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ABREVIATURAS

ADN
ADNc
CI
CFA
DO
DC
DTT
ELISA
FXa
GSH
GSSG
hNaV
HEPES
HPLC
IC5().
IFA
IPTG
KvAP
LB
MES
Nav
nCsslI.
PBS
PBST
PCR
rCsslI
rpHPLC
SN
SOC

TE
TFA
Tris.
Tm

Acido desoxiribonucléico.

Acido desoxirribonucléico complementario.

Cuerpos de inclusion.

Adyuvante completo de Freund

Densidad Optica.

Dicroismo Circular.

Ditiotreitol.

Inmunoensayo ligado a enzima

Factor Xa

Glutation reducido.

Glutation oxidado.

Subunidad a de canal de sodio dependiente de voltaje de humano.
Acido 4-(2hidroxietil)-1-piperazinetansulfonico.

Cromatografia liquida de alta presion.

Concentracion inhibitoria 50%

Adyuvante incompleto de Freund.
Isopropil-beta-D-tiogalactopirandsido.

Canal de potasio dependiente de voltaje de Aeropyrum pernix.
Medio Luria Bertani.

Acido 2-(N-morpholino)etanosulfonico.

Canal de sodio dependiente de voltaje

Toxina CssllI nativa.

Solucion amortiguadora de fosfatos salina (Phosphate Buffered Saline)
PBS con 0.1 % de Tween 20

Reaccion en cadena de la polimerasa.

Toxina Cssll recombinante.

Cromatografia liquida de alta presion en fase reversa.
Sobrenadante.

Medio con 2% de triptona, 0.5% de extracto de levadura, NaCl 8.6 mM, KCl
2.5 mM, MgS04 20 mM y Glucosa 20 mM.

Solucién de: 10 mM Tris, acido etilendiamino tetra-acético 1 mM, pH 7.5.
Acido trifluoroacético

2-amino-2- hidroximetil-1-3 propanediol.

Temperatura de desnaturalizacion.
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1. ABSTRACT

Cssll is a 66 amino acid toxin stabilized by four disulfide bridges. This neurotoxin
affects voltage-gated sodium channels (Nay). The native CssIl (nCsslI) is the major toxic
component of the venom of the scorpion Centruroides suffusus suffusus, and it is
pharmacologically classified as a 3 scorpion toxin (Martin et al., 1987). For recombinant
expression a synthetic gene of Cssll was cloned into the plasmid, pQE-30 in a gene
construction that contains a 6His-tag and the FXa enzymatic cleavage site. The expression
vector was transformed into E. coli BL21 (DE3) cells. Five hundred milliliters
LB/ampicilin cultures were carried out at several temperatures after IPTG induction. The
protein was found only in inclusion bodies with no evidence of HisrCssll in the soluble
fraction. The protein HisrCssll was extracted from inclusion bodies using a 0.05 M Tris
buffer pH 8.0 containing 6 M Gnd-HCI. The HisrCssll was purified by affinity and
hydrophobic interaction chromatography. The yield of the affinity purified fusion protein
(HisrCssll) was as high as 24 mg/L of culture medium. The reverse-phase HPLC profile,
and the single molecular mass of 9,392.2 Da in several proteic fractions indicated that the
expressed HisrCssll had multiple disulfides arrangements. All HisrCssll structural forms
were reduced using 0.05 M Tris buffer pH 8.0 containing 50 mM DTT to obtain a single
proteic fraction with molecular mass of 9,400.6. The in vitro folding process generated a
single HisrCssll form with the expected molecular mass of 9,392.2 Da. After enzymatic
cleavage with FXa, the recombinant Cssll (rCssll) was obtained. The molecular mass of
rCssll was 7,538.6 Da as expected. Circular dichroism spectra of rCssIl and nCssIl were
very similar, suggesting that they have the same secondary structure. Because of the
natural C-terminus amidation of nCssll, the molecular weight of nCsslI and rCsslI differ in
1 Da. Nevertheless, both had similar LDsps in mice when injected intracranially and
intraperitoneally. The peptides were tested to determine their specificity on hNays 1.1, 1.2,
1.3, 1.4, 1.5 and 1.6 expressed in the HEK 293 cellular line. All nCsslI, rCssII and also de
fusion protein HisrCssll, were specific for hNay 1.6. Using the patch clamp technique in
the whole cell mode to analyze their electrophysiological effects on hNay 1.6, we observed
a left shift of activation (opening to more negative potentials) and reduction in peak current,
both classical effects of scorpion [ toxins. For structure-function analysis the point mutant
E15R was expressed in the same culture conditions and had a similar yield. The mutant
E15R was not toxic at concentrations equivalent to 100LDsos of rCssll when injected
intracraneally to mice, and its affinity in binding assays decays only 2.5 fold compared to
that of the rCssIl. HisrCssII and rCssll were capable to generate polyclonal antibodies in
mice that recognize specifically nCssll. In summary, we have obtained a functional four
disulphide scorpion toxin using a bacterial expression system that could be used to produce
rCssllI and its variants to elucidate key residues in the toxin-Nay interaction. Moreover, the
recombinant toxins rCssll and HisrCssll could be used as antigens for antivenom
production.



2. RESUMEN

La toxina CsslI es un péptido neurotéxico de 66 aminoacidos de los cuales 8 son
cisteinas que se encuentran formando cuatro puentes disulfuro. Afecta a canales de sodio de
mamiferos y farmacologicamente se clasifica como una toxina de alacran tipo . Ha sido
reportada como el componente mas toxico y abundante del veneno del alacran mexicano
Centruroides suffusus suffusus (Martin et al., 1987). Como resultados de este proyecto de
tesis se presentan la expresion de la toxina CssII en Escherichia coli con rendimientos en el
orden de miligramos por litro de medio de cultivo, su plegamiento in vitro y la
caracterizacion funcional del péptido recombinante (rCssll). Se demuestra por primera vez
que la limitante principal en la expresion heterologa de toxinas ricas en puentes disulfuro en
sistemas bacterianos es la formacion de varios patrones de puentes disulfuro. Se reporta que
ambas toxinas, nativa (nCssll) y recombinante (rCssll) se unen a un mismo subtipo de
canal de sodio, el hNa, 1.6 y que su toxicidad se encuentra en el mismo orden de magnitud.
La toxina rCssllI difiere de la nativa en la amidacion del extremo carboxilo terminal, por lo
cual se concluye que la amidacion no es indispensable para su funcién, sin embargo, le
podria conferir mayor afinidad hacia su receptor. Como parte del analisis estructura-
funcioén, se generd la mutante de CssIl E15R que se une al mismo sitio que nCsslI, pero no
ocasiona la muerte en ratones a concentraciones equivalentes a 100 LDsy de nCssll.
Adicionalmente, se evalud la capacidad de generar anticuerpos que reconocen a la toxina
nativa usando como inmunogenos a la toxina recombinante rCssll y a la proteina de fusion
que tiene 16 aminoacidos mas en el extremo amino terminal (HisrCsslII). Por los resultados
obtenidos, se propone el uso de este sistema de expresion para continuar los estudios de la
relacion estructura-funcion de la toxina CsslIlI con el canal Nay 1.6.



