécula, cada nucleo con espin genera una sefial caracteristica. Es asi como la técnica de
RMN permite "evidenciar¢ cada uno de los 4&tomos que conforman a la molécula, y de esta
manera determinar su estructura tridimensional. Los atomos que tienen nimero de masa impar
pueden tener valores de | de %, 3/2, 5/2, ...., etc. En RMN, los ndcleos mas comdnmente
utilizados son *H y *3C, seguidos por °F, 3P, N y 2°Sj, todos ellos con un valor de 1=1/2. Por lo

tanto, se ejemplificara solo este caso por simplicidad!®21:22

Campo aplicado 9.4 T

t Spin opuesto Spin opuesto
N ———— N
Sefial de radio- Sefial de radio-
frecuencia absorbida frecuencia emitida
Ne | Ne ]
Spin alineado Spin alineado

FIG. 2.4.1. Diagrama esquematico de la alineacién de los espines nucleares con el campo magnético.

Un nucleo con un espin nuclear de 1/2 da lugar a dos orientaciones al interactuar con un
campo magnético externo: una orientacion de baja energia (nucleos alineados con el campo) y
una de alta energia (nucleos opuestos al campo), como se ilustra en la figura 2.4.1. Las

transiciones energéticas entre estos dos niveles se describen con la ecuacion:

hyB,

AE =
2T

Donde vy es la constante giromagnética del nucleo a observar y By es la fuerza del campo

magnético externo.
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Para describir la frecuencia v correspondiente a la diferencia energética se utiliza la

ecuacion:

12:7
2T

La distribucién de Boltzmann del sistema se describe por la ecuacion:

N,  AE
B _ o7
Ng

Donde Na es el nimero de ndcleos en el estado de baja energia, y NB es el nimero de

nacleos en el estado de alta energia.

Si al sistema se le aplica una radiofrecuencia del mismo valor que v, ocurre una
transicion de ndcleos del estado de baja energia al de alta energia, y la distribucion de Boltzmann
cambia. Este valor se denomina frecuencia de resonancia o frecuencia de Larmor, y es especifico
para cada ndcleo. La frecuencia de Larmor depende de la naturaleza del nucleo y de la fuerza del

campo magnético aplicado.??

Cuando la muestra se coloca en el espectrometro, los nicleos magnéticos alcanzan una
distribucion de equilibrio, con un mayor namero de atomos en el nivel correspondiente a N, que
en Ng. Esto genera una vector de magnetizacion Mo en direccion del campo aplicado. Cuando se
aplica un pulso de frecuencia v, el vector de magnetizacion gira en un angulo teta. EIl vector de
magnetizacion subsecuentemente regresa a la posicién de equilibrio girando sobre el eje z. El
equipo de resonancia detecta los vectores magnéticos a lo largo de los ejes x y y; estas sefiales se
denominan Free Induction Decay (FID). Cada pulso aplicado a la muestra genera un FID, y se
utilizan numerosos pulsos en cada experimento de RMN. Este proceso se ilustra en la figura
2.4.2. El resultado del espectro proviene de la suma de todos los FID generados, a través de una

Transformada de Fourier.?®
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FIG. 2.4.2. Representacion gréafica de los pasos a seguir para la obtencion de un espectro de 'H.
A) Alineacién del vector de magnetizacion con el campo electromagnético.
B) Reacomodo del vector de magnetizacién luego de girar sobre un angulo teta gracias al pulso aplicado
C) Relajacion del vector de magnetizacion
D) Reequilibrio del vector de magnetizacion a la posicion inicial.
E) Deteccion de la sefial a lo largo del proceso de relajacion del vector de magnetizacion para generar la
sefial FID

En un experimento unidimensional, la sefial obtenida directamente del equipo es funcién
del tiempo t. En el caso de un experimento multidimensional, el espectro es una funcién de dos
tiempos variables, la sefial se obtiene en funcién de tiempos tn, y se debe aplicar la transformada
de Fourier n veces para obtener un espectro en n dimensiones. En el caso de un experimento en
dos dimensiones, la muestra se excita por uno o varios pulsos de radiofrecuencia, permitiendo
que la magnetizacién evolucione durante el tiempo t1. Posteriormente, se vuelve a aplicar uno o
varios pulsos para obtener la sefial como funcion del tiempo to. EI conjunto de estos eventos
conforma una funcion de dos tiempos variables; la variacién en la secuencia de pulsos determina
la informacion obtenida del sistema.??
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2.4.2 ;Por qué utilizar RMN?

A lo largo de las primeras décadas del siglo XX, la elucidacién de estructuras de
productos naturales era un proceso extremadamente laborioso que involucraba numerosas
reacciones sintéticas y degradativas. Los avances que se han logrado en técnicas
espectroscopicas como espectrometria de masas, cristalografia de rayos X, y resonancia

magnética nuclear (RMN) han permitido simplificar enormemente esta tarea.

En particular en el estudio de proteinas, la RMN presenta ventajas sobre la cristalografia
para el estudio de proteinas pequefias (<30 kDa) en disolucion, ya que estas proteinas por lo
general no permiten la generacion de cristales. Ademas, utilizando RMN es posible determinar
relaciones proteina-funcién, distinguir entre diferentes conformaciones, encontrar sitios
especificos de interaccion, entre otros. 22 La preparacion de muestras para su estudio por RMN
es sencilla, y la técnica no es destructiva, por lo que la muestra se puede recuperar y utilizar para

realizar distintos experimentos si es necesario.?

2.4.3 ;COomo se determina la estructura de una proteina por RMN?

Existen diferentes tipos de experimentos de RMN, cada uno con caracteristicas
particulares que permiten desarrollar diversas estrategias para la determinacion estructural de las
moléculas de interés. Por lo general se utilizan tres tipos de experimentos de RMN, cada uno

para un proposito diferente:

1. Experimentos que detectan todos los ndcleos presentes en un sistema de espin
(y por lo tanto todo el sistema de espin).

2. Experimentos que detectan nlcleos vecinos secuenciales dentro de un sistema
de espin (es decir, atomos unidos por enlaces covalentes).

3. Experimentos que detectan nucleos cercanos en el espacio (no necesariamente

enlazados).
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En el caso del estudio de macromoléculas es esencial la distincion entre el segundo y

tercer caso; esto sélo es posible mediante la utilizacion de experimentos multidimensionales.?

El primer paso para el analisis de la muestra de interés consiste en un experimento
unidimensional de *H. Este experimento permite conocer el estado de plegamiento de la proteina.
En los espectros de H-RMN se pueden observar picos en regiones caracteristicas que
corresponden a distintos tipos de protones que conforman a los aminoécidos. Las sefiales que se
encuentran a valores de desplazamiento entre 8.5 y 11 ppm corresponden a los protones de
amidas en la cadena; si estas sefiales se encuentran dispersas, se concluye que la proteina se
encuentra plegada. En cambio, la existencia de sefiales intensas y con poca dispersion alrededor
de 8.3 ppm (la regidn caracteristica de amidas en motivos “random coil”) es indicador de una
proteina desplegada. Un ejemplo de un espectro unidimensional que corresponde a una proteina
plegada y uno que corresponde a una proteina desplegada se observan en la figura 2.4.3. Otro
indicador del estado de plegamiento de la proteina es el experimento bidimensional TOCSY, en
el cual se esperaria la presencia de tantas sefiales en el espectro como sistemas de espin

(aminoécidos) presenta una proteina plegada.?
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FIG 2.4.3. Espectros unidimensionales de protén. A) Espectro con la
region correspondiente a cada fragmento de la proteina marcado. B)
Espectro de una proteina plegada con la zona correspondiente a protones
aromaticos marcada en rojo. C) Espectro de una proteina desplegada
con la regién correspondiente a protones aromaticos marcada en rojo.
Figura tomada de la referencia 23
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Una vez que se determiné que la proteina se encuentra plegada, se procede a la
asignacion de sefiales en el experimento 'H,!H-COSY, donde cada sefial representa la
correlacion entre nlcleos que se encuentran a no mas de tres enlaces de distancia. Cada sistema
de espin tiene una topologia caracteristica en un espectro *H,*H-COSY y puede ser asociado con
un tipo de residuo especifico. Siete topologias pueden ser asociadas Unicamente con un
aminoéacido; los trece aminoacidos restantes comparten tres topologias diferentes y por lo tanto

se requiere la secuencia de aminoacidos de la proteina que se estudia para realizar su asignacion.

Posteriormente se utiliza el experimento bidimensional *H,*"H-NOESY, el cual muestra
una sefial por cada par de nicleos con una distancia internuclear menor a 5 A. Si se conoce la
secuencia de la proteina, se puede determinar cuales son los atomos que se relacionan con
nacleos “arbitrarios“ (i.e. que no corresponden al sistema de espin). Esta informacion permite
entonces establecer restricciones a la conformaciéon de la molécula, permitiendo calcular su
estructura. Cada una de estas restricciones representa un par de atomos con una distancia
internuclear menor a 5 A. El volumen de las sefiales del NOESY se utlizan para calcular los
limites de distancia de las restricciones (entre 2 a 5 A). Con esta informacién un programa de
calculo estructural (e.g. CYANA) es capaz de simular plegamientos de la estructura primaria de

la proteina y encontrar aquellos que cumplan con las restricciones de forma optima. 227

2.5. Prediccion de estructura de proteinas por métodos in
silico.

2.5.1 Métodos de modelaje comparativo

Los métodos computacionales de prediccion de estructura de proteinas se dividen en dos
categorias: aquellas basadas en plantillas, y los métodos “template-free” o sin plantillas. Algunos
protocolos combinan aspectos de ambas categorias. Este trabajo utilizard so6lo aquellos métodos
basados en plantillas. Estos se basan en métodos de modelaje comparativo, los cuales parten de
una secuencia de aminodacidos e identifican plantillas con relacion evolutiva por comparacion de
secuencias o perfiles (e.g. BLAST y HHpred). Una vez identificada la plantilla o plantillas
adecuada, se genera una propuesta de estructura para la proteina problema.?® Estos métodos se
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basan en la observacion de que las estructuras proteicas conocidas comprenden un numero
limitado de plegamientos estables; por esta razon, se pueden compartir elementos estructurales

en proteinas evolutivamente distantes.?

2.5.2 Homologia, similitud e identidad.

La similitud es una propiedad cuantitativa entre dos proteinas que determina el nivel de
correspondencia entre las dos secuencias al nivel de aminoacidos. Una alineacién de secuencias
muestra si las secuencias son idénticas, similares o diferentes y cuantifica el nimero de

aminoéacidos correspondientes.

El porcentaje de identidad de una secuencia con respecto a otra determina el nimero de
amino&cidos idénticos que coinciden exactamente entre ambas, sin tomar en cuenta espacios. El
resultado es reportado con respecto a la secuencia de menor longitud. Esta propiedad no es

transitiva, es decir, A=B y B=C no implica que A=C.

La similitud es una medida de la relacion entre dos secuencias. Toma en cuenta el porcentaje

de identidad, asi como la sustitucion de aminoécidos con propiedades similares entre secuencias.

En estudios comparativos, se utiliza el término “homologia”. Homologia indica la presencia
de un ancestro comun entre las proteinas a estudiar y se refiere a sus caracteristicas estructurales.
En anatomia, se define homologia como “el mismo 6rgano bajo toda variedad de forma y
funcion™?; en el estudio de proteinas se mantiene el significado de tener un origen evolutivo en
comun y se usa para clasificarlas taxonémicamente por su distribucion espacial. EI modelado de
proteinas por homologia genera estructuras tridimensionales a partir de secuencias
bidimensionales bajo el entendido de que la similitud en 3D refleja la similitud en 2D. Sin
embargo, es importante notar que la homologia entre proteinas no implica similitud en la

secuencia como condicién necesaria.’!

2.5.3 Principios de dindmica molecular
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Los experimentos de dinamica molecular (DM) consisten en un conjunto de técnicas de
simulacion molecular que se utilizan para entender el movimiento fisico y los ensamblados de
atomos para muchos sistemas bioldgicos de interés en términos de su estructura a nivel
microscépico a lo largo de un periodo de tiempo determinado. Asimismo, este tipo de
experimentos son capaces de realizar seguimientos de procesos que ocurren en menos de un

milisegundo.®

Las simulaciones de DM son utilizadas para diversos propoésitos, tales como la exploracion
dindmica de la superficie de las proteinas, estudios de complejos macromoleculares (proteina-
proteina, proteina-DNA, proteina-ligando), y sistemas lipidicos. Las dinamicas moleculares
sirven para resolver cuestiones como la termodinamica de complejos proteina-ligando,
plegamiento de proteinas, calculos de energia libre de moléculas, simulaciones de proteinas en la

membrana, transporte de iones, etc.

Al realizar una DM, el objetivo es imitar el comportamiento natural de los atomos asumiendo
una funcion de energia potencial especifica. Esta funcion nos permite calcular la fuerza
experimentada por cualquier atomo segun las posiciones de los otros atomos. Para realizar estos
experimentos, el tiempo se divide entre pasos discretos del orden de femtosegundos (10%°). En
cada paso se calculan las fuerzas que acttan sobre cada a&tomo utilizando un campo de fuerza. En
una DM, asi como en la vida real, los atomos se encuentran en constante movimiento y no llegan
a un estado permanente de minima energia. Sin embargo, si se observa durante un tiempo

suficientemente largo, la simulacion se aproxima a la distribucion de Boltzmann. 3334

Durante estos experimentos se debe tomar en cuenta la energia del sistema y la influencia del
disolvente. Aunque se esperaria que la energia se conservara al ser un sistema cerrado, lo que
sucede en la practica es que la energia total del sistema suele aumentar debido a errores de
redondeo. Por lo tanto, se utilizan mecanismos (“termostatos”)®® que permiten mantener la
temperatura constante. Para el caso del disolvente, se pueden utilizar solventes explicitos
(representar moléculas de agua, iones, lipidos, etc.) o implicitos (utilizar modelos matematicos
para simular los efectos promedio del disolvente).*® Los disolventes explicitos hacen que el

experimento sea computacionalmente demandante, pero generan resultados mas cercanos a la
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realidad, mientras que los disolventes implicitos generan resultados menos confiables en un

menor tiempo.®’

Existen ciertas desventajas en los experimentos de DM. Una de ellas es la escala de tiempo
que se puede utilizar. Muchos procesos de interés que se busca estudiar por estos métodos
ocurren en el orden de microsegundos o milisegundos, o incluso mas tiempo. Sin embargo, un
experimento del orden de microsegundos puede ser extremadamente largo y demandante
computacionalmente, y por lo tanto no es factible si no se tiene acceso a un equipo con las
caracteristicas adecuadas. Otra desventaja es la precision de los campos de fuerza utilizados.
Aunque se han logrado avances significativos en la calidad de los campos de fuerza disponibles,
incluso aquellos con excelentes evaluaciones son imperfectos. Por lo tanto, los resultados

obtenidos con estas herramientas son inherentemente aproximaciones.®

Otro aspecto que se debe considerar es la imposibilidad de formar o romper enlaces
covalentes durante una DM estandar. Si se tiene una propuesta inicial de estructura para la
proteina a estudiar, esto no suele ser un problema ya que los enlaces covalentes no se suelen
romper o crear en una proteina que se ha terminado de formar. Sin embargo, si se estudian
proteinas con enlaces disulfuro o residuos acidos o basicos que jueguen un papel importante en

la interaccion de interés, esto puede representar una limitante.>?

2.5.4  Refinamiento de estructuras por dinamica molecular

Los modelos estructurales de proteinas obtenidos por homologia son a menudo propuestas
de baja resolucion; es comin encontrar errores de 3 A 0 mas con respecto a la estructura nativa.
Por esta razén, existen distintos protocolos de refinamiento de estructura basados en principios
fisicos o familiaridad con el tipo de proteina. Uno de los métodos que da mejores resultados es el
uso de experimentos de dindmica molecular que permiten observar la proteina en un ambiente
que se aproxima al nativo y por lo tanto favorece el acomodo correcto de la cadena de

aminoacidos.
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Se debe comenzar con una estructura modelada por homologia que sea evaluada
positivamente como cercana a lo esperado en la estructura nativa. Existen diversos protocolos de
refinamiento, y se han reportado experimentos con una amplia variedad de tiempo de

experimento (desde 100 ns hasta 100 ps).

Los pasos por seguir pueden variar al refinar una estructura, pero en general siguen esta
secuencia:
e Minimizacion de la estructura
e Equilibrado del sistema
e Generacion de trayectorias por simulaciones de DM
e Calcular la estructura “promedio” a partir de las trayectorias generadas.
e Anadlisis de las trayectorias, en especial valores de RMSD y valores de energia en

funcion del tiempo.3940

Junio 2022



Biosintesis, purificacion y caracterizacion estructural de las toxinas rOxyTx1 y rOxyTx2 de la arafia Oxyopes lyneatus

3. Antecedentes y justificacion del

Proyecto
3.1. Oxitoxinas

Las oxitoxinas (OxyTxs) son péptidos ricos en enlaces disulfuro aislados del veneno de la
arafia Oxyopes lineatus que actian como bloqueadores de canales de calcio dependientes de
voltaje. OxyTx1 se encuentra en mayor proporcion en el veneno de la arafia y consiste de 69
aminoéacidos, con un peso molecular experimental de 8059.1 Da. OxyTx2 es la segunda principal
neurotoxina encontrada en el veneno de O. lineatus. Consiste de 55 aminoacidos y su peso
molecular experimental es de 6175.2 Da (Fig 3.1.1). Se puede asumir que ambas toxinas
presentan amidacion en el C-terminal y forman 5 enlaces disulfuro en su forma nativa por la
discrepancia entre sus pesos moleculares experimentales y tedricos (8069.1 Da y 6186.1 Da en

sus formas reducidas, respectivamente).*

Al probarse la actividad de las oxitoxinas en canales Cay expresados in vitro, se observo
una inhibicion de la corriente de Ca?* en canales tipo P/Q hasta 53%. Ademas, OxyTx1 produjo
un bloqueo reversible de corrientes de Ca?* en canales tipo N 'y L (65% y 63%, respectivamente).
Se observo ademas que la actividad bloqueadora de OxyTx1 no puede ser reversible por pulsos
despolarizantes, como es el caso de w-AgalVA*. Este resultado es relevante ya que, a pesar de
tener menor afinidad por los canales i6nicos en comparacion con o-AgalVA, las oxitoxinas
poseen mejores propiedades paraliticas. Ademas, la actividad de estas toxinas es especifica en

canales Cay de insectos, ya que no bloguean canales Nay y no presentan toxicidad en ratones.*!

La estructura tridimensional de estas toxinas no se ha estudiado. Se han realizado
estudios de su estructura secundaria por dicroismo circular en los que ademas se compararon con
las toxinas w-AgalVA y PltxI1.* Se encontrd que las oxitoxinas presentan una estructura similar
entre ellas y que su contenido de a-hélice, hoja B paralela y giros B es comparable con la de ®-
AgalVA y PlixIl; por otro lado, las oxitoxinas presentan mayor proporcion de regiones no
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estructuradas y menor proporcion de hoja B antiparalela.**® En el afio 2017, Nadezhdin et al.
reportaron la estructura de la toxina modular OtTxla (Spiderine 1a), la cual presenta dos
dominios, OtTx1la-AMP y OtTx1a-ICK. Este segundo dominio tiene alta similitud con OxyTx1y
OxyTx2; su estructura es tipo ICK y es estabilizada por cinco puentes disulfuro, lo que le
confiere estabilidad en disolucion acuosa. ** Este dominio es el primer caso de un péptido tipo
ICK con cinco puentes disulfuro; la elucidacion de las estructuras de las oxitoxinas podria llevar
a establecer una nueva familia de toxinas estabilizadas por cinco puentes disulfuro con actividad

sobre canales iGnicos.

Oxytoxinl | DWE LPLHSS DND V' « KNHH H' PYSNVSKLEKWLPEWAKIPDALKR S QRNDKDGKINT DKYKN

Oxytoxin2 | AWK LPKDST GDD D '« EGLH H PLRNMLPAILR S QSKDDHINT PKYKKS

FIG 3.1.1. Secuencias de aminoacidos de OxyTx1 y OxyTx2.

3.2. Justificacion del proyecto

La elucidacion de la estructura tridimensional de las toxinas OxyTx1 y OxyTx2 permitira
realizar analisis mas detallados de la interaccion de la toxina con los canales de calcio sobre los
que tienen actividad. Estos tipos de analisis pueden ser utilizados para realizar caracterizaciones
de los canales en cuestion, asi como para disefiar experimentos para estudiar la contribucion de

cada uno de los dominios a los enlaces toxina-canal.

4. Hipotesis

La elucidacion de la estructura tridimensional de las toxinas recombinantes rOxyTx1 y
rOxyTx2 permitird confirmar la existencia de una nueva familia estructural de toxinas de arafia,
y servirda como punto de partida para proyectos futuros en los que se busque estudiar la

interaccioén de las toxinas con sus blancos moleculares.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo General

Obtener las toxinas HisOxyTx1 y HisOxyTx2 por métodos recombinantes y determinar

su estructura tridimensional utilizando resonancia magnética nuclear y experimentos in silico.

5.2. Objetivos Particulares

- Expresar las toxinas HisOxyTx1 y HisOxyTx2 en E. coli.

- Extraer las proteinas de fusion de cuerpos de inclusion y replegarlas.

- Confirmar la identidad de las toxinas mediante espectrometria de masas.
- Adquirir experimentos de RMN.

- Obtener propuestas de estructuras utilizando modelado por homologia.

- Refinar propuestas utilizando dindmica molecular.

- Determinar la mejor propuesta de estructura de OxyTx1y OxyTx2.

6. Diseno Experimental y
Metodologia

6.1. Expresion y purificacion de las toxinas HisOxyTx1 y HisOxyTx2.

Para la expresion de las toxinas en E. coli se utilizaron plasmidos cuya construccion fue
previamente reportada por Estrada et al.**, denominados pQE30XaOxyTx1 y pQE30XaOxyTx2.
Ambas construcciones contienen una secuencia de 6 residuos de histidina denominada HisTag en
el extremo N-terminal, la cual facilita la purificacion de la proteina de fusion por cromatografia
de afinidad metal-quelato (CAMQ), y una secuencia de corte para la proteasa FactorXa para

permitir la separacion de la toxina madura y la etiqueta de histidinas.

Se utilizaron células competentes de la cepa BL21 o RosettaGami para transformar con
los plasmidos pQE30XaOxyTx1 y pQE30XaOxyTx2. Las células transformadas se incubaron en
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medio Luria Bertani (LB) con los antibiéticos correspondientes (Amp en el caso de BL21, Amp,
Kan, Cam y Tet en el caso de RosettaGami) a 37°C hasta alcanzar una densidad dptica de 0.5
unidades de absorcion a 600 nm. En este punto el cultivo se indujo con isopropil
tiogalactpiranosido (IPTG) a una concentracion de 0.5 mM por 12 h a 25°C.

6.1.1 Purificacion de las toxinas a partir de fase soluble

Las células se precipitaron por centrifugacion y posteriormente se resuspendieron en
amortiguador de lisis (Tris 50 mM, NaCl 300 mM pH 8.0) y se lisaron por sonicacion. El
material celular lisado se centrifugd por 40 min a 16500 RPM. La fraccion soluble se clarifico
por filtracion a 0.45 pm.

La fraccion soluble se purificé por CAMQ utilizando una columna Hi-Trap cargada con Ni%"y
equilibrada con el mismo amortiguador utilizado para lisar el material celular. La proteina de
fusion se eluyd utilizando un amortiguador con imidazol (Tris 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol
500 mM, pH 8.0) y se desald y concentrd por columna de extraccion en fase sélida (Strata C-18)
con un gradiente de 0.05% TFA en H.O y 0.05% TFA en acetonitrilo como disolvente polar y no
polar respectivamente (los pasos del gradiente fueron 0, 20, 40, 60, 80 y 100% acetonitrilo). La

toxina eluye a una concentracién aproximada de 60% de acetronitrilo.

Las toxinas se purificaron a partir del material resultante por HPLC fase reversa con una
columna Phenomenex C12, utilizando como eluyente un gradiente de acetonitrilo/0.05%TFA y
H20/0.05%TFA con flujo de 1 mL/min y un gradiente de 20 — 80% de acetonitrilo. Las
fracciones colectadas se liofilizaron y la identidad de las toxinas se confirmo por espectrometria

de masas MALDI-TOF y resonancia magnética nuclear.

6.1.2. Purificacion de las toxinas a partir de cuerpos de inclusion.

Las células se precipitaron por centrifugacion y posteriormente se resuspendieron en
amortiguador de resuspension (Tris 50 mM, NaCl 300 mM, urea 8M, pH 8.0) y se lisaron por
sonicacion. El material celular lisado se centrifug6 por 40 min a 16,500 RPM. El sobrenadante se

clarifico por filtraciéon a 0.45 pm.
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Esta mezcla se purifico por CAMQ utilizando una columna Hi-Trap cargada con Ni?* y
equilibrada con el mismo amortiguador utilizado para lisar el material celular. La proteina de
fusion se eluyd utilizando un amortiguador con imidazol (Tris 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol
500 mM, urea 8M, pH 8.0). A la fraccién eluida se le retird el imidazol por dilisis y se realizo
la reduccion de los puentes disulfuro de la toxina agregando DTT (50 mM) a la disolucién,

incubando a temperatura ambiente (TA) por 24 h.

Posteriormente se realizé un proceso de replegamiento controlado. Para este fin, se retiro
la urea y DTT de la disolucion por dialisis, y ésta se afiadio lentamente a un amortiguador de
replegamiento (50 mM Tris, 300 mM NacCl, 0.5 mM glutation reducido, 5 mM glutation
oxidado, 5% glicerol) en un volumen 10X de la disolucion inicial para una mayor reduccion de

la concentracion de urea 'y DTT. Esta disolucion se incub6 con agitacion constante por 48 h.

Una vez realizada esta accion se purifica la toxina una vez mas por CAMQ); se desalo y
concentré por columna de extraccion en fase solida (Strata C-18), utilizando un gradiente de
0.05% TFA en H.O y 0.05% TFA en acetonitrilo como disolvente polar y no polar
respectivamente, como previamente descrito. La toxina eluye a una concentracion aproximada de

60% de acetronitrilo.

Por ultimo, las toxinas HisOxyTx se purificaron por HPLC fase reversa, utilizando la
metodologia descrita en la seccion anterior. Las fracciones colectadas se liofilizan y la identidad
de las toxinas se confirma por espectrometria de masas MALDI-TOF y resonancia magnética

nuclear.