3. INTRODUCCION

Dentro de las especies de alacranes de México que ocasionan intoxicaciones graves
en humanos se encuentra el alacran Centruroides suffusus suffusus. Su habitat se localiza al
Noroeste del pais y es también conocido como alacran de Durango (Vega Franco et al.,
1966). Entre los componentes peptidicos del veneno de C. suffusus suffusus se encuentra la
toxina CsslI, reportada como la mas abundante del veneno, que afecta a canales de sodio de
mamiferos y es la mas toxica por inyeccidon subcutanea con una dosis letal (DLsg) de 25 pg/
Kg de peso en ratones (Martin et al., 1987).

Cssll presenta una estructura tridimensional tipo o/f estabilizada por cisteinas
(cysteine stabilized o/ motif o o/f CS). En el veneno, la toxina nativa (nCssll) se
encuentra amidada en el extremo carboxilo terminal. Esta toxina, se une con afinidad
nanomolar al sitio 4 de canales de sodio dependientes de voltaje (Nay), provocando la
apertura del mismo a potenciales mas negativos respecto al mismo en ausencia de toxina y
la disminucién de la corriente al pico, siendo estas dos, caracteristicas electrofisiologicas de
las toxinas de alacran tipo 3 (Martin et al., 1987).

En mamiferos, existen varios subtipos de Nay que han sido clonados y expresados
en células animales (Goldin, 2001) lo cual permite ensayar la actividad bioldgica y
determinar la especificidad de las toxinas, hacia un receptor en particular. Respecto a los
canales de sodio dependientes de voltaje, no se ha obtenido su estructura tridimensional
debido a las dificultades que representa trabajar in vitro con proteinas transmembranales y
de gran tamafio. La subunidad o de los canales de sodio es una proteina de 220-260 kDa
con cuatro dominios homélogos, cada uno compuesto por 6 segmentos transmembranales
hidrofobicos que participan en los mecanismo de apertura y cierre del canal y forman el
poro de selectividad. A la subunidad o, que constituye la unidad funcional del canal, se
pueden asociar subunidades accesorias P, que pueden intervenir en la regulacion de los
mecanismo del canal. (Catterall et al., 2007).

La expresion de toxinas ricas en puentes disulfuro en sistemas heterologos
procariotes ha sido limitada debido a que estos sistemas carecen de un mecanismo de
plegamiento propio para este tipo de moléculas. Existe hasta la fecha un so6lo reporte de
toxinas de sodio tipo [ publicado durante el desarrollo de este trabajo (Cohen et al., 2005)
que incluye el estudio de la relacion estructura-funcion de la toxina CssIV, la cual se
encuentra tambén en la especie C. suffusus suffusus pero en menor cantidad.



4. ANTECEDENTES
Toxinas de sodio

Los alacranes tienen aproximadamente 400 millones de afios de evolucion, durante
los cuales han mantenido su morfologia practicamente sin alteraciones. Actualmente se
conocen mas de 1,500 especies distintas de alacranes (Lourenco, 1994). Parte de su éxito
evolutivo se debe a que son animales que producen veneno, constituido por una mezcla
compleja de componentes y les sirve para su defensa y alimentacion. El veneno estd
formado por péptidos neurotdxicos, enzimas, lipidos, nucleodtidos, entre otros, que
ocasionan transtornos fisiologicos al ser inyectados a la presa o agresor (Possani et al.,
1999). Los alacranes que ocasionan intoxicaciones en humanos pertenecen a la familia
Buthidae la cual comprende aproximadamente 500 especies. Los géneros representativos
son Androctonus, Leiurus, Buthus, Buthotus, Heterometrus, Parabuthus, Centruroides y
Tityus. El analisis exahustivo de los componentes del veneno de alacran, y en particular de
las toxinas, se inici6 hace mas de 30 afios, proporcionando datos sobre su tamafio,
estructura y especificidad filética. El creciente interés por obtener toxinas recombinantes se
debe a que las toxinas provenientes de venenos animales que afectan canales idnicos
dependientes de voltaje son herramientas esenciales para el estudio de la relacion
estructura-funcion de los canales, asi como los importantes transtornos fisiologicos que
ocasionan.

En general, las toxinas de alacran que afectan canales de sodio son péptidos de 60 a
76 aminoacidos estabilizados por 4 puentes disulfuro. Casi todas las toxinas de alacran
conocidas presentan el motivo estructural o/} estabilizado por cisteinas (en realidad por
puentes disulfuro), aunque la conectividad entre las cisteinas y en nimero de aminoacidos
entre ellas es variable. Este motivo estructural confiere a la proteina un arreglo empacado y
resistente a varios factores como temperatura y degradacién por algunas proteasas y
también se extiende a péptidos con funciones diversas de organismos lejanamente
relacionados en cuanto a su evolucion como las defensinas de plantas (Possani, Rodriguez
de la Vega. 2006). La superposicion de varios modelos estructurales de toxinas que afectan
canales de sodio se muestra en la figura 1.

Por sus propiedades farmacoldgicas, se conocen dos categorias de toxinas que
afectan a canales de sodio dependientes de voltaje, las o y las B. Las a-toxinas retardan la
inactivacion del canal, provocando un efecto depolarizante. Por otro lado, las toxinas
modifican el mecanismo de activacion, promoviendo la apertura del canal a potenciales
mas negativos comparados con los potenciales de apertura en ausencia de toxina. Las
toxinas Cssll y CssIV han sido usadas como toxinas modelo para identificar modificadores
de los canales de sodio dependientes de voltaje que se unen al sitio 4. Son tipicamente 3 y
aunque comparten 89% de identidad en su secuencia de aminodcidos, la especificidad de
ambas es distinta, Cssll (reportado en este trabajo) afecta al subtipo de canal Nay 1.6. En

cambio, la toxina  CssIV  afecta,
ademas del Nay 1.2, a los subtipos Nay
1.1, y Nay 1.6 (Schiavon et al., 2007).




Figura 1. Motivo estructural o/ estabilizado por cisteinas que presentan la mayoria de las toxinas
de alacran. En gris se observa el modelo de la toxina Cn2, en marrén el modelo de la toxina AaHII
y en anaranjado el modelo de la toxina BjxtrIT. Los puentes disulfuro se observan en amarillo. N
indica el extremo amino terminal y C el carboxilo terminal. NaScTxs se refiere a toxinas especificas
para canales de sodio (Possani, Rodriguez de la Vega. 2006).

Cssll comparte también 89% de identidad en secuencia de aminoacidos con la
toxina Cn2 de C. noxius, asi como su especificidad por el Nay 1.6. Cn2 presenta una DLs
de 12.5 pg/Kg en inyeccion intraperitoneal, mientras que la de Cssll es del doble. Las
diferencias en la estructura primaria entre estas toxinas se observan en el alineamiento de la
figura 2. La posibilidad de generar mutantes de la toxina Cssll podria dar informacién
sobre los aminoacidos determinantes de su especificidad y/o afinidad.

Css11(100%) KEGYLVSKST GCKYECLKLG DNDYCLRECK QQYGKSSGGY CYAFACWCTH LYEQAVVWPL PNKTCN*
CsslV (89%) KEGYLVNSYT GCKFECFKLG DNDYCLRECR QQYGKGSGGY CYAFGCWCTH LYEQAVVWPL PNKTCN*
Cn2 (89%) KEGYLVDKNT GCKYECLKLG DNDYCLRECK QQYGKGAGGY CYAFACWCTH LYEQAIVWPL PNKRCS*
Tsl (30%) KEGYLMDHE GCKLSCFIRPSG YCGRECGIK KGSSGY CAWPACYCYG LPNWVKVWDRATNK C*

Figura 2. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de las toxinas CssIl, Cn2, CssIV y Tsl

donde se muestran los porcentajes de identidad de cada una respecto a Cssll. Las cisteinas se
resaltan en rojo y el asterisco indica la amidacion del extremo carboxilo terminal.

La caracterizacion completa de venenos y los estudios de la relacion estructura-
funcién estan condicionados a las pequefias cantidades de toxina que, en general, son
recuperadas del veneno y a la obtencion de toxinas andlogas a las nativas a partir de
sistemas de expresion heterdloga. Fue hasta finales de la década de los 80s cuando se
reporto la primera toxina de alacran obtenida de manera recombinante con rendimientos de
0.2 pug/10° células. A pesar de los bajos rendimientos en dicho trabajo se reportd la
semejanza funcional e inmunogénica de la toxina AaHII recombinante con la nativa
(Bougis et al., 1989), sin embargo, no se ha encontrado ningin reporte posterior a la
expresion utilizando esta toxina recombinante, ni de la expresion de otras toxinas en el
mismo sistema.

Expresion heterdloga vs sintesis quimica de toxinas
Los primeros estudios de toxinas de bajo peso molecular y su efecto sobre canales
i6nicos se realizaron exitosamente gracias a la facilidad de sintetizar quimicamente dichos



péptidos como las llamadas “anatoxinas” y algunas variantes que permitieron identificar
residuos importantes para su funcion. Sin embargo, existen limitaciones para la sintesis en
fase solida dentro de las cuales se encuentran: la insolubilidad de la forma reducida de los
péptidos en los sistemas oxidativos de sintesis, el plegamiento inadecuado que da formas
oxidadas inactivas y sobre todo, el bajo rendimiento de sintesis proporcional al tamafio de
la molécula (Lecomte et al., 1998).

A pesar de las dificultades que presentan los sistemas de expresion (como la
obtencion de péptidos inactivos o un bajo nivel de expresion) se han logrado obtener de
manera heteréloga toxinas de alacranes y de arafias en E. coli. Las caracteristicas
principales de los sistemas utilizados con éxito son: la expresion de genes sintéticos bajo el
control de un promotor inducible, la expresion del péptido de interés como proteina de
fusion, la purificacion del producto expresado por cromatografia de afinidad y el uso de
cepas bacterianas modificadas, como la cepa Origami, que favorecen la formacion de
puentes disulfuro en el citoplasma (Bessette et al.,1999). Algunos ejemplos de estas
toxinas, sus caracteristicas principales y el sistema de expresion utilizado se presentan en la
tabla 1.

Estudios de la relacion estructura-funcion de toxinas

Hasta la fecha los datos experimentales sobre los aminoacidos criticos involucrados
en la interaccion toxina-canal de sodio son muy limitados (ver tabla 2). Esta situacion se ha
dado, probablemente, por la dificultad de llevar a cabo estudios de la relacion estructura-
funcion con toxinas de cadena larga, que exceden de 40 aminoécidos, ya que son dificiles
de producir por métodos recombinantes y por sintesis quimica (Lecomte et al., 1998).

Como se puede observar, los trabajos realizados con toxinas de arafia son ain mas
recientes y escasos que los de toxinas de alacran. No en todos los casos se ha realizado el
plegamiento in vitro de los péptidos expresados y a pesar de que en muchos trabajos se
reporta semejanza funcional de las toxinas recombinantes, en la mayoria no se presentan
datos de estructura que apoyen su analogia con las toxinas nativas. La obtencion de
multiples fracciones protéicas, cuando las toxinas recombinantes son purificadas por
HPLC, fue reportado por Swartz y MacKinnon (1995). Las fracciones plegadas
incorrectamente probablemente son mas la regla que la excepcion y corresponden a
mezclas de patrones de puentes disulfuro que pueden ser toxicos, pero distintos a las
toxinas nativas.

Por su importancia bioquimica, el estudio de las toxinas de arafas demanda la
obtencion de péptidos recombinantes y mutantes que permitan identificar los residuos
importantes para su funcion.

Tabla 1.- Toxinas recombinantes de arafia y de alacran.

aa.-num. de aminoacidos; PD.-puentes disulfuro NaCh.- afecta canales de sodio; KCh.- afecta
canales de potasio; MSCh.- afecta canales mecano-sensibles; ASIC afecta canales sensibles a pH;
Vector.- vector de expresion; NI.-no inducible; CIL.-cuerpos de inclusion; Rfld plegamiento in vitro.