6.1.3. Escalamiento de la expresion de las toxinas para su purificacion en fase

soluble.

Para maximizar la cantidad de biomasa generada para la purificacion de la toxina, se
realizo la expresion de las toxinas en un volumen de 10 L en biorreactores. Para este fin se
prepard un preindculo de 50 mL de cada una de las cepas transformadas, los cuales se incubaron

toda la noche a 30°C. Con este cultivo se inocularon dos matraces Fernbach con un volumen de
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500 mL a 20°C toda la noche. Estos cultivos se utilizaron para inocular los biorreactores que
fueron equilibrados previamente a 20°C con agitacion mecanica y presion positiva de Oz. Los
bioreactores se incubaron a esta temperatura constante hasta alcanzar una densidad optica (OD)
de 0.5-0.6. En este punto se indujeron con una concentracioén de 0.5 mM de IPTG y se continud
incubando a 20°C hasta alcanzar una OD constante. Durante todo el tiempo de incubacién se
monitorearon los niveles de pH y concentracion de oxigeno en disolucion. Una vez que se
alcanz6 la fase estacionaria se centrifugaron las células y se almacend la biomasa para su

posterior purificacion utilizando la metodologia previamente descrita.

6.2 Caracterizacion de las toxinas purificadas.

Las toxinas purificadas y liofilizadas se cuantificaron por gravimetria. Después, se
analizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF utilizando como matriz una solucién
saturada de acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico en relaciones con la muestra de 1:5 y 1:10 en
agua desionizada. Las mediciones se realizaron en un equipo Bruker Daltonics Microflex. El

modo de adquisicion fue lineal, en polaridad positiva.

Los experimentos de dicroismo circular se obtuvieron en un espectropolarimetro Jasco J-
1500 en concentracion 1 mg/mL disueltos en agua desionizada, esto se debe a que se busca tener
condiciones de disolucion similares a las que se utilizardn para los experimentos de RMN. Se
adquirié a 20°C y se midieron longitudes de onda de 240 — 190 nm en una celda de cuarzo de

paso optico de 0.1 cm de espesor.
Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de una dimension se adquirieron en un
equipo Varian 500 MHz. Las toxinas liofilizadas se resuspendieron en una mezcla H>O/D>0 5%

0 PBS/D.O 5% segun el experimento. Las concentraciones de muestra dependen del

experimento y la cantidad disponible de cada toxina y varian entre 0.5y 1.5 mg/mL

6.3. Prediccion de estructuras por experimentos in silico
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6.3.1. Prediccion de estructuras por servidores de modelado comparativo.

Para determinar la estructura tridimensional de las toxinas se utilizaron servidores de
prediccion por homologia. En todos los predictores utilizados, el primer paso debe ser encontrar
una proteina con similitud alta a la proteina de interés. Esta se denomina proteina plantilla. A
partir de la proteina plantilla y la secuencia de la proteina de interés, cada servidor sigue un

protocolo distinto.

Servidores utilizados
I-Tasser
I-Tasser (Iterative Threading ASSEmbly Refinement) es un algoritmo jerarquico de
prediccion de estructura de proteinas. Consiste en una comparacion inicial de la secuencia
introducida con una biblioteca de PDBs. Al identificar segmentos similares al PDB plantilla, el
servidor ensambla los fragmentos utilizando simulaciones Monte Carlo y determina la estructura

de las regiones sin correspondencia (por lo general giros) por medio de modelado ab initio.*>6

SwissModel

Swiss-Model es un servidor para el modelado comparativo de estructuras
tridimensionales de manera automatica. Los modelos se procesan utilizando un pipeline que se
basa en ProMod3, un sistema de comparacion basado en OpenStructure. Después de encontrar
una plantilla, este sistema resuelve inserciones y deleciones utilizando candidatos de una base de
datos de estructuras. Si no se pueden encontrar estos, se realiza una busqueda espacial usando
técnicas Monte Carlo. Para cadenas laterales no conservadas se utiliza una libreria de rotameros
dependientes en la cadena primaria, y su configuracion Optima se estima usando el algoritmo
TreePack. Como ultimo paso, se resuelven choques o interacciones no favorables utilizando

algoritmos de minimizacion de energia.*’

RaptorX

RaptorX es un servidor basado en plantillas que predice estructura secundaria y terciaria.
Es util en casos donde no existen varios homaélogos cercanos a la secuencia de interés. Su primer
paso es hacer un perfil de los homologos disponibles para la secuencia. Después, utiliza campos

condicionales aleatorios para integrar una variedad de sefiales biol6gicas en una funcion de
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paralelismo no lineal. Por ultimo, utiliza paralelismo de maltiples moldes para modelar una sola

secuencia, usando similitudes interplantilla si estas existen para refinar la estructura.*®
6.3.2. Refinamiento de las estructuras por dindmica molecular.

Se realizaron 500 ns de tiempo de simulacion para cada una de las toxinas con la suite
AMBER 20, utilizando el campo de fuerza FF19SB®°. La protonacion a pH 7.4 y fuerza i6nica
de 0.1 se realiz6 con el programa H++°L, La caja de solvatacion octaédrica se generé con una
distancia minima de 18 A de la proteina al borde de la caja, con el modelo de disolvente TIP3P%2,
Se colocaron contraiones para neutralizar el sistema en posiciones aleatorias. Se utilizaron
condiciones periodicas de frontera, y se realizd un ensamble NPT (37°C, 1 atm). Se realizo
minimizacion por gradiente conjugado (5000 pasos) seguido por calentamiento NVT (0.8 ns) ,
un equilibrado NPT (1 ns) usando dindmica de Langevin para equilibrar el disolvente y relajar la
estructura. Los andlisis de las trayectorias se realizaron utilizando el programa CPPTRAJ® y

VMD?®*, Las representaciones moleculares se produjeron con el programa Chimera®.

7. Resultados y Discusion

7.1. Optimizacion de expresion

Se transformaron células de la cepa BL21 con los plasmidos correspondientes a
HisOxyTx1 y HisOxyTx2 y se realizaron pruebas de expresion de ambas toxinas durante 15 h
(Fig 7.1.1).
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FIG 7.1.1. SDS-PAGE de la prueba de expresion de HisOxyTx1 y HisOxyTx2 en.BL21. La
fraccién insoluble se resuspendid con amortiguador de lisis sin agente caotrdpico. En rojo se
muestra la region en la que se esperaria ver las bandas correspondientes a las toxinas de
interés. La columna de la izquierda corresponde al marcador de masa molecular; todos los
valores se presentan en kDa.

En la Fig. 7.1.1 no se observa una sobreexpresion de alguna proteina en la regién
correspondiente a la masa molecular, las cuales son 9.9 kDa para HisOxyTx1 y 8.0 para
HisOxyTx2. Al haber adquirido las células transformadas la resistencia al antibiético Amp, se
espera que la transformacion se haya llevado a cabo adecuadamente. Sin embargo, los resultados
observados en el gel de poliacrilamida indican que la sobreexpresion de las proteinas no se llevd
a cabo como se esperaba. BL21 no es una cepa que confiera propiedades oxidantes a E. Coli, las
cuales permiten la correcta expresion de este tipo de neurotoxinas ricas en puentes disulfuro.
Esta puede ser la razon por la cual no se logré obtener las neurotoxinas utilizando esta cepa

bacteriana.
Con el fin de determinar una metodologia adecuada para la expresion de estos péeptidos,

se repite la transformacion en la cepa RosettaGami. La razdn por la que se eligié esta cepa es

porque presenta un ambiente oxidante que se espera que favorezca el replegamiento de las
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FIG 7.1.2. SDS-PAGE de la prueba de expresién de HisOxyTx1 y HisOxyTx2 en
RosettaGami. La fraccion insoluble se resuspendié con amortiguador de lisis sin agente
caotrépico. El rectdngulo en rojo muestra la regién en la que se esperaria ver las
bandas correspondientes a las toxinas de interés. La columna de la izquierda
corresponde al marcador de masa molecular; todos los valores se presentan en kDa.

toxinas y, por lo tanto, el aumento de la concentracion de estas proteinas en la fase soluble para

que asi se purifique sin necesidad de un proceso de replegamiento controlado.

En la figura 7.1.2 se observa que en esta cepa hay una sobreexpresion de las toxinas por
la presencia de una banda alrededor de 8-9 kDa en ambos casos. Este resultado confirma la
capacidad de la cepa RosettaGami de sobreexpresar las proteinas de interés. También se observa

que las toxinas se encuentran en mayor concentracion en la fase insoluble del lisado.

Una vez que se confirmd la sobreexpresion de las toxinas en la cepa, se realizd una
prueba de expresion a lo largo de 18 horas, monitoreando la concentracion de las toxinas para
establecer el tiempo adecuado de incubacion. Con este fin se inoculé medio LB con 3% de stock

de glicerol de células RG previamente transformadas con cada plasmido. Se indujo con IPTG 0.5
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mM al alcanzarse una OD de 0.5-0.6 y se incub6 a 25°C. Una vez que se indujo el cultivo se
tomaron muestras de 1 mL por hora para monitorear la expresion. Estas muestras se
centrifugaron para bajar el botdn celular; se resuspendieron en 150 uL de amortiguador de lisis;
se lisaron por sonicacion; y, se centrifugaron nuevamente para precipitar la fase insoluble. Para
preparar las muestras para su analisis en geles SDS-PAGE se utilizo la fase soluble sin diluir y la
fase insoluble se resuspendio en 150 pL de amortiguador de lisis. En ambos casos se utilizaron

20 pL de muestra y un volumen igual de amortiguador de carga 2X.
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FIG 7.1.3. Cinética de expresion de la toxina HisOxyTx1 a 25°C con IPTG 0.5 mM. La columna de la
izquierda corresponde al marcador de masa molecular; todos los valores se presentan en kDa.
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En el caso de HisOxyTx1 (Fig 7.1.3), se observo gque existe una concentracién apreciable
de la toxina a partir de las 4 horas de incubacién en la fase insoluble; mientras que en el caso de
la fase soluble ésta se aprecia hasta después de 6 horas. Esta discrepancia parece indicar que la
toxina se encuentra mayoritariamente en su forma insoluble y tiende a formar cuerpos de
inclusién, donde se generan agregados moleculares de la proteina que no permiten que ésta se
solubilize en agua. Por lo tanto, se observa una cantidad apreciable de la toxina de interés en la
fase insoluble mientras que en la fase soluble la concentracion sigue siendo baja. En el caso de
HisOxyTx2 (Fig 7.1.4), no se observa una concentracion apreciable de toxina en ninguna de las
fases antes de 6 horas, indicando que puede existir una menor tendencia a formar cuerpos de
inclusién. En ambos casos, la concentracion parece alcanzar un maximo alrededor de las 8 horas,
ya que no existe una diferencia apreciable en la concentracion entre 8 y 16 horas. Este resultado
indica que no parece haber una degradacion de la toxina o una disminucién en su solubilidad
después de periodos largos de incubacidn, ya que la proporcién de concentracion en fase soluble

e insoluble permanece constante.
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FIG 7.1.4. Cinética de expresion de la toxina HisOxyTx2 a 25°C con IPTG 0.5 mM. La columna de la
izquierda corresponde al marcador de masa molecular; todos los valores se presentan en kDa.
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7.2. Purificacion de las toxinas a partir de fase soluble e
insoluble.

Una vez que se determinaron las condiciones de expresion de las toxinas en RosettaGami,
asi como la tendencia de las toxinas a formar cuerpos de inclusion, se realizaron pruebas de
purificacién utilizando condiciones desnaturalizantes con la intencion de llevar a cabo un
replegamiento controlado, siguiendo el protocolo establecido por Estrada et al*®, con algunas
modificaciones en cuanto a los reactivos utilizados. Es importante mencionar que, a lo largo del
proceso de obtencion de las toxinas para su caracterizacion estructural, no se llevo a cabo el corte
proteolitico de la etiqueta de purificaciébn ya que se espera que esta no interfiera con el

plegamiento de las proteinas.

Con el fin de simplificar el proceso de obtencién de las toxinas, se realizaron pruebas de
purificacién de la fase soluble al lisar sin un agente desnaturalizante. A pesar de observarse que
la concentracion en la fase soluble es menor a la de la fase insoluble, se espera obtener una
mayor cantidad de toxina pura y con el plegamiento correcto, ya que el proceso de
desnaturalizacion de cuerpos de inclusion y posterior replegamiento controlado pueden ser

fuentes de pérdida de proteina.
En todos los casos, el material celular que se sometié a pruebas de purificacion fue

obtenido a partir de cultivos de 1.5 L inducidos con 0.5 mM IPTG, incubados a 25°C durante 16

horas.
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FIG. 7.2.1. Pruebas de purificacion de HisOxyTx1 y HisOxyTx2 en presencia y ausencia de urea.
En el caso de las pruebas sin urea, se trabajo exclusivamente la fraccion soluble resultante de la
centrifugacion del material lisado. En todos los casos, Lis se refiere al material lisado previo a ser
cargado en la columna HisTrap, SA se refiere a la mezcla que sale de la columnay que
corresponde a las proteinas sin afinidad a ésta, y Elu a la fraccion que sale de la columna al
realizar el lavado con amortiguador de elucion (500 mM imidazol). Denat hace referencia a la
fraccion solubilizada tratada con agentes desnaturalizantes (DTT), y RF a esta misma fraccion
después del proceso de replegamiento controlado. La columna de la izquierda corresponde al
marcador de masa molecular; todos los valores se presentan en kDa.