Tipo Proteina Mutada Ligando Mutaciones  Referencia
TOXINA CARACTERISTICAS VECTOR HUESPED INDUCTOR/ REFERENCIA
SOLUBILIDAD
ALACRAN
NTX 39 aa, KCh, 3PD pCSP105 BL21 IPTG/soluble Martinez .et al. 1996
LqghalT 62 aa, NaCh, 4PD pET-11cK BL21 IPTG/ CI Zilberberg, et al. 1996
LghIT, 61 aa, NaCh, 4PD pET-11cK BL21 IPTG/ CI Turkov, et al. 1997
Cssll 66 aa, NaCh, 4PD pET15b BL21 IPTG/soluble Johnson et al. 2000
BmKIM 61 aa, NaCh, 4PD pGEX-5x-1 BL21 IPTG/soluble Peng et al. 2002
BmTXKp 66 aa, KCh, 3PD pGEX-5x-1 BL21 IPTG/soluble Zhijian et al. 2003
LghB1 61 aa, NaCh, 4PD pET-11c BL21 IPTG/soluble Gordon et al. 2003
Bj-xtrIT 76 aa, NaCh, 4PD pET-11c¢c BL21 IPTG/soluble Cohen et al. 2004
Botlll 64 aa, NaCh, 4PD pEZZ-18 HB101 NI/soluble Benkhadir et al. 2004
CssIV 66 aa NaCh 4PD pET14b BL21 IPTG/CI Cohen et al., 2005
ARANA
a-latrotoxina 1177 aa, lib.neurotrans. pFASTBAC SfY/High-five NI/Soluble Ichtchenko et al. 1998
Huwentoxina-1 33 aa, NaCh, 3PD pGEX-KT DH5q IPTG/Rfld Li etal. 2000
J-ACTXHvlc 37 aa, KCh, 4PD pGEX-2T BL21 IPTG/soluble Maggio et al. 2002
PnTx-3-1 40 aa, KCh, 4PD pMAL-c2 BL21 IPTG/soluble Carneiro et al. 2003
GsMTx4 34 aa, MSCh, 3PD pGEM/pET32a BL21 IPTG/soluble Ostrow et al. 2003
PcTx1 40 aa, ASIC, 3PD pGEM DrosophilaS2 NI Escoubas et al. 2003
ProTx-II 30 aa, NaCh, 3PD pMAL BL21 IPTG/soluble Smith et al. 2007

Tabla 2. Toxinas de venenos de animales y canales i6nicos mutados para el estudio de la relacion
estructura-funcion.

Proteina-Proteina Dendrotoxina K Canal K+ 8 Smith et al.
1997
Proteina-Proteina Kk-conotoxina PVIIA Canal shaker K+ 15 Jacobsen et
al., 2000




Proteina-Proteina Canal shaker K+ Agitoxina 3 Gross y
MacKinnon,
1996
Proteina-Proteina Canal shaker K+ CTX 1 Golldstein et
al., 1992
Proteina-Proteina Canal shaker K+ Hanatoxina 43 Swartz y
MacKinnon,
1997
Proteina-Proteina Canal Nay 1.2 CssIV 11 Cestele, et
al.,1998
Proteina-Proteina Toxina CssIV rNaV 1.2 48 Cohen et al.,
2005
Proteina-Proteina ProTX-II/ Nay 1.5 ProTX-II/ Nay 1.5 23/76 Smith etal,,
2007

Para estudiar la interaccion de las toxinas y sus ligandos, es necesario no sélo que
tengan una alta afinidad entre si, sino obtener cantidades suficientes del péptido para
realizar los estudios posteriores. La cantidad es limitante cuando se trabaja sdlo con toxinas
purificadas a partir de veneno. Ademds, es necesario generar variantes que aporten
informacion sobre la funcién de cada aminoécido en dichas toxinas.

Hasta hoy, el éxito limitado obtenido en cuanto al estudio de los procesos
fisioldgicos en los que participan estos péptidos, se debe a la falta de un sistema de
expresion heterdloga general para la obtencion de péptidos estructural y funcionalmente
semejantes a las toxinas nativas, en cantidades suficientes y plegados correctamente
(Possani et al., 1999).

Estructura del canal de sodio y localizacion del sitio 4

En mamiferos, los impulsos eléctricos controlan funciones como la contraccion
muscular, secrecion de hormonas, percepcion del ambiente, procesamiento de informacion
en el cerebro y respuesta del mismo hacia los tejidos. A nivel celular, tienen una influencia
importante en el metabolismo intracelular, la transduccion de sefiales, la expresion genética,
asi como en la sintesis, degradacion y redireccionamiento de proteinas. En todos estos
casos, las sefiales eléctricas son controladas por proteinas miembros de la superfamilia de
los canales ionicos. Dicha superfamilia estd conformada por mas de 140 proteinas
formadoras de poros, relacionadas estructuralmente y con caracteristicas de selectividad a
diferentes iones (Catterall, et al., 2007).

Los canales de sodio dependientes de voltaje son los responsables de la entrada
rapida de iones sodio al inicio de la fase depolarizante de los potenciales de accion en el
sistema nervioso, muscular y en células endécrinas. Los canales de sodio dependientes de
voltaje contienen los elementos para sensar el voltaje y formar el poro de selectividad en un
solo complejo protéico formado por la subunidad o, aunque cuentan con una o dos
subunidades auxiliares  de aproximadamente 33-36 kDa. La subunidad o esta conformada
por 4 dominios homdlogos y cada uno a su vez, por 6 segmentos transmembranales
hidrofobicos y las asas extra e intracelulares que los unen. El asa que une a los segmentos 5
y 6 forma el extremo extracelular del poro, mientras que la hélice transmembranal que
conforma al segmento 6 es considerado el extremo intracelular del mismo. El poro de
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selectividad completo esta formado por los 4 dominios homodlogos que se unen en un
arreglo seudosimétrico tridimensional. La subunidad a es suficiente para percibir cambios
de voltaje y modificar su estructura abriendo y cerrando el poro regulando, de tal forma, el
paso de los iones a través de la membrana plasmatica. Las subunidades auxiliares
j interactian con las diferentes subunidades o y alteran sus propiedades fisiologicas y su
localizacion subcelular, tienen un s6lo dominio transmembranal y un fragmento largo en el
extremo amino terminal que se orienta al lado extracelular y presenta una estructura tipo
inmunoglobulina. Los extremos extracelulares de la subunidad 3 son los que interactian
con la subunidad o modulando su funcioén o incrementando su expresion en la superficie.
Como otras proteinas que presentan plegamiento tipo inmunoglubulina sirven como
moléculas adhesivas por su interaccion con proteinas de la matriz extracelular. Las
subunidades 3 son adquisiciones recientes a la familia de las proteinas asociadas a canales
i6nicos y so6lo se han identificado en vertebrados. Por su importancia fisiologica, los
canales de sodio dependientes de voltaje son blancos para un gran nimero de moléculas
producidas en el reino animal, que se traducen en ventajas de los organismos que las
producen para su alimentacion y/o defensa. En los canales de sodio se han descrito al
menos 6 sitios distintos de union a modificadores de su funcién, todos localizados en la
subunidad o, como se sefiala en la figura 3. En la tabla 3 se sefialan las moléculas que se
unen a cada sitio y el efecto que ocasionan en el funcionamiento del canal. Cabe mencionar
que los efectos en el funcionamiento son distintos y que la mayoria de los mecanismos de
accion se desconocen. En el caso de la interaccion entre las toxinas de alacran y los canales
de sodio se sabe que se unen ya sea al sitio 3 (toxinas o) o al sitio 4 (toxinas )
modificando el proceso de inactivacion en el caso de las primeras y el proceso de
activacion en el caso de las 3.