En el caso de ambas toxinas se observa que hay una mayor concentracion de proteina al
lisar con urea (Fig 7.2.1); sin embargo, se puede asumir que ésta se encuentra desnaturalizada al
estar en contacto con una concentracion alta de agente caotropico. Aunque la concentracion de
las toxinas en fase soluble al lisar sin urea es menor, es factible esperar que se encuentren en una
conformacion lo suficientemente estable para ser solubilizadas sin ayuda de un agente

caotrdpico. Esto indicaria que se pueden encontrar en su estado de plegamiento nativo.
En el caso de las toxinas purificadas a partir de fraccion soluble, se procede directamente

al desalado y concentracion de la muestra por columna de extraccion en fase solida (Strata) para

su subsecuente purificacion por RP-HPLC.
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En el caso de las toxinas purificadas en presencia de agente caotropico, se procede al
replegamiento controlado. Para llevar a cabo este proceso es necesario reducir por completo los
puentes disulfuro que pueden haberse formado en conformaciones intra e intermoleculares
distintas a las esperadas. Esto se lleva a cabo incubando las fracciones eluidas de la columna con
DTT 50 mM a TA por 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo, se retira el agente reductor y
el agente caotropico de la disolucion por dialisis y dilucion; se coloca la proteina en
amortiguador de replegamiento. Se incuba a TA con agitacion constante durante 48 horas y se
vuelve a aislar la proteina por medio de CAMQ. Una vez obtenida la toxina del replegamiento,

se procede a desalar y concentrar por extraccion en fase sélida para su purificacién en RP-HPLC.

HisOxyTx1
Non Refold

110

90

70

%ACN

Abs 254 nm (AU)

20 25 30 35 40

Tiempo (min)

FIG 7.2.2. Cromatograma fase reversa de HisOxyTx1 purificado de fase soluble en ausencia de agente
caotrépico obtenido a partir de una columna C12 con gradiente 20 — 60% acn.
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FIG 7.2.3. Cromatograma fase reversa de HisOxyTx1 purificado de cuerpos de inclusion y posterior
replegamiento controlado obtenido a partir de una columna C12 con gradiente 20 — 60% acn.

Las muestras de ambas toxinas, desaladas y concentradas tanto en su forma replegada
como no replegada fueron inyectadas en el equipo de RP-HPLC utilizando una columna de fase
estacionaria C12, con una fase movil de HO/TFA 0.05% como disolvente polar y
acetonitrilo/TFA 0.05% como disolvente no polar. Para la purificacion de las toxinas de interés,
se utilizé un gradiente de 20 a 60% de acetonitrilo por 30 minutos. En ambos casos se
observaron mdltiples picos que pueden indicar la presencia de isoformas de las proteinas (Fig
7.2.2 'y 7.2.3); se colectaron sélo los picos predominantes (que en ambos casos eluyen alrededor
de 18 minutos y 43% de acetonitrilo) para su posterior estudio bajo la expectativa de que éstos

correspondan a la conformacion mas estable formada.
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En ambos casos es evidente la presencia de picos minoritarios que eluyen alrededor del
predominante; esto evidencia la tendencia de la toxina a formar isoformas. Sin embargo, se
puede concluir que el proceso de replegamiento favorece la formacion de varias isoformas, ya
que a pesar de que la disolucion eluida de la columna después de la purificacion con agente
caotrdpico presenta una mayor concentracién; el valor de absorbancia que se observa es menor
comparado con el de la mezcla resultante de la purificacion sin agente caotropico. Esto indica
que el replegamiento resulté en la formacion de un mayor namero de isoformas distintas a la mas
estable (la que se esperaria fuera la nativa), evidenciadas por la presencia de un mayor nimero

de picos en el cromatograma de la figura 7.2.3 en comparacién con el anterior.

Se observa en la fig 7.2.4 que en ambos casos los picos predominantes eluyen a tiempos y

HisOxyTx1

70

Abs 254 nm (AU)
%ACN

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Tiempo (min)

NonRefold Refold  eoveens %ACN

FIG 7.2.4. Comparacién de los cromatogramas de HisOxyTx1. En rosa se muestran los picos
correspondientes a la purificacion de la toxina a partir de la fase soluble en ausencia de agente
caotrépico y en verde los picos correspondientes a la purificacion de la toxina sometida a un
proceso de replegamiento controlado.
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concentraciones de acetonitrilo similares, siendo la diferencia de tiempo de retencién menor a 1

minuto y de concentracion de acetonitrilo menor de 1%.

HisOxyTx2
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FIG 7.2.5. Cromatograma fase reversa de HisOxyTx2 purificado de fase soluble en ausencia de agente
caotropico obtenido a partir de una columna C12 con gradiente 20 — 60% acn.
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FIG 7.2.6. Cromatograma fase reversa de HisOxyTx2 purificado de cuerpos de inclusién y posterior
replegamiento controlado obtenido a partir de una columna C12 con gradiente 20 — 60% acn.

Para la toxina HisOxyTx2 se observa la formacion de una mayor cantidad de isoformas al
purificar de la fraccién soluble en comparacion con el caso de HisOxyTx1. Existe un pico
predominante, lo cual indicaria la presencia de una isoforma mas estable que es favorecida (Fig
7.2.5). En el caso del cromatograma correspondiente a la purificacion con posterior
replegamiento (Fig 7.2.6), se observa que el pico predominante se mantiene alrededor del mismo
tiempo de elucidn; sin embargo, existe un “hombro” que podria indicar la presencia de diferentes
especies que eluyen a concentraciones ligeramente diferentes de acetonitrilo. Los picos
correspondientes a diferentes isoformas disminuyen en intensidad, es decir que el proceso de
replegamiento favorece la generacion de una isoforma principal y reduce la incidencia de

variaciones en las estructuras.
Tanto los picos predominantes como los picos minoritarios eluyen alrededor del mismo

tiempo y concentracion de acetonitrilo (Fig 7.2.7). Existe una disminucién de la intensidad de

todos los picos lo que indica que su concentracién es menor. En el caso del pico predominante,
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se asume que la disminucién en intensidad se debe a la existencia del “hombro” que indica la

presencia de al menos dos especies eluyendo alrededor del mismo tiempo.

HisOxyTx2
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Non Refold (1151 ][ [R—— %ACN

FIG 7.2.7. Comparacion de los cromatogramas de HisOxyTx2. En rosa se muestran los picos
correspondientes a la purificacion de la toxina a partir de la fase soluble en ausencia de agente caotrépico y
en verde los picos correspondientes a la purificacion de la toxina sometida a un proceso de replegamiento
controlado.

7.3. Escalamiento de la expresion.

Con el fin de obtener una mayor cantidad de toxina a partir de la fraccién soluble (en la
siguiente seccidn se presentan las cantidades obtenidas a partir de cada metodologia), se realizo6
la expresion de ambos péptidos en biorreactores de 10 L. Todo el proceso de incubacion se llevd
a cabo a 20°C con el propdsito de minimizar la precipitacion de los cuerpos de inclusién. Se
monitored la densidad Optica del cultivo (OD600), el nivel de pH y el porcentaje de oxigeno
disuelto (%02).
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Monitoreo de la expresion de HisOxyTx1 a 20°C en bioreactor de 10 L

t (h)

0
2
4
6
7
8

g*
12
14
17
19
21

oD

HisOxyTx1

0.068
0.136
0.251
0.334
0.391
0.462
0.531
0.666
1.022
1.334
1.302
1.370

pH

6.86
6.91
6.82
6.78
6.79
7.00
6.83
7.19
7.21
7.15
7.30
7.20

%02

Tabla 7.3.1 El valor de tiempo marcado con * indica el punto en el que se adicion6 el IPTG.
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FIG 7.3.1. a) Cinética de crecimiento a 20%€-de/RG transformada con pQE30XaOxyTx1
mostrando OD600 y pH. b) Cinética de crecimiento a 20°C de RG transformada con
PQE30XaOxyTx1 mostrando OD600 y %02. La linea en azul corresponde a OD600 y en
naranja a pH y %02 respectivamente.
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Monitoreo de la expresion de HisOxyTx2 a 20°C en bioreactor de 10 L
HisOxyTx2

t(h)

co N o B~ N O

o*
12
14
17
19
21

oD

0.105
0.136
0.241
0.365
0.425
0.497
0.542
0.8
1.19
1.212
1.206
1.246

pH

6.81
6.84
6.79
6.77
6.81
6.82
6.66
6.84
7.06
6.97
7.24

7.1

%02

100
82
81

75.9
71.3
68.1
65.3
64.3
74.4
85.1
84.4
83.1

Tabla 7.3.2 El valor de tiempo marcado con * indica el punto en el que se adicion6 el IPTG.
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FIG 7.3.2. a) Cinética de crecimiento a 20°C de RG transformada con pQE30XaOxyTx2
mostrando OD600 y pH. b) Cinética de crecimiento a 20°C de RG transformada con
PQE30XaOxyTx2 mostrando OD600 y %02. La linea en azul corresponde a OD600 y en
naranja a pH y %02 respectivamente.

En ambos casos (Fig 7.3.1 y 7.3.2) se puede observar que no existe un cambio abrupto
entre la fase de latencia y la fase exponencial; esto se debe a que la temperatura de incubacién es
menor a la temperatura éptima de crecimiento de E. coli. Para ambos cultivos la fase estacionaria
se observa alrededor de 14 horas de incubacion y 1.2 OD. No se observa una correlacion clara
entre el crecimiento celular y el nivel de pH del cultivo en ninguno de los casos. En ambos casos
se puede observar una disminucion de la concentracion de oxigeno disuelto proporcional al
crecimiento celular hasta el punto en el que se alcanza la fase estacionaria, cuando se observa

una recuperacion de la concentracion de oxigeno.
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7.4. Cuantificacion de las toxinas

Una vez purificadas las toxinas, se procedié a su caracterizacion. En primer lugar, se

cuantifico la toxina obtenida de cada una de las variaciones en metodologia que se siguieron.

Toxina |HisOxyTx1|HisOxyTx1 | HisOxyTx2 | HisOxyTx2 | HisOxyTx1 [ HisOxyTx2
NR Rep NR Rep Reactor Reactor

V cultivo (L) 1.5

m (ug) 200 <100 200 400 1600 1000
Rendimiento 133 66 133 267 320 200
(Mg/L)

Tabla 7.4.1 NR indica toxinas obtenidas de la fase soluble sin replegamiento posterior; Rep indica toxinas

obtenidas de fase insoluble con replegamiento posterior y Reactor indica toxinas obtenidas del proceso
escalado a biorreactores (también de fase soluble)

7.5. Espectrometria de masas MALDI-TOF

Registre  Oxy! 191104-rpf-18 Laboratorios de Servicios Analiticos

Matriz CHCA 15 Instituto de Quimica UNAM
E. 9813.7563
i
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1500
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195855.941
0 e R —
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FIG 7.5.2. Espectro de masas MALDI-TOF de HisOxyTx2.

En la fig 7.5.1 se observa un pico mayoritario correspondiente al ion molecular de la
proteina HisOxyTx1, el cual muestra un valor de masa molecular de 9913.753 Da cuyo valor de
masa molecular esperada en su forma reducida es de 9923.1 Da. La masa observada
experimentalmente es consistente con la masa que se esperaria si la molécula se encuentra en su

forma oxidada con los cinco puentes disulfuro esperados formados

Para el caso de HisOxyTx2, en la fig 7.5.2 el pico mayoritario se observa en un valor de
masa de 8028.359 Da. La masa esperada para el péptido en su forma reducida es de 8040.1 Da.
Esta masa experimental es consistente con la que se esperaria para una molécula en su forma

oxidada, con los cinco posibles puentes disulfuro formados.

7.6. Dicroismo circular

Después de determinar que las toxinas obtenidas presentan la masa molecular y estado de
oxidacion esperados, se realizaron experimentos de dicroismo circular para determinar los
motivos de estructura secundaria presentes. Los resultados se analizaron utilizando el servidor
DichroWeb.*
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FIG 7.6.1 A) Espectro de dicroismo circular reconstruido para HisOxyTx1 y B) su sefial HighTension
correspondiente.

Junio 2022



Biosintesis, purificacion y caracterizacion estructural de las toxinas rOxyTx1 y rOxyTx2 de la arafia Oxyopes lyneatus
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FIG 7.6.2 A) Espectro de dicroismo circular reconstruido para HisOxyTx2 y B) su sefial HighTension
correspondiente.

El motivo estructural ICK esta compuesto de hojas beta predominantemente, con el resto
del péptido asumiendo una conformacion tipo random coil (desestructurada). En un espectro de
CD, se espera observar un maximo por encima del eje horizontal alrededor de 190 nm, asi como
un minimo por debajo del eje horizontal entre 210 y 220 nm para una proteina cuya estructura
secundaria es predominantemente de hoja beta. Para una proteina predominantemente
desestructurada, se espera un minimo por debajo del eje horizontal entre 190 y 200 nm. En la
figura 7.6.3 se observan ejemplos representativos de las diferentes curvas que se presentan en un

espectro de CD.>"8
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FIG. 7.6.3 Espectros de dicroismo circular esperados para proteinas con distintas estructuras secundarias
predominantes. De interés para este trabajo son las correspondientes a hoja beta (rojo) y proteinas
desestructuradas (amarillo).