Hasta la fecha, se han clonado y caracterizado funcionalmente 9 subunidades a de
canales de sodio dependientes de voltaje de humanos: del hNa, 1.1 al 1.9. Estas proteinas
comparten alrededor del 70% de identidad de secuencia de aminoacidos en los segmentos
transmembranales. Sus genes fueron expresados funcionalmente en células animales, lo que
permitid, mediante técnicas electrifisioldgicas y genéticas, el andlisis sistematico de su
funcionamiento de manera independiente. Esto ha facilitado el estudio de los mecanismos
de interaccion con sus ligandos.
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Figura 3. Esquema del canal de sodio y sus principales sitios de unién a ligandos que modifican la
apertura y cierre del canal. El cédigo de colores muestra la region que corresponde a cada sito. Se
observan los cuatro dominios homélogos (I-IV) y los 6 segmentos transmembranales (1-6) que
conforman cada dominio. De los segmentos 1-5 se considera el dominio del sensor de voltaje,
siendo el segmento 4 realmente el sensor y los segmentos 6 forman el dominio del poro. P
corresponde a sitios de fosforilacion y ¥ a sitios de glicosilacion.

Tabla 3. Ligandos que afectan a canales de sodio dependientes de voltaje.

Sitio receptor Neurotoxina Efecto funcional

Sitiol Tetrodoxina Bloqueo del poro

Saxitoxina
[-conotoxina

Sitio2 Batracotoxina Activacion persistente,

Veratridina activacion facilitada y bloqueo de
Grayanotoxina la activacion

Aconitina

Sitio 3 Toxinas o de alacran Retardan la inactivacion

Toxinas de anemona marina
Atracotoxinas (araflas)

Sitio 4 Toxinas B de alacran y arafia Activacion facilitada

Sitio 5 Brevetoxinas Activacion facilitada
Ciguatoxinas Bloqueo de la inactivacion

Sitio 6 S-conotoxinas Retardan la inactivacion

Modelo para el mecanismo de accion de toxinas S de alacran que afectan canales de sodio.

Como se mencion6 anteriormente, las toxinas tipicamente oo y [3 se unen a sitios
fisicamente distintos en el canal de sodio, siendo para las a el definido como sitio 3 y para
las B el sitio 4 (Gordon, 1997). El modelo méas aceptado para el mecanismo de accion de las
toxinas 3 que fue descrito por Cestéle et al. (1998, 2001) es conocido como el modelo de
“trampa del sensor de voltaje” (“Voltage Sensor Trapping”). Los datos experimentales que

12



dieron origen a este modelo, fueron generados por la interaccion entre mutantes puntuales
del subtipo de canal de sodio Nay 1.2 y la toxina nativa CssIV midiendo su afinidad por
ensayos de competencia y la actividad de CssIV con las mutantes del canal. Entre otras
interacciones finas que se describen, la de mayor relevancia corresponde al acido glutamico
en la posicion 15 de la toxina. En la interaccion de CsslV, se describié que después de
aplicar un breve prepulso depolarizante (+50 mV por 5 ms), el residuo E15 interactiia con
las argininas 850 y 853 en el segmento transmembranal S4 del dominio II, manteniendo al
segmento S4 en la posicion que favorece al estado “activado” del canal. Como parte del
mecanismo fisioldgico de activacion, el segmento S4 (sensor de voltaje), se mueve en
respuesta al cambio de potencial de la membrana, causando modificaciones
conformacionales de toda la proteina. En presencia de una toxina tipo 3 el movimiento del
sensor (S4 dominio II) promueve la interaccién del residuo E15 de la toxina con las 2
argininas mencionadas del S4 del dominio II, quedando facilitado el movimiento del
mismo hacia el lado extracelular de la membrana. Por tal motivo, se dice que el sensor del
domonio II queda “atrapado” en un estado que favorece la activacion del canal. Datos de
estudios de la relacion estructura-funcion reportados para la toxina recombinante CssIV y
su interaccion con el canal hNay 1.2 apoyan el modelo de trampa de sensor de voltaje
(Cohen et al., 2005). Por otra parte, recientemente se realizaron estudios midiendo el
movimiento de las cargas durante la apertura y cierre de canales de sodio de musculo
esquelético de rata (rSkM1 o rNay1.4), en presencia y ausencia de la toxina Ts1 del alacran
de Brasil Tityus serrulatus. En el mismo trabajo, se utilizé el marcaje con fluordforos para
seguir los movimientos de los sensores de los 4 dominios. Los resultados indican que la
interaccion de la toxina corresponde a 1 molécula por cada subunidad o, uniéndose en el
estado de reposo del canal (estado cerrado). Se detectd la permanencia del segmento S4 del
dominio II en estado activado después de la apertura del canal. Ademas, se observd un
efecto de cooperatividad de los segmentos S4 de los otros dominios (DI, DIII y DIV) que
favorece también la activacion del canal (Campos et al., 2007). La toxina Tsl, de 61
aminodcidos, comparte so6lo el 30% de identidad con CsslI (ver figura 2) y funcionalmente
difiere de esta en que no requiere de un prepulso depolarizante para producir el efecto de
activacion a potenciales mas negativos, ademas de su amplio rango de ligandos, pues afecta
a varios subtipos de canales de sodio.

Se han descrito interacciones toxina-canal gracias a un modelo de acoplamiento o
“docking” estructural realizado con el programa Rosetta (Catterall, et al., 2007) donde se
tomaron como templados la estructura del canal KvAP (canal de potasio dependiente de
voltaje de Aeropyrum pernix de los segmentos S1 al S4) y la toxina II del alacran
Centruroides sculpturatus. El modelo indica que la superficie de interaccion de CssIV con
el canal incluye al residuo E779 del canal que interactiia directamente con la L19 de la
toxina y tiene una interaccion de tipo carga m con la F44 también de la toxina, el residuo
E837 forma un puente salino con la R27 de la toxina y tiene una interaccion de tipo carga ©
con la Y24 (toxina). El residuo L840 tiene una interaccion directa con el E28 de la toxina e
indirectamente con la Y24 (toxina). Estas interacciones son las sefialadas en la figura 4
apartados C y D. El modelo apoya la importancia funcional del residuo G845 (como se
habia descrito anteriormente) y supone un impedimento estérico con la N7 y la F14 de la
toxina, cuando se cambia dicha G por N. Experimentalmente, esta mutacion impide la
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interaccion con toxina CssIV a concentraciones hasta de 1uM de toxina. Es importante
sefialar que el modelo del mecanismo detrampa del sensor de voltaje describe una
interaccion primaria de la toxina con el canal, en estado de reposo (figura 4 A y B), cuyos
contactos son los indicados en el modelo estructural. Cuando hay un cambio de potencial
que provoca el movimiento del sensor de voltaje, la toxina tiene interacciones adicionales
que le permiten “atrapar” al sensor de voltaje favoreciendo el estado activado, esta
interaccion secundaria no esta incluida en el modelo estructural.

Figura 4. Modelo de “docking” para la interaccion de los S1-S4 del dominio II del Nav 1.2 y
CssIV. A) Vista de superficie para resaltar la complementariedad morfologica del sitio de
interaccion, los aminoacidos hidrofobicos se presentan en color blanco, los acidos en rojo, los
basicos en azul y los polares sin carga en verde. B) Interacciones principales de los residuos Y24,
R27 y E28 de la toxina con E837 y L840 del canal. C) Giro de 60° de la estructura con relacion al
panel B, para resaltar las interacciones de L19 y F44 con E779. D) Localizacion del residuo G845,
N7 y F14 que suponen impedimento estérico cuando la G845 es cambiada por N. Se resaltan las
cadenas laterales de los aminoacidos basicos en el sensor de voltaje. (Cestele et al., 2006)
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Toxinas recombinantes como inmundgenos

Los primeros estudios inmunoquimicos de toxinas provenientes de venenos de
alacranes de la familia Buthidae del Norte de Africa revelaron un principio general: existen
grupos estructurales de toxinas capaces de generar reactividad cruzada; es decir, un
anticuerpo generado contra un inmundgeno reconoce y neutraliza los efectos de toxinas que
pertenecen a su grupo estructural mejor que a toxinas de otros grupos. Las toxinas de
alacran de mayor importancia médica han sido estudiadas por diversos grupos cientificos
entre los cuales se encuentran los de Rochat y ElI Ayeb en Francia y Tunez,
respectivamente, que han estudiado a las especies del Norte de Africa como Androctonus
australis Hector y Buthus occitanus (Legros et al., 2001; Aubrey et al., 2004). En México
se encuentra el grupo de Possani que estudia a alacranes del género Centruroides de
América del Norte centrandose en la especie C. noxius (Possani et al., 1981; Calderon-
Aranda et al., 1999; Selisko et al., 1999) y en Sudamérica, Chavez-Olortegui que colabora
con varios grupos dedicados al estudio del género Tityus (Maria et al., 2005; Alvarenga et
al., 2005). Estos grupos de investigacion se han centrado en la deteccion, purificacion,
caracterizacion farmacologica y estructural de toxinas, asi como en la clasificacion de sus
familias y la obtencion de antisueros y anticuerpos monoclonales de buena calidad. Han
sido pioneros en la caracterizacion y descripcion estructural de determinantes antigénicas y
epitopes relativos a “sitios toxicos”. En algunos casos se han descrito las propiedades de
neutralizacién y proteccion contra toxinas o veneno completo de los respectivos alacranes
(Gazarian et al., 2005).

En el caso de El Ayeb, con la especie Buthus occitanus tunetanus se produjo una
toxina recombinante en la busqueda de toxoides relacionados estructural y antigénicamente.
A partir de una biblioteca de ADNc de la glandula venenosa se aislaron por hibridacion
genes con regiones conservadas del grupo estructural de las toxinas Bot I-Bot II. Dicho
grupo excluye a la toxina Bot III que pertenece a otro grupo antigénico, pero incluye al
resto de las toxinas de este alacran y a la toxina Lqq III de Leiurus quinquestriatus
quinquestriatus y Lgh-alpha-IT de Leiurus quinquestriatus hebraeus. De B. occitanus
tunetanus, la toxina Bot XIV fue clonada y expresada en E. coli. Esta toxina fue usada
como inmundgeno en ratones. Los anticuerpos generados presentaron reactividad cruzada
con todo el grupo Bot I, pero no reconocen a otros grupos. El suero inmune, obtenido por
medio de Bot XIV, es capaz de neutralizar los efectos de la toxina cuando es inyectado en
ratones en forma de complejo anticuerpo-toxina. Los ratones que fueron inmunizados con
Bot XIV recombinante resultaron insensibles a la toxina (Benkhadir et al., 2002). El
péptido Bot XIV no ha sido encontrado en el veneno y es distinto estructuralmente al grupo
antigénico Bot I con porcentajes de identidad entre 32 y 41%. Los epitopes responsables de
la neutralizacién aun se desconocen.

Uno de los propositos de obtener toxinas andlogas es el de prescindir de la
extraccion de venenos que depende de la disponibilidad de los especimenes. De tal manera,
los inmunodgenos recombinantes para el desarrollo de antisueros eliminarian la necesidad de
colectas, transporte y mantenimiento de los animales y se podria mejorar el rendimiento
con respecto a las separaciones que se hacen del veneno.
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5. HIPOTESIS

Usando sistemas de expresion bacterianos, es posible obtener toxinas recombinantes

ricas en puentes disulfuro con estructura y funcidn iguales a las de las toxinas nativas, en
cantidades suficientes para identificar residuos importantes para la actividad y/o afinidad de
las toxinas hacia su receptor y para ser utilizadas como inmunoégenos en la produccion de
antivenenos.

6. OBJETIVOS
Objetivo General

Obtener por expresion heterdloga a la toxina de cuatro puentes disulfuro CsslI

verificando su semejanza estructural y funcional con la toxina nativa.

Objetivos Particulares

Clonar y expresar en E. coli el gen que codifica para la toxina CssII.

Purificar la proteina recombinante.

Realizar ensayos de actividad in vivo.

Realizar su plegamiento in vitro.

Verificar su estructura secundaria por dicroismo circular.

Verificar su semejanza funcional con la toxina nativa en ensayos de toxicidad in
Vivo.

Determinar la afinidad de la toxina recombinante por ensayos de competencia con la
toxina nativa.

Evaluar la capacidad de las toxinas recombinantes para generar anticuerpos en raton
que reconozcan a la toxina nativa.

Generar mutantes que permitan verificar datos de estructura y funcion de la toxina.
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7. MATERIALES Y METODOS

Todas las enzimas de restriccion, DNA ligasa, DNA polimerasa, fosfatasa alcalina,
y marcadores de peso molecular fueron obtenidas de New England Biolabs (Beverly, MA,
USA), Boehringer Mannheim GmbH (Ohweiler, Germany) o Gibco-BRL ( Rockville, MD,
USA) y se utilizaron de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes. Todos los
demads reactivos necesarios para el trabajo de microbiologia y biologia molecular fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich Quimica (Steinheim, Germany), Research Organics Inc.
(Cleveland, OI, USA), Difco Laboratories (Detroit, MI, USA). Todas las manipulaciones
de ADN, en general, se realizaron como se describe en Maniatis et al. (1989).