En los espectros de CD obtenidos para HisOxyTx1 y HisOxyTx2 (Fig 7.6.1A y 7.6.2A)
se observa un minimo debajo del eje horizontal alrededor de 205 nm. Esta sefial se encuentra a
valores de longitud de onda mayores a los que se esperaria para una proteina desestructurada
pero menores a los que se esperarian para una proteina predominantemente conformada por
hojas beta. Esto puede indicar que hay una contribucion significativa de ambas estructuras

secundarias y por lo tanto la sefial esperada se desplaza a un punto medio entre las dos.

Para optimizar la calidad de datos obtenidos por CD, es importante que la absorbancia no
sea demasiado alta de manera que impida la correcta penetracién de la luz. Esto se puede
monitorear utilizando la sefial High Tension (HT).>” EI manual del fabricante para el equipo
utilizado (Jasco J-1500) recomienda que la sefial HT sea menor a 700 V, de lo contrario se
observa demasiado ruido en la sefial CD. Para ambos espectros obtenidos se presentan los

valores de esta sefial a lo largo de la adquisicion (Fig 7.6.1B y 7.6.2B), y en ambos casos se
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observa que esta sefial supera los 700 V entre las longitudes de onda 190 y 200. Por lo tanto, los
valores obtenidos en esta region no son confiables y no se pueden utilizar para interpretar la
curva obtenida. Por esta razon se presentan los espectros de dicroismo circular obtenidos a partir
del valor de 200 nm de longitud de onda ya que estos son los valores que se pueden considerar

confiables segun la sefial HT.

En la tabla 7.6.1 se presentan los valores de distribucién de estructura secundaria
predicha a partir de los datos de dicroismo circular segun el servidor Dichroweb. Es importante
mencionar que los datos analizados corresponden a todo el rango de longitud de onda utilizado
durante la adquisicion (190 — 260 nm). Previamente se ha mencionado que los valores obtenidos
entre 190 y 200 nm no son confiables y por lo tanto se espera que estos aumenten el error en
estas predicciones. Los resultados igualmente se presentan como un punto de partida en el
andlisis de las estructuras a partir de los experimentos de CD; si se buscara continuar con el

analisis se buscaria repetir estos experimentos para obtener resultados méas confiables.

_ Alfa hélice Hoja Beta Random Coil

HisOxyTx1 0.05 0.47 0.48
HisOxyTx2 0.05 0.48 0.48
Tabla 7.6.1
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Comparacion de los espectros de HisOxyTx1
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FIG. 7.6.4 Comparacion de las curvas de dicroismo circular obtenidas para HisOxyTx1 (azul) y HisOxyTx2
(rojo).

En la figura 7.6.4 se observa que existe una alta similitud entre los espectros y los
resultados predichos de porcentajes de estructura secundaria de ambas toxinas. Esto indica que
las toxinas posiblemente presentan el mismo tipo de plegamiento. Se observa un porcentaje
cercano a cero de alfa hélice, y porcentajes aproximadamente equivalentes de hoja beta y giro
(tabla 7.6.1). Esto es consistente con el analisis previamente descrito de las curvas, y consistente
también con el motivo estructural ICK esperado.

7.7. Resonancia magnética nuclear

En el caso de HisOxyTx1, no fue posible obtener cantidades suficientes de toxina pura
para adquirir un espectro unidimensional a partir de cuerpos de inclusién, por lo tanto, se

muestra solo el espectro correspondiente a la toxina obtenida de la fase soluble.
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FIG 7.7.1. Espectro unidimensional de *H en H.O/D-0 correspondiente a HisOxyTx1
purificada de la fase soluble.
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La finalidad del experimento unidimensional es determinar cualitativamente la pureza y
estado de plegamiento de la proteina. Se puede observar, gracias a la dispersion de sefiales que
existe entre 6.8 y 8.6 ppm en la figura 7.7.1, que la proteina HisOxyTx1 se encuentra en una
conformacion plegada. Estas sefiales corresponden a los protones de amidas en la cadena
polipeptidica. Cuando una proteina se encuentra desplegada, el estado electronico de estos
protones es sumamente variado y por lo tanto no se puede obtener una sola sefial al adquirir el
espectro, resultando en sefiales no resueltas. La presencia de buena resolucion en esta region es

indicativa de un plegamiento particular de la toxina.

Para el caso de HisOxyTx2, se obtuvieron los espectros unidimensionales de ambas

muestras.
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FIG 7.7.2. Espectro unidimensional de *H en H2O/D-0 correspondiente a HisOxyTx2
purificada de la fase soluble.
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Instituto

de Quimica, UNAM
Elisa OxyTx2 Refold
40 L

24 de mayo de 2018

Pulse Sequence: water_f2

FIG 7.7.3. Espectro unidimensional de *H en H.O/D-0 correspondiente a HisOxyTx2
purificada en presencia de agente caotrdpico y posterior replegamiento.
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Ambos espectros presentan buena resolucion de las sefiales correspondientes a los H de

amidas, indicando que existe un plegamiento especifico de las toxinas. Sin embargo, a pesar de

que el espectro de la figura. 7.7.3. se adquiri6 a partir de una muestra de mayor concentracion, la

intensidad de la sefial alrededor de 1 ppm, correspondiente a H de metilos, es menor con respecto

a las sefales alrededor de 7.2 y 8.5, correspondientes a residuos de histidinas al comparar con la

figura 7.7.2. Esta comparacion se puede observar en la figura 7.7.3.

N

N

== RS
e

e

7

1 ppm

FIG. 7.7.4. Comparacion de los espectros de 1H-RMN correspondientes a HisOxyTx2 purificado de fase
soluble (azul) y a partir de cuerpos de inclusion y replegamiento (rojo). Se muestran las sefiales

correspondientes a metilos (flechas azul y roja respectivamente para cada espectro) y las sefiales
correspondientes a His (flechas negras).

Como se pudo observar en la Fig. 7.2.6., al purificar esta toxina en RP-HPLC se genero

un pico ancho y con un “hombro” con respecto a la toxina de fase soluble, lo que indicaria la
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presencia de especies distintas a las que corresponden al pico mayoritario. Esto se muestra en el
espectro unidimensional, ya que, a pesar de presentar sefiales dispersas, son de menor intensidad,

lo que sugiere la presencia de multiples especies con plegamientos diferentes.

Ambos espectros correspondientes a HisOxyTx2 presentan aproximadamente las mismas
sefales (Fig 7.7.4). Esto indica que la toxina purificada de la fase soluble y la que fue sometida a

un proceso de replegamiento presentan un plegamiento definido, y que el plegamiento es similar.

Tastituto de Quisica, shan
Elma Gy THE 1.8 my
LY On septisetire o8 2929

Ples Boquonce: vater_f1

_FIG 7.7.5. Espectro unidimensional de *H correspondiente a HisOxyTx1 purificado de
fase soluble obtenida a partir del proceso de escalamiento de expresion en H.O/D-0O.

Después de realizar el proceso de escalamiento de la expresion de las toxinas HisOxyTx1
y HisOxyTx2, se volvieron a realizar experimentos unidimensionales de *H de ambos péptidos
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para observar el plegamiento de las toxinas recién purificadas a partir de una reaccién de mayor

volumen donde se obtuvo mejor rendimiento.

En el espectro de la figura 7.7.5, correspondiente a HisOxyTx1, se observa una buena
distribucion de las sefiales correspondientes a protones de amida, lo cual indica que la nueva
muestra se encuentra plegada. Ademas, en comparacién con los espectros anteriores, se observa
que la intensidad de las sefiales correspondientes a histidinas es menor con respecto a las sefiales
correspondientes a metilos. Esto puede ser efecto de la concentracion de la muestra y puede

indicar la presencia de un solo conférmero del péptido.

UMAR [ratituto de Quimica ©CH
Disolvente: DM en HEE

Cxper lmanta: i com presat
Variea fnoss 563 M3 (0)
14 e vl amlere di T8IV

F116a Guy Tal 200 M PES 029

Pulse Seeuence: water_f2

—

Jl' J"\;' ) \ l "A‘\-_ f y' “ |l J | I\‘ |
"it ™ N \‘ \ r { 1
A ppere e L\—""]"4}'1 bt w | | o !14 d \ n
. . 4 a e N : hogrf
10 s 8 7 8 B3 3 2 1 pon

|| 1IN/
FIG 7.7.6. Espectro unidimensional de *H correspondiente a HisOxyTx1 en PBS/D-O.

Posteriormente se repitio el experimento unidimensional de *H con la misma muestra de
HisOxyTx1 utilizando el amortiguador PBS como disolvente para determinar si se presenta una

variacion en el plegamiento de la proteina por la presencia de sales en el medio (Fig 7.7.6).
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FIG. 7.7.7. Comparacion de los espectros de HisOxyTx1 purificada a partir de fase soluble en H20/D20
(rojo) y PBS (azul).

No se observa una mejor definicion de las sefiales de amida (ni se mantiene, se observa
una menor definicién) cuando la muestra se disuelve en PBS (Fig 7.7.7). Este amortiguador tiene
un pH de 6.7, lo cual es més bajo de lo que se esperaria para la disolucion de la muestra en agua
desionizada. Esta puede ser la razén por la baja definicion de las sefiales lo cual indica que la

toxina a este pH es menos estable y su plegamiento no esta bien definido.

En el caso de la toxina HisOxyTx2 después de realizar el proceso de escalamiento de la
expression y purificar la parte soluble se observa menor definicion de las sefiales de protones de
amida en la figura 7.7.8 en H>,O/D,0 con respecto al espectro anterior (purificacion realizada en
matraces a 30°C aprox, fig 7.7.2). Sin embargo, las sefiales correspondientes a histidinas
presentan menor intensidad con respecto a la sefial correspondiente a metilos, lo cual puede
indicar la presencia de una sola especie en lugar de una combinacion de distintos conférmeros.
Esta comparacion se puede apreciar en la figura 7.7.9.
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FIG 7.7.8. Espectro unidimensional de 'H correspondiente a HisOxyTx2 en H20/D,0.
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FIG. 7.7.9. Comparacion de los espectros de 1H-RMN correspondientes a HisOxyTx2 obtenidos de fase
soluble expresada en matraces (azul) y fase soluble a partir de escalamiento de expresién a reactores (rojo).
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Para poder adquirir los experimentos de RMN de dos dimensiones, se require una
concentracion minima de 50 mM segun la literatura. Para lograr esta cantidad, se requieren
alrededor de 2.5 mg de cada una de las toxinas de interés. Por causas relacionadas a la pandemia
de Covid-19, no fue posible obtener mayor cantidad de estas toxinas y por lo tanto no se logro
adquirir los experimentos bidimensionales necesarios para determinar la estructura experimental

de las toxinas.

7.8. Prediccion de estructura tridimensional por modelaje
por homologia

7.8.1 Determinacion de la proteina plantilla.

Las toxinas de arafia, cuya estructura se reporta en la literatura, se dividen en dos grupos:
citotoxinas lineales (Lachesana tarabaevi®®, Acanthoscurria gomesian®, Lasiodora sp®!) y
neurotoxinas con el motivo estructural ICK (nudo inhibitorio de cisteinas) (Psalmopoeus
cambridgei®?). Al llevarse a cabo la bisqueda de proteinas con similitud a las proteinas de
interés, se obtuvo el dominio C-terminal de la toxina OtTxla de la arafia Oxyopes takobius,

también conocida como Spiderinela.*

OtTxl1a es una proteina modular que presenta dos dominios: una secuencia lineal N-
terminal con actividad citolitica (OtTx1a-AMP) y una secuencia C-terminal rica en cisteinas con
un motivo estructural ICK (OtTx1a-ICK). Este segundo dominio es el que presenta alta similitud
a las Oxitoxinas y serd utilizado como proteina plantilla. Su estructura determinada por RMN
esta reportada en el PDB con el ID 2N86.5

Score Expect Method Identities Positives Gaps
44.3 bits 0.005 Compositional matix adjust 25/62 (40%) 33/62 (53%) 14/62 (22%)

OxyTx1l 3ECLPLHSSCDNDCVCCKNHHCHCPYSNVSKLEKWLPEWAKIPDALKRCSCQRNDKDGKINTC 64
+C +++C +DC CC HHCHCP KWLP LRC+CQ +DK+NC
2N86 8 KCWAIGTTCSDDCDCCPEHHCHCPAG------ KWLP------- GLFRCTCQVTESD-KVNKC 55

Tabla 7.8.1 Alineacion de secuencias de OxyTx1y OtTxla
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Score Expect Method Identities Positives Gaps
52 bits 8e-11 Compositional matix adjust 25/49 (51%) 31/49 (63%) 1/49 (2%)

OxyTx2 3 KCLPKDSTCGDDCDCCEGLHCHCPLRNMLPAILRCSCQ-SKDDHINTCP 50
KC +TCDDCDCC HCHCP LP+RC+CQ ++D +N CP
2N86 8 KCWAIGTTCSDDCDCCPEHHCHCPAGKWLPGLFRCTCQVTESDKVNKCP 56

Tabla 7.8.2 Alineacion de secuencias de OxyTx2 y OtTxla

OtTx1a-ICK presenta una identidad de 40 y 51% con OxyTx1 y OxyTx2 respectivamente.
Otra similitud importante de notar es la presencia de 10 cisteinas en las tres secuencias. La
estructura reportada de OtTx1a-ICK presenta 5 puentes disulfuro; se espera que este también sea
el caso para las Oxitoxinas, segun lo que se ha observado al obtener su masa molecular
experimental por MALDI-TOF. Por esta razdn, se esperaria que el motivo estructural de OxyTx1

y OxyTx2 sea similar al reportado para OtTx1a-ICK.

7.8.2 Evaluacion de la proteina plantilla.

Para evaluar las dos estructuras, se utiliza el servidor MolProbity®*. MolProbity es un
servidor de validacién de estructuras que se puede utilizar para evaluar modelos estructurales de
proteinas o acidos nucleicos. Se basa en el analisis de todos los atomos de la molécula y la
colocacion optimizada de hidrogenos, junto con versiones actuales de los criterios de geometria
covalente y angulos de torsion. Detecta errores que pueden afectar la reconstruccién manual del
modelo, tales como valores extremos de Ramachandran, cadenas laterales invertidas y posiciones

incorrectas de grupos funcionales.
Todos los servidores, cuya propuesta se estudiara a continuacion, utilizan la estructura de
OtTxla-ICK obtenida por RMN (PDB 2N86) como plantilla. Como primer paso, se realizé la

evaluacion de esta estructura por MolProbity para tomarlo como punto de comparacion.

Evaluacién MolProbity 2N86

Evaluacion de PDB 2N86 por MolProbity.
Contactos Clashcore (todos los atomos) 241
Geometria | Rotdmeros pobres 12 23.53%
de la | Rotameros favorecidos 28 54.90%
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proteina Valores extremos Ramachandran 3 5.26%
Valores favorecidos Ramachandran | 42 73.68%
Cp desviaciones >0.25A 0 0.00%
Enlaces erréneos: 0/450 0.00%
Angulos erréneos: 0/614 0.00%
Tabla 7.8.3

7.8.3 Modelos: OxyTx1
I-Tasser:

FIG 7.8.1 Modelo de OxyTx1 obtenido por I-Tasser. En amarillo se muestran los residuos cisteina, de los
cuales 8 estan formando enlaces disulfuro.

I-Tasser se considera una buena opcion para casos como el de las Oxitoxinas (donde el
porcentaje de identidad es relativamente bajo) ya que asume al iniciar el modelado que toda
secuencia introducida corresponde a una proteina estructurada y en regiones largas
desestructuradas, busca proponer una estructura por modelado ab initio. Sin embargo, la
presencia de regiones significativas desestructuradas degrada la calidad del modelo, por lo que es
importante evaluar cuidadosamente las propuestas de este servidor cuando se trabaja con

proteinas con regiones de este tipo.
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I-Tasser predice la presencia de regiones con estructura secundaria tipo hélice (Fig 7.8.1),
en especial en la region de los aa 30-41. Esta region, como se mencionard mas adelante, se
encuentra dentro del bucle entre hebras beta en el modelo tridimensional que no tiene
correspondencia en la molécula molde y por lo tanto se modela de maneras diferentes en cada
uno de los servidores utilizados. En este caso, se puede observar en el modelo tridimensional la
presencia de un fragmento tipo hélice. No se han reportado ejemplos de toxinas de arafia que
presenten el motivo estructural ICK y contengan hélices; ademas, los resultados de dicroismo
circular son consistentes con una alta proporcion de hoja beta y una proporcion despreciable de
hélice. Por estas razones, es razonable concluir que la hélice presente en el modelo obtenido por
este servidor no existe en la estructura real y es una manera del algoritmo de estabilizar una zona

poco estable de la secuencia modelada.

I-Tasser es el Unico de los tres modelos obtenidos que predice la existencia de cuatro
enlaces disulfuro en lugar de cinco. La conectividad de tres de estos enlaces coincide con la
obtenida por los otros modelos. Gracias a los resultados obtenidos por espectrometria de masas
MALDI-TOF, se sabe que la estructura de la toxina OxyTx1 obtenida por métodos experimentales

contiene todas sus cisteinas en la forma oxidada y por lo tanto cinco enlaces disulfuro formados

Evaluacion de ITasser-OxyTx1 por MolProbity.

Contactos | Clashcore (todos los atomos) 8.34
Rotameros pobres 15 22.73%
Rotameros favorecidos 40 60.61%
, Valores extremos 16 23.88%
Geometria Ramachandran
de Ig Valores favorecidos 35 52 24%
proteina Ramachandran
Cp desviaciones >0.25A 11 16.18%
Enlaces erréneos: 0/573 0.00%
Angulos erréneos: 26 /774 3.36%
Tabla 7.8.4

Se utilizd también el servidor PIC (Protein Interaction Calculator)® para determinar
interacciones hidrofébicas, asi como enlaces disulfuro basados en el modelo tridimensional. Se

comparan las interacciones que se repiten entre los modelos de la siguiente manera:
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e Enrojo las que no se repiten en ningin modelo
e Enamarillo las que se repiten entre dos modelos

e En verde las que se repiten entre los tres modelos.

Este codigo de colores se utilizard en todas las tablas que listen enlaces disulfuro o

interacciones hidrofébicas para todos los modelos de ambas toxinas.

Conectividad de puentes disulfuro en ITasser-OxyTx1.
Posicion Residuo Posicion Residuo Distancia (A)
11 CYS 50 CYS 2.06
15 CYS 64 CYS 2.03
17 CYS 52 CYS 2.04
4 CYS 18 CYS 2.05
2-8, 3-10, 4-9, 1-5
C23 (6) y C25 (7) no aparecen formando un enlace disulfuro.

Tabla 7.8.5 A cada cisteina se le otorga un nimero del 1 - 10 segn su posicion en la secuencia primaria de la
proteina. La conectividad de cisteinas se presenta usando estos nimeros como referencia.

Interacciones hidrofébicas

Evaluacion de interacciones hidrofébicas de ITasser-OxyTx1 por PIC
Posicion Residuo Posicion Residuo
2 TRP 67 TYR
5 LEU 16 VAL
5 LEU 6 PRO
26 PRO 47 LEU
27 TYR 40 TRP
27 TYR 46 ALA
27 TYR 47 LEU
33 LEU 36 TRP
33 LEU 47 LEU
37 LEU 38 PRO
37 LEU 43 ILE
37 LEU 47 LEU
40 TRP 41 ALA
43 ILE 44 PRO
46 ALA 47 LEU
Tabla 7.8.6.

A pesar de que el modelo obtenido por I-Tasser tiene el menor valor de Clashcore (tabla
7.8.5) y por lo tanto se puede considerar el mas favorecido de los obtenidos, no se utilizé6 como

punto de partida para el refinamiento de las estructuras por dindmica molecular ya que su
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conectividad de enlaces disulfuro no corresponde con la que se espera segun los resultados
experimentales. Una dindmica molecular no permite la ruptura o formacion de enlaces y por lo

tanto no seria capaz de corregir este error de conectividad.

SwissModel

FIG 7.8.2 Modelo de OxyTx1 obtenido por SwissModel. En amarillo se muestran los residuos cisteina. Todas
se encuentran formando enlaces disulfuro.

Evaluacion de SwissModel-OxyTx1 por MolProbity.

Contactos | Clashcore (todos los a&tomos) 12.96
Rotameros pobres 7 11.29%
Rotameros favorecidos 49 79.03%
, Valores extremos 3 4.76%

Geometria Ramachandran
de la Valores favorecidos
proteina Ramachandran 48 76.19%
CP desviaciones >0.25A 2 3.12%
Enlaces erréneos: 0/533 0.00%
Angulos erréneos: 15/720 2.08%
Tabla 7.8.7

SwissModel ha recibido evaluaciones favorables de proteinas generadas a partir de
plantillas cercanas en comparacion con otros servidores segun la evaluacion CAMEO

(Evaluacion Continua de Modelos Automatizados). Sin embargo, para proteinas que no tienen
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plantillas cercanas o modelaje de novo, no es el método mejor evaluado. En el caso de las
Oxitoxinas, existen regiones de la secuencia con alta similitud y otras con baja, asi que, se
esperaria que el servidor genere mejores resultados para las de alta similitud y la calidad del

modelo baje cuando se trate de regiones de baja similitud.

Para OxyTx1, SwissModel predice una estructura tipo ICK con cinco enlaces disulfuro
formados. La region que tiene correspondencia con la plantilla es muy similar a la modelada por
I-Tasser, pero se observa un cambio en la region desestructurada entre hebras beta. SwissModel
si presenta una estructura tipo hélice en esta region, tal como se predice en la estructura
secundaria en I-Tasser incluso cuando no se observa en el modelo tridimensional. El resto de la
region entre hebras se observa extendida, esto puede deberse a que el servidor busca alejar los

atomos entre si para evitar choques.

Enlaces disulfuro

Enlaces disulfuro predichos por el servidor SwissModel para OxyTx1
Posicidn Residuo Posicion Residuo Distancia (A)
11 CYS 23 CYS 2.02
15 CYS 64 CYS 2.02
17 CYS 52 CYS 2.03
25 CYS 50 CYS 2.03
4 CYS 18 CYS 2.04
2-6, 3-10, 4-9, 7-8, 1-5

Tabla 7.8.8. A cada cisteina se le otorga un nimero del 1 - 10 segn su posicion en la secuencia primaria de la
proteina. La conectividad de cisteinas se presenta usando estos nimeros como referencia. Esta conectividad
de cisteinas se repite también para el modelo obtenido por RaptorX, por lo tanto, se presenta sélo en este
caso.

Interacciones hidrofdbicas

Evaluacion de interacciones hidrofébicas de SwissModel-OxyTx1 por
PIC.
Posicion Residuo Posicion Residuo
5 LEU 16 VAL
5 LEU 6 PRO
27 TYR 30 VAL
27 TYR 47 LEU
30 VAL 43 ILE
30 VAL 46 ALA
30 VAL 47 LEU
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36 TRP 38 PRO

37 LEU 38 PRO

40 TRP 41 ALA

43 ILE 44 PRO

43 ILE 46 ALA

46 ALA a7 LEU
Tabla 7.8.9

RaptorX

FIG 7.8.3 Modelo de OxyTx1 obtenido por RaptorX. En amarillo se muestran los residuos cisteina. Todas se
encuentran formando enlaces disulfuro.

Al ser evaluado en el proyecto CASP9 (Evaluacion Critica de Técnicas para Prediccion de
Estructura de Proteinas), RaptorX obtuvo la segunda calificacion mas alta (los servidores del
grupo de Zhang (eg I-Tasser) obtuvieron la calificacion mas alta) a partir de la evaluacion de
alrededor de 10 programas de modelado. Sin embargo, para el caso de las proteinas consideradas
mas dificiles de modelar, RaptorX obtuvo la calificacion mas alta. RaptorX requiere por lo
menos un modelo de similitud baja, ya que el algoritmo no produce buenos resultados en el caso

de modelaje de novo.

De los modelos analizados, RaptorX es el Unico que no genera una estructura secundaria
tipo hélice en la region correspondiente al giro entre hebras beta. Al tener entonces una region
relativamente larga de la secuencia sin una estructura definida que puede generar una gran
cantidad de choques con otras regiones de la proteina, el servidor parece alargar esta region de la
estructura para minimizar las interacciones con el resto de la proteina. Es importante notar que,

de los tres modelos obtenidos, RaptorX obtuvo la calificacion mas baja del criterio Clashcore
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que mide los traslapes estéricos presentes en la proteina. Esto probablemente se debe a que esta

region es desestructurada.

Evaluacion de RaptorX-OxyTx1 por MolProbity

Contactos | Clashcore (todos los atomos) 76.99
Rotameros pobres 3 4.55%
Rotameros favorecidos 57 86.36%

Valores extremos
Geometria Ramachandran 1 1.49%
de I:a Valores favorecidos 60 89 55%
proteina Ramachandran
Cp desviaciones >0.25A 2 2.94%
Enlaces erréneos: 0/574 0.00%
Angulos erroneos: 15/776 1.93%
Tabla 7.8.10

Interacciones hidrofdbicas

Evaluacion de interacciones hidrofobicas de RaptorX-OxyTx1 por PIC.
Posicion Residuo Posicion Residuo
2 TRP 67 TYR
5 LEU 16 VAL
5 LEU 6 PRO
27 TYR 33 LEU
27 TYR 37 LEU
27 TYR 40 TRP
27 TYR 47 LEU
36 TRP 37 LEU
36 TRP 38 PRO
37 LEU 38 PRO
40 TRP 47 LEU
41 ALA 43 ILE
43 ILE 44 PRO
Tabla 7.8.11
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FIG 7.8.4 Comparacion visual de los tres modelos obtenidos para la estructura de OxyTx1. ITasser: magenta,
RaptorX: verde, SwissModel: azul.

La toxina OtTxla es un péptido de 59 aminoacidos. Esta longitud es similar a la de OxyTx2,
pero considerablemente mas corta que OxyTx1. Por esta misma razon, hay una region de

OxyTx1 correspondiente a los amino4cidos 26-49 que no estéd bien representada en la molécula

molde.
Score Expect Method Identities Positives Gaps
44.3 bits 0.005 Compositional matix adjust 25/62 (40%) 33/62 (53%) 14/62 (22%)

OxyTx1l 3ECLPLHSSCDNDCVCCKNHHCHCPYSNVSKLEKWLPEWAKIPDALKRCSCQRNDKDGKINTC 64
+C +++C +DC CC HHCHCP KWLP LRC+CQ +DK+NC
2N86 8 KCWAIGTTCSDDCDCCPEHHCHCPAG------ KWLP------- GLFRCTCQVTESD-KVNKC 55

Tabla 7.8.12 Comparacion de las secuencias de aminoécidos de OxyTx1y OtTxla. En rojo se marca la regién
correspondiente al giro entre hebras beta en los tres modelos.