7.1 Clonacion del gen que codifica para CssII

A partir de un banco de ADNc que se construy?6 aislando ARN total del telson de un
alacran de la especie Centruroides suffusus suffusus se obtuvo el gen que codifica para una
toxina que difiere en un aminoacido respecto a CsslI. El plasmido utilizado como templado
para las reacciones de PCR, que contenia dicho gen, fue proporcionado por la Dra. Blanca I
Garcia. Con base en esa secuencia, se disefiaron oligonucle6tidos para cambiar dos codones
de bajo uso en E. coli asi como la glicina 27 que corresponde a arginina en la secuencia
aminoacidica reportada para Cssll. Se amplifico por PCR el fragmento esperado de 230
pares de bases que corresponde al gen modificado e incluye la regién que codifica para el
sitio de reconocimiento del FXa (IEGR) antes de la toxina, asi como las secuencias que
reconocen las enzimas de restriccion BamHI y Pstl y dos codones de paro en el extremo 3’.
La construccion del gen modificado fue realizada por el Dr. Ernesto Ortiz. La secuencia de

los oligonucledtidos disefiados para clonar dicho gen en fase en el plasmido pQE-30 se
presentan en la tabla 4. La clonacion se realizé primero en el sitio EcoRV utilizando el
plasmido pBluscript KS+ (pKS+). A partir de esta construccidn, se cortd con las enzimas
BamHI y Pstl para subclonar direccionalmente en el plasmido pQE-30 digerido con ambas
enzimas. Se identificaron por PCR las clonas con el inserto y se comprob6d por
secuenciacion la clonacion correcta. La proteina de fusion se obtuvo como se esquematiza
en la figura 5.

Figura 5. Esquema de la construccion del plasmido pQE30CssII. El promotor PT5 es inducible por
IPTG y la region marcada como 6His incluye una metionina inicial y 11 aminoacidos mas, 6 de los
cuales son histidinas. Después del sitio de restriccion BamHI se encuentra la region codificante de
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los aminoacidos IEGR que reconoce la proteasa FXa seguidos del primer aminoacido de la toxina.
Antes del sitio Pstl hay dos codones de paro precedidos por el ultimo aminoacido de la toxina.

Clonacidn de los genes de las toxinas Magi 4 y Tsl

Usando la misma estrategia se realizaron construcciones para expresar los genes de
otras toxinas de interés de 4 puentes disulfuro. Para realizar la construccion del vector pQE-
30-Tsy, se disefiaron un par de oligos que generan los mismos sitios BamHI y Pstl, ademas
del sitio de reconocimiento del FXa. Se usé como templado un plasmido (pKS+) en el cual
habia sido previamente clonado el gen sintético que codifica para Tsy con la secuencia
modificada para obtener el uso de codones preferencial de E. coli. El producto de PCR se
clon6 en el pGEM (Promega) y a partir de éste se subclond en el pQE-30. Para la
construccion de pQE-30-Magi4 precedido por el sitio de corte del FXa se disefiaron un par
de oligonucléotidos que generan los mismos sitios de restriccion BamHI y Pstl. Se
amplifico por PCR a partir de ADNc el fragmento esperado de 194 pb. El fragmento
amplificado por PCR se clond primero en el vector pGEM, se digirié con las mismas
enzimas de restriccion para subclonarlo en el pQE-30. En ambos casos se analizaron las
clonas positivas por PCR y se comprob6 la clonacién correcta por secuenciacion. La
secuencia del gen de Magi 4 no fue modificada para obtener los codones de uso
preferencial en E. coli. Los datos obtenidos de la expresion en el mismo sistema de las
toxinas Tsy y Magi 4 se muestran en el anexol.

7.2 Purificacion de ADN plasmidico

El ADN plasmidico de E. coli se extrajo a partir de cultivos de 5 ml que crecieron
durante toda la noche a 37°C y 250 rpm en medio LB adicionando ampicilina. Las células
se colectaron por centrifugacion por 1 min a 14,000 rpm y se resuspendieron en 1 ml de
solucion SET (sacarosa 20%, 50 mM de Tris-HCI pH 7.6 y 50 mM de EDTA) para lavar.
Se centrifugaron y resuspendieron en 150 pl de la misma solucion. Posteriormente se
adicionaron 10 pl de RNAsa (10 mg/ml) agitando y 350 ul de SDS (2%)/NaOH (0.4 M) en
relacion volumétrica 50:50, se mezcld por inversion e incubd en un bafio de hielo por 10
minutos. Se agregaron 250 pl de 3 M de acetato de sodio pH 4.8 y se mezcld antes de
incubar en hielo por 30 minutos. Se centrifugé 10 minutos y el sobrenadante (SN) se
transfirio a un tubo estéril, para precipitar se agregd un volumen de isopropanol, se mezcld
por inversion y se centrifugd por 5 minutos a 14,000 rpm. La pastilla se lavo con etanol al
70% y se resuspendio en 30 ul de agua. E1 ADN plasmidico de E. coli para secuenciacion
se extrajo con el Plasmid Mini Kit (QIAGEN) siguiendo las indicaciones del proveedor.

Tabla 4. Subrayadas se muestran las secuencias que reconocen las enzimas de restriccion
BamHI (GGATCC) y Pstl (CTGCAG) en rojo la secuencia que codifica para los
aminoacidos reconocidos por el FXa.

Oligo Secuencia (5 a 3") Longitud

(No. nucledtidos)

Para modificar el gen Cssll del banco de ADNc
Forward ATAAAGAGGGCTATCTGG 18
CDS 3 ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG 27
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Para generar los sitios de restriccion y el sitio de corte de FXa

CssIIB GGATCCATCGAGGGAAGGAAAGAGGGCTATCTGGTAA 37
CssIIP CTGCAGTTACTAGTTGCATGTTTTATTAGGAAGG 32
Para generar la mutante E15R

GGCTGCAAATACCGCTGCCTTAAATTG 27

7.3 Amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para obtener las amplificaciones por PCR para la sintesis de ADN y para la
mutagénesis sitio-dirigida se utilizd la enzima Taq DNA polymerase (Invitrogen). Las
amplificaciones necesarias para clonar en el vector pPGEM fueron realizadas con la enzima
Tag DNA polymerase y utilizadas inmediatamente para la clonacion de productos de PCR.
De manera general, las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 50 pl con 100
uM de ANTP’s, 20 pM de oligonucledtidos y 1.5 mM de Mg®". Las reacciones se realizaron
en un Termociclador Perkin Elmer 9600. Los ciclos de amplificacion del ADN fueron
diferentes de acuerdo con la temperatura de desnaturalizacion (Tm) de los oligonucledtidos
en cada caso y el tamafio de los fragmentos a amplificar, las condiciones estandar con la
enzima Tag se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de PCR para la amplificacion del gen de CsslI.
“La temperatura de alineamiento depende de la Tm de los oligos utilizados.

Ciclos Etapa Tiempo Temperatura® (°C)

1 desnaturalizacion 30s 94
desnaturalizacion 15s 94

30 alineamiento 40 s 55
extension 40 s 72

1 extension final 5 min 72

7.4 Mutagénesis sitio-dirigida

Para la generacion de mutantes de CsslI se utilizo la técnica de “megaprimer” en un
solo tubo de reaccidn, reportada por Ke y Madison (1997). Unicamente se modifico la
temperatura de extension de los tltimos 25 ciclos considerando la Tm del oligo CssIIB por
lo que se utilizaron 66 °C en lugar de 72 °C. El oligo mutagénico E15R y los oligos
externos CsslIP y CsslIB se muestran en la tabla 4.