Comparacién de los valores de RMS_entre los modelos de OxyTx1 obtenidos divididos por regiones de la
toxina.
Modelos RMS molécula completa RMS hebras RMS lazo entre hebras
ITasser-SwissModel 4.937 1.587 6.059
ITasser-RaptorX 6.351 1.535 7.998
SwissModel-RaptorX 7.618 0.805 8.148

Tabla 7.8.13

En la tabla 7.8.13 se presentan valores de RMS entre los modelos por regiones de la

toxina. En este caso se utiliza RMS ya que se realiza una comparacion uno a uno entre cada par
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de toxinas (a diferencia de un valor de RMSD, donde se compara una estructura con un
promedio de estructuras). Al comparar los tres modelos obtenidos, se observa una alta identidad
estructural en las regiones correspondientes a las hojas beta, asi como los extremos (tabla
7.8.12). Sin embargo, el giro entre las dos hebras beta, al no tener una correspondencia directa
con la plantilla, es estructurada de maneras diferentes. En el caso de RaptorX se observa que esta
region se extiende, alejandose del resto de los aminoacidos. En el caso de I-Tasser, al contrario,
existe una aparente contraccion de la estructura. SwissModel predice la presencia de un motivo

tipo hélice en esta region.

Las regiones hacia los extremos de la proteina, las cuales si tienen una region
correspondiente en el molde, se modelan de manera muy similar en los tres casos. Las regiones
N-terminal son muy similares, mientras que las C-terminal muestran mayor variacion. La region
de las hebras beta es muy similar en los tres modelos. RaptorX y SwissModel presentan la
misma conectividad de enlaces disulfuro, mientras que I-Tasser muestra dos cisteinas no
enlazadas (C23 y C25) y un enlace disulfuro que no se muestra en las otras estructuras (C11-
C50). Esto indica que el servidor probablemente predice la presencia de angulos de rotacion de
las cisteinas que no existen en la molécula real, ya que los experimentos previamente realizados

de MALDI-TOF muestran que la proteina contiene 5 pares de cisteinas enlazadas.

7.8.4 Modelos: OxyTx2
I Tasser

Junio 2022



Biosintesis, purificacion y caracterizacion estructural de las toxinas rOxyTx1 y rOxyTx2 de la arafia Oxyopes lyneatus

FIG 7.8.5 Modelo de OxyTx2 obtenido por I-Tasser. En amarillo se muestran los residuos cisteina. Todas se

encuentran formando enlaces disulfuro.

Evaluacion de ITasser-OxyTx2 por MolProbity

Contactos | Clashcore (todos los &tomos) 4.87

Rotdmeros pobres 8 15.69%

Rotameros favorecidos 36 70.59%

, Valores extremos 5 9.43%
Geometria Ramachandran

de Ig Valores favorecidos 35 66.04%
proteina Ramachandran

CpB desviaciones >0.25A 3 5.66%

Enlaces erréneos: 0/431 0.00%

Angulos erréneos: 8 /580 1.38%

Tabla 7.8.14

Para OxyTx2, ITasser también predice la existencia de regiones tipo hélice en la

prediccion de estructura secundaria. Al igual que en el caso de OxyTx2, el [J-hélice corresponde

al giro entre hebras y confirma que es la manera en la que el algoritmo busca estabilizar una

region desordenada. Sin embargo, no se observa la presencia de esta hélice en el modelo

tridimensional, sino un motivo estructural tipo ICK similar al de la plantilla.

Enlaces disulfuro predichos por el servidor ITasser para OxyTx2.

Posicidn Residuo Posicion Residuo Distancia (A)
11 CYS 23 CYS 2.04
15 CYS 49 CYS 2.01
17 CYS 39 CYS 1.99
25 CYS 37 CYS 2.05
4 CYS 18 CYS 2.04

2-6, 3-10, 4-9, 7-8, 1-5

Tabla 7.8.15 A cada cisteina se le otorga un nimero del 1 - 10 segln su posicién en la secuencia primaria de
la proteina. La conectividad de cisteinas se presenta usando estos niimeros como referencia. Esta conectividad

de cisteinas se repite para todos los modelos de OxyTx2 obtenidos por servidores, por lo tanto, solo se
presenta en este primer caso.

Interacciones hidrofébicas
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Evaluacion de interacciones hidrofobicas de ITasser-OxyTx2 por PIC.

Posicion Residuo Posicion Residuo
1 ALA 2 TRP
5 LEU 6 PRO
26 PRO 35 LEU
27 LEU 34 ILE
30 MET 31 LEU
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31 LEU 32 PRO
31 LEU 33 ALA
Tabla 7.8.16

SwissModel

FIG 7.8.6 Modelo de OxyTx2 obtenido por SwissModel. En amarillo se muestran los residuos cisteina. Todas
se encuentran formando enlaces disulfuro.

Evaluacion de SwissModel-OxyTx2 por MolProbity

Contactos | Clashcore (todos los atomos) 6.62
Rotameros pobres 4 8.33%
Rotameros favorecidos 38 79.17%

Valores extremos
Geometria Ramachandran 4 8.16%
de Ig Valores favorecidos 34 69.39%
proteina Ramachandran
CP desviaciones >0.25A 5 10.20%
Enlaces erréneos: 0/403 0.00%
Angulos erréneos: 11 /545 2.02%
Tabla 7.8.17

Para OxyTx2 en el servidor SwissModel se observa nuevamente un motivo estructural
ICK y 5 enlaces disulfuro formados con la misma conectividad que los otros dos modelos

obtenidos.
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Interacciones hidrofdbicas

RaptorX

FIG 7.8.7 Modelo de OxyTx2 obtenido por RaptorX. En amarillo se muestran los residuos cisteina. Todas se

Junio 2022

Evaluacion de interacciones hidrofobicas de SwissModel-OxyTx2 por

PIC
Posicion Residuo Posicion Residuo
2 TRP 52 TYR
5 LEU 6 PRO
27 LEU 34 ILE
31 LEU 32 PRO
Tabla 7.8.18

encuentran formando enlaces disulfuro.

Evaluacion de RaptorX-OxyTx2 por MolProbity

75.33

Contactos | Clashcore (todos los &tomos)
Rotameros pobres 2 3.92%
Rotameros favorecidos 43 84.31%
) Valores extremos 5 9.43%
Geometria Ramachandran
de I,a Valores favorecidos 16 86.79%
proteina Ramachandran
Cp desviaciones >0.25A 0 0.00%
Enlaces erréneos: 0/432 0.00%
Angulos erréneos: 13 /582 2.23%

Tabla 7.8.19
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La estructura tridimensional de OxyTx2 que predice RaptorX es muy similar a las dos
analizadas anteriormente, pero su calificacion de Clashcore (tabla 7.8.20) es considerablemente
mas alta (es decir, no es una buena estructura) que la de los otros modelos. No se observan
mayores cambios en la cadena principal. Otro resultado notable es que el modelo de RaptorX,
segun la evaluacion de PIC (tabla 7.8.21), solamente presenta interacciones hidrofobicas entre
aminoéacidos cercanos, a diferencia de los otros dos modelos, los cuales presentan por lo menos
una interaccion hidrofébica entre aminoacidos cercanos a los extremos. Es posible que existan
rotaciones desfavorables de cadena secundaria en estos aminoacidos que no permitan que existan

estas interacciones.

Interacciones hidrofdbicas

Evaluacion de interacciones hidrofébicas de RaptorX-OxyTx2 por PIC.
Posicion Residuo Posicion Residuo
1 ALA 52 TYR
2 TRP 52 TYR
5 LEU 6 PRO
27 LEU 34 ILE
31 LEU 32 PRO
50 PRO 52 TYR
Tabla 7.8.20

FIG 7.8.8 Comparacion visual de los tres modelos obtenidos para la estructura de OxyTx2. ITasser: morado,
RaptorX: turquesa, SwissModel: azul.
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La longitud de la proteina molde OtTx1a es similar a la de OxyTx2, por lo que en el caso
de estos modelos no existe una regién que no tenga correspondencia en la plantilla. Esto provoca
que exista una identidad mayor entre los modelos de los tres servidores. Sin embargo, la region
del giro entre las hebras beta es la que presenta mayor variacion. (Tabla 7.8.22) Esto se puede
deber a que al ser una regién sin una estructura secundaria definida puede presentar mayor
variacion y flexibilidad. Ademas, en esta regién no se encuentran cisteinas en la secuencia.
Todos los enlaces disulfuro, los cuales estabilizan el motivo estructural, se encuentran en la
region de la proteina que estd mejor conservada. La falta de un enlace de este tipo que le confiera
mayor estabilidad a la estructura también contribuye a la variacion en esta region, y podriamos
esperar que en disolucion esta region esté en constante movimiento. Al igual que en el caso de
OxyTx1, se utilizan valores de RMS ya que se realiz6 una comparacion uno a uno entre cada par

de estructuras, no una comparacion con un promedio.

Comparacion de los valores de RMS entre los modelos obtenidos de OxyTx2 divididos entre regiones de la
toxina.
Modelos RMS molécula completa RMS hebras RMS lazo entre hebras
ITasser-SwissModel 2.933 1.643 2.115
ITasser-RaptorX 3.374 1.255 1.854
SwissModel-RaptorX 2.177 1.242 1.636

Tabla 7.8.21

Luego de analizar los modelos obtenidos por los tres servidores para los dos péptidos se
concluye que los modelos de SwissModel son en ambos casos los mejores puntos de partida para
el refinamiento posterior por dinamica molecular. Esto se debe a que las calificaciones de
Clashcore tanto para OxyTx1-SM y OxyTx2-SM son mejores comparadas con las obtenidas por
RaptorX. Ademas, en el caso de OxyTx1, SwissModel predice que todos los residuos cisteina se
encuentran formando enlaces disulfuro, que es consistente con los resultados previamente
observados de espectrometria de masas. Para simplificar la comparacion, se eligi6 trabajar con

los modelos obtenidos por SwissModel en ambos casos.

7.9. Refinamiento de modelos por dinamica molecular.

Para ambas toxinas se eligi6 trabajar con los modelos obtenidos por SwissModel para el

proceso de refinamiento por dinamica molecular. Esto es porque en ambos casos el modelo de
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SM obtuvo una evaluacion favorable de MolProbity que se espera pueda ser mejorada a partir de
los experimentos de DM. Ademas, en ambos casos SM genera modelos que presentan una
conectividad de enlaces disulfuro consistente con la esperada. Esto es importante ya que los
experimentos de DM no permiten la ruptura de enlaces y por lo tanto no serian capaces de

corregir una conectividad mal establecida.

7.9.1 OxyTx1

Se realizé un analisis por cllsteres de los resultados obtenidos de la dinamica molecular
para determinar cuales son las estructuras representativas generadas a partir de ésta. Se
generaron grupos de los valores ubicados alrededor de cada uno de los centroides (que
corresponden una estructura representativa) y asi se generaron grupos con nimeros variantes

de estructuras (frames, cada uno corresponde a 1 ns de la dinamica)

Andlisis de clusteres de la dindmica de Oxy Tx1SM.

#Cluster Frames Frac AvgDist Stdev Centroid AvgCDist
0 154 0.308 1.216 0.333 144 2.276
1 145 0.290 1.174 0.271 286 2.427
2 97 0.194 1.172 0.264 365 2571
3 43 0.086 1.357 0.338 170 2.342
4 22 0.044 1.296 0.339 48 2.526
5 13 0.026 1.287 0.306 247 3.060
6 13 0.026 1.506 0.523 18 2.526
7 10 0.020 1.766 0.450 8 2.892
8 2 0.004 1.398 0.000 3 4.067
9 1 0.002 0.000 0.000 1 3.343
Tabla 7.9.1.
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FIG. 7.9.1 Modelo tridimensional de los centroides de los tres clisteres mas poblados de la DM de
OxyTx1SM. Se puede observar que a lo largo de la simulacién se mantuvo la presencia de una zona tipo
hélice en la region entre hebras.

En la tabla 7.9.1 se observa que mas del 79% de las estructuras generadas a lo largo de
los 500 ns de simulacion se encuentran en los tres primeros clisteres. Los centroides de estos
tres cllsteres se representan en la figura 7.9.1. La poblacion de estos grupos representativos
indica que la estructura de la toxina se mantuvo relativamente estable; esta observacion se

puede corroborar analizando los valores de RMSD del modelo a lo largo de la DM.
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FIG 7.9.2 Valores de RMSD de la toxina a lo largo de la DM de OxyTx1SM.
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FIG 7.9.3 Comparacion de los valores de RMSD por regiones a lo largo de la DM. En morado se
muestran los valores correspondientes a la proteina completa, en negro se muestran los valores

correspondientes a la regién de hebra beta y en rojo el giro entre hebras.

De acuerdo a los valores de RMSD a lo largo de los 500 ns de simulacion (Fig 7.9.2), la
estructura de la toxina permanecié constante la mayor parte del tiempo. Sin embargo, durante los
primeros 100 ns la los valores de RMSD aumentaron; al ser el RMSD un valor calculado con

respecto a la estructura introducida a la simulacién, esto indica que la propuesta inicial de
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estructura no es favorecida y la proteina tuvo un proceso de relajacion que es significativamente
diferente a la inicial. Una vez que la toxina complete este proceso de relajacion, los valores de

RMSD se mantuvieron relativamente estables; la variacion media fue menor de 1 A.

En la figura 7.9.3 se observan los valores de RMSD de dos diferentes regiones de la
toxina asi como la toxina completa. El valor de RMSD de la hebra beta permaneci6 constante
con un valor promedio de 0.462 A. El valor correspondiente a el giro entre hebras se observa
alrededor de 4.5 A y presenta el mismo patrén que el valor correspondiente a la toxina completa.
Esto confirma que esta region contribuye significativamente mas a la variacion en la toxina
comparado con la region de hebra que se encuentra estabilizada por la presencia de enlaces

disulfuro.

Residuo

FIG 7.9.4 Valores de RMSF por residuo durante la DM de OxyTx1SM. En amarillo se marca la

posicién de los residuos cisteina.
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FIG 7.9.5 Fluctuacion de los residuos a lo largo de la DM indicada por el valor de RMSF para cada residuo a
lo largo de los 500 ns de la trayectoria de OxyTx1SM. En amarillo se marca la posicion de los residuos
cisteina.

Los valores de RMSF por residuo son indicadores de la fluctuacion de cada aminoécido a
lo largo del tiempo de simulacion. En la figura 7.9.4 se observa que esta fluctuacion tiende a ser
mayor en la region correspondiente al giro entre hebras y menor en la regién correspondiente a la
hebra beta. Ademas, se observa que los residuos cisteina tienden a corresponder a valores
minimos de RMSF. Esto es consistente con una estabilizacion de la estructura provocada por la
presencia de enlaces disulfuro, y puede explicar los valores bajos de RMSD al estudiar la region
de hebra beta. En la figura 7.9.5 se observa que la fluctuacion de la molécula es
considerablemente mayor en la regién entre hebras, en la cual no hay residuos cisteina para

estabilizar la estructura.
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Comparacion de las evaluaciones de MolProbity de OxyTx1SM antes y después del
proceso de refinamiento por DM.
OxyTx1SM sin refinar OxyTx1SM refinado

Contactos | Clashcore (todos los atomos) 12.96 1.06
Rotdmeros pobres 7 11.29% 4 8.33%
Rotameros favorecidos 49 79.03% 51 85.42%
) Valores extremos 3 4.76% 0 0.00%
Geometria Ramachandran
de I’a Valores favorecidos 48 76.19% 31 91.18%
proteina Ramachandran
Cp desviaciones >0.25A 2 3.12% 4 6.25%
Enlaces erréneos: 0/533 0.00% 0/533 0.00%
Angulos erréneos: 15/720 2.08% 41720 0.55%
Tabla. 7.9.2

Se realizo la evaluacion por MolProbity de las tres estructuras representativas de los clusteres 0, 1
y 2. En la tabla 7.9.2 se observa esta evaluacion en comparacién con la evalacion previamente realizada
del modelo generado por SwissModel. El parametro clashcore mejord significativamente, indicando que
existen menos traslapes estéricos en la estructura obtenida a partir de la DM. La geometria de la molécula
mejord también, al generar un menor nimero de rotdmeros pobres, asi como un menos nimero de enlaces

y angulos erréneos.

7.9.2 OxyTx2
Anadlisis de clusteres de la dindmica de OxyTx2SM.

#Cluster Frames Frac AvgDist Stdev Centroid AvgCDist
0 127 0.254 1.015 0.236 457 1.438
1 71 0.142 0.948 0.224 24 1.533
2 60 0.120 1.198 0.246 263 1.530
3 58 0.116 1.162 0.234 467 1.553
4 40 0.080 1.129 0.239 388 1.805
5 38 0.076 0.932 0.221 197 1.627
6 38 0.076 1.217 0.285 51 1.678
7 35 0.070 1.145 0.252 303 1.908
8 21 0.042 0.935 0.195 64 2.326
9 12 0.024 1.141 0.225 12 1.851
Tabla 7.9.3.
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FIG. 7.9.6 Modelo tridimensional de los centroides de los tres cllsteres mas poblados de la DM de
OxyTx2SM.

A diferencia de lo observado en los clusteres en OxyTx1SM, los clusteres generados
a partir de la DM de OxyTx2SM estan distribuidos de manera méas equitativa (tabla 7.9.3); sin
embargo, la mayor parte de las estructuras se mantienen dentro de los tres clisteres mas poblados
(51.6%), de los cuales su estructura representativa se ilustra en la figura 7.9.6. Ademas, cuatro de
los grupos menos poblados contienen la misma cantidad de estructuras (o numeros muy
cercanos), y la diferencia entre estos y los grupos menos poblados es menor que en el caso de
OxyTx1SM. Esta distribucion indica que probablemente existe mayor variacion entre las
estructuras generadas a partir de la DM de OxyTx2SM en comparacion con la de OxyTx1SM.

Los valores de RMSD a lo largo de la trayectoria ayudan a corroborar esta observacion.
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FIG 7.9.7 Valores de RMSD de la toxina a lo largo de la DM de OxyTx2SM.
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FIG 7.9.8 Comparacion de los valores de RMSD por regiones a lo largo de la DM de OxyTx2SM. En
morado se muestran los valores correspondientes a la proteina completa, en negro se muestran los

valores correspondientes a la region de hebra beta y en rojo el giro entre hebras.

Segun los valores de RMSD a lo largo de la simulacién que se observan en la figura
7.9.7, la variacion maxima con respecto al promedio fue de 1.84 A. A diferencia de lo observado
con OxyTx1, no se observa un cambio drastico que se pueda atribuir a una relajacion de la

estructura, aunque si se puede ver que a partir del ns 350 los valores de RMSD variaron menos
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con respecto a los primeros 350 ns. El valor promedio de RMSD se mantuvo constante alrededor
de 2.8 A. A partir de esta informacion se puede concluir que la propuesta inicial de estructura
arrojada por el servidor SwissModel es favorecida en un ambiente de disolvente explicito, en
especial al compararla con los resultados obtenidos de OxyTx1.

Al realizar la comparacion de valores de RMSD en la figura 7.9.8, se observa que para el
caso de la region de giro entre hebras si hay un salto en los valores de RMSD alrededor de 150
ns. A partir de este punto de la simulacion la variacion entre valores aumenta considerablemente,
y en la gréfica se observa una tendencia de similar a la generada por la proteina completa. En el
caso de la hebra beta, la variacion entre los valores de RMSD es menor, pero a diferencia de la
region de giro, la mayor variabilidad se observa antes de los 150 ns. Al comparar estas dos
graficas con la que corresponde a la de la proteina completa se observa que cada una de las
regiones proporciona la contribucion mayoritaria para los valores de RMSD en la proteina en
diferentes puntos de la dinamica (antes de 150 ns la contribucién mayor es de la region de hebra
y después de 150 ns la contribucién mayor es de la region de giro). La region de hebra se
encuentra mas estabilizada (lo que se espera por la presencia de enlaces disulfuro) con respecto a
la region de giro, sin embargo, en comparacion con OxyTx1 la variacion de la region de giro es
menor Yy esto es consistente con lo que se ha observado en todos los experimentos in silico hasta

ahora, ya que al ser una regién mas corta hay menos variabilidad en su estructura.
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FIG. 7.9.9 Valores de RMSF por residuo durante la DM de OxyTx2SM. En amarillo se marca la posicién de

los residuos cisteina
Oxy2 SM

500-

450-

400~

350- RMSF (A)
300-
z [ 3
8 250
5
2 2
200-
1

150~

100-

50-

10 15 20 25 30 35 40 45 50
Residuo

FIG. 7.9.10 Fluctuacion de los residuos a lo largo de la DM indicada por el valor de RMSF para cada residuo
alo largo de los 500 ns de la trayectoria de OxyTx2SM. En amarillo se marca la posicion de los residuos
cisteina.

La fluctuacion de los residuos de la toxina (Fig 7.9.9 y 7.9.10) sigue un patron similar al
que se observé en el caso de OxyTx1SM. Los valores de RMSF son menores en los residuos que
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corresponden a la region de hebra y se presentan valores maximos en la region que corresponde
al giro entre hebras. Los valores mas altos de RMSF corresponden a la region de carboxilo
terminal (como en el caso de OxyTx1SM). Esto es consistente con la movilidad del carboxilo
terminal y es de esperarse en especial por la ausencia de puentes disulfuro en esta regién, lo que
evita que se estabilice. Se observa también que en las regiones de la toxina correspondientes a
los residuos cisteina se generan puntos minimos de RMSF lo que indica que la fluctuacion de la
molécula a lo largo de la simulacién es menor con respecto a otras regiones; esto confirma la

estabilizacion de la molécula que se genera a partir de la presencia de enlaces disulfuro.

Comparacion de las evaluaciones de MolProbity de OxyTx2SM antes y después del
proceso de refinamiento por DM.
OxyTx2SM sin refinar OxyTx2SM refinado
Contactos | Clashcore (todos los &tomos) 6.62 1.43
Rotameros pobres 4 8.33% 0 0.00%
Rotameros favorecidos 38 79.17% 34 97.14%
’ Valores extremos 4 8.16% 1 5 00%
Geometria Ramachandran
de Ig Valores favorecidos 34 69.39% 15 75.00%
proteina Ramachandran
Cp desviaciones >0.25A 5 10.20% 3 6.12%
Enlaces erroneos: 0/403 0.00% 0/533 0.00%
Angulos erréneos: 11 /545 2.02% 0/720 0.00%
Tabla. 7.9.2

Después de realizar la evaluacion de las tres estructuras representativas de los clusteres
mas poblados y comparar con la evaluacion obtenida por el modelo OxyTx2SM antes de la DM,
se observa que la calidad del modelo mejord considerablemente gracias al proceso de
refinamiento. El valor de clashcore y nimero de rotdmeros pobres disminuyo, lo que indica que
hay un nimero menor de traslapes estéricos. Ademas, el modelo no presenta enlaces ni angulos

erroneos, lo que indica que la geometria de la molécula es mas estable y favorecida.

8. Conclusiones

Después de llevar a cabo la purificacion de ambas toxinas tanto de la fase soluble como
de cuerpos de inclusion, los datos obtenidos de los cromatogramas y los espectros

unidimensionales de *H para el caso de HisOxyTx1 y HisOxyTx2, se concluye que las toxinas
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obtenidas tienen un plegamiento definido. La principal diferencia se encuentra en la cantidad de
proteina que se obtuvo del material lisado. El proceso de replegamiento en el caso de HisOxyTx2
permite obtener una mayor cantidad de toxina, pero favorece la cantidad de isoformas generadas
y por lo tanto disminuye el rendimiento final de toxina pura con el plegamiento més estable. Para
el caso de HisOxyTx1, el proceso de replegamiento disminuyé el rendimiento del proceso de
biosintesis, por lo que no se pudo estudiar su plegamiento por RMN. Esta disminucion en el
rendimiento puede indicar que el péptido es menos estable incluso en su forma plegada en
comparacién con HisOxyTx2 y por lo tanto no se puede regresar a su forma plegada una vez

llevado a cabo el proceso de desnaturalizacion necesario para realizar el replegamiento.

La caracterizacion de ambas toxinas por espectrometria de masas MALDI-TOF y
dicroismo circular indica que los péptidos obtenidos se encuentran en su forma oxidada
formando todos los enlaces disulfuro esperados y que el plegamiento que presentan es

consistente con el motivo estructural ICK esperado.

Los modelos obtenidos a partir de los experimentos in silico de OxyTx1 presentan
variaciones significativas con respecto a la plantilla utilizada, asi como entre los modelos
obtenidos a partir de diferentes servidores y posterior refinamiento por DM. En el caso de
OxyTx2 la variacion es menor debido a la similitud entre la longitud de la plantillay la secuencia
de interés. En ambos casos se puede confirmar la importancia de la presencia de enlaces
disulfuro en la estabilizacion de las moléculas. La obtencion de estos modelos a partir de la
estructura tridimensional de OtTxl1a respalda la propuesta de una familia de toxinas de arafia
estabilizadas con motivos ICK estabilizadas por cinco puentes disulfuro. Es necesario obtener

modelos experimentales de las Oxitoxinas para confirmar esta propuesta.

9. Perspectivas

Los modelos obtenidos a partir de este trabajo sirven como punto de partida para realizar
una comparacion con los resultados experimentales que se pueden conseguir mas adelante.
Habiendo ya refinado el proceso de obtencion de los péptidos de interés a partir de sistemas
heterdlogos, se buscara obtener cantidades suficientes para realizar los experimentos de RMN de
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dos dimensiones. Los experimentos a realizar son COSY, TOCSY y NOESY. Una vez obtenidos
estos, se deben realizar las asignaciones de sefiales que permitan generar las restricciones
esperadas en la estructura terciaria. Asi, partiendo de los modelos in silico ya generados, se podra
realizar nuevamente un proceso de dindmica molecular para determinar la estructura

experimental a proponer.

Por otro lado, para refinar los modelos obtenidos se pueden realizar experimentos de
prediccion de estructura por algoritmos de machine learning, tales como AlphaFold, para tener
mas informacion sobre el plegamiento de los péptidos y refinar aun mas las propuestas de

estructuras tridimensionales que aqui se presentan.
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