7.5 Andlisis de secuencias

Las comparaciones de las secuencias tanto nucleotidicas como de aminoacidos con
las bases de datos se realizaron utilizando las distintas versiones del programa BLAST
(Altschul et al,. 1997).

7.6 Transformacion de E. coli.

La cepa E. coli DH5a fue transformada por electroporacion en un aparato
Micropulser Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) en las siguentes condiciones:
2.5 kV, 25 uF y 200 Q. Entre 2 y 5 pl de la reaccion de ligacion se pusieron en contacto
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con 100 pl de células electrocompetentes en una celda de 0.2 mm, después de la
electroporacion la celda fue puesta en hielo y se agregé 1 ml de medio SOC, las células se
transfirieron a un tubo de 1.5 ml y fueron incubadas por 1 h a 37°C y 250 rpm para que se
recuperaran. Posteriormente se plaquearon 100 pl en cajas de LB con 200 pg/ml de
ampicilina.

Las células quimico-competentes de E. coli BL21(DE3) se transformaron
adicionando de 2 a 4 pul de ADN plasmidico concentrado a un tubo con 200 pl de células.
Se incubaron en hielo por 30 min, después en un bafio a 42°C sin agitacion durante 2 min y
por ultimo en hielo por 10 min. Se adicioné 1 ml de LB y se incub6 a 37°C con agitacion
por 1 h para que se recuperaran. Se plaquearon de 20 a 50 pl de cada tubo en cajas de LB
adicionado con ampicilina, incubando a 30°C de 8 a 12 h.

7.7 Cepas y medios de cultivo.

La cepa E. coli DHS-a fue utilizada como huésped para las clonaciones realizadas
en este estudio. El genotipo de esta cepa es: A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173,
endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac, [F* proAB, lacl"ZAM15,Tn10(tet")]. La
cepa crecié a 37°C y 250 rpm en medio LB (Ausubel et al., 2001). Al medio se adicionaron
200 pg/ml de ampicilina, 1.5 % de agar fue adicionado para la preparacion de placas.

La cepa E. coli BL21(DE3) fue utilizada como huésped para la expresion de las
toxinas con las que se trabajo en este estudio.

7.8 Condiciones de expresion

Se crecieron cultivos de 500 ml de LB a 37°C y 250 rpm de la cepa BL21
transformada con al plasmido de expresion. Previamente, se adiciond ampicilina al medio
de cultivo para obtener una concentracion final de 200 pg/ml. Después de crecer hasta una
DO entre 0.4-0.6, medida a 550 nm, se indujo la expresion con IPTG a concentracion final
de 1 mM por un periodo de de 6 a 8 h manteniendo los cultivos de 21 a 37°C en
experimentos independientes para evaluar la solubilidad de la proteina sobreexpresada.
Posteriormente se centrifugé a 5,000 x g durante 20 min a 4°C en tubos para centrifuga de
250 ml. Se lavo con 200 ml de una solucion de Tris 50 mM, pH 8 y se centrifugd
nuevamente a 5,000 x g por 20 min a 4°C. Se desech¢ el sobrenadante y las células fueron
resuspendidas en 25 ml de la misma solucion. Las células se rompieron utilizando una
prensa de French. Se obtuvieron aprox. 20 ml de extracto concentrado. El extracto se
centrifug6 a 5,000 x g por 10 min desechando el sobrenadante, ya que en todas las
condiciones de expresion probadas, la proteina se encontré en la fraccion insoluble. El
precipitado se lavoé tres veces con 20 ml de Tris 20 mM, pH 8 y posteriormente se tratd con
15 ml de una solucién desnaturalizante de Tris 50 mM, 6 M de cloruro de guanidina a pH 8
para extraer la proteina. Posteriormente se centrifugé a 2,000 x g a 4°C durante 1 hora. Este
extracto se utilizo para la purificacion por afinidad.

7.9 Purificacion de proteinas

Las proteinas de fusion expresadas se purificaron por afinidad con la resina Ni-NTA
agarose (QIAGEN) en condiciones desnaturalizantes y siguiendo las recomendaciones del
proveedor. El protocolo seguido una vez obtenido el extracto en cloruro de guanidina 6 M

21



fue: Poner en contacto dicho extracto con Ni-NTA agarose equilibrada con la soluciéon de
extraccion por 4 h a 4°C con agitacion constante. Se centrifug6 a 1,000 x g durante 1 min
para recuperar la resina y realizar 3 lavados de la misma con la solucién de extraccion o
hasta observar la desaparicion de espuma (otras proteinas). Una vez lavada, se empaco la
resina en una columna adecuada al volumen usado (para 1-2 ml de resina, se us6 una
jeringa de 3 o 5 ml) y se eluyd con Tris 50 mM, cloruro de guanidina 6 M a pH 8
adicionando 400 mM de imidazol. Se colectaron de 5 a 7 fracciones de 1 ml cada una.
Posteriormente se realizo la repurificacion por rpHPLC, usando como solvente A 0.1%
TFA en Hy0 y solvente B 0.1% TFA en acetonitrilo. Los péptidos obtenidos fueron
separados en una columna C18 (25mm x 4.1mm) con un gradiente de 20 a 60% de solvente
B en un lapso de 40 min (1%/min.). Para la repurificacion de los péptidos despues del
plegamiento in vitro y la protedlisis se usaron las mismas condiciones de rpHPLC.

7.10 Digestion proteolitica

Las digestiones de las proteinas de fusion se realizaron con la proteasa Factor Xa
(FXa) (Roche Applied Science, Alemania) adicionando una relacion de 50:1 de proteina de
fusiéon y proteasa respectivamente. La reaccion de proteolisis se llevo a cabo después del
plegamiento in vitro con la proteina de fusion con aprox. 98 % de pureza. La concentracion
final de proteina de fusion para la protedlisis fue de Img/ml en una soluciéon de Tris 10
mM, pH 8. La reaccion se realizo a temperatura ambiente durante 14 h.

7.11 Espectrometria de masas

Las masas moleculares de los péptidos obtenidos fueron determinadas en la unidad
de protedmica del IBt por MALDI-TOF o ESI-ION-TRAP.

7.12 Ensayos de toxicidad in vivo

Los ensayos det toxicidad de realizaron por via intracraneal (IC) en ratones CDI1
machos de 20 g en promedio previamente anestesiados en una camara con éter etilico. Los
péptidos a ensayar se dilsolvieron en un volumen final de 5 pl de una solucion de albumina
bovina (20 mg/ml en 0.9% NaCl). Los ratones fueron inyectados con una microjeringa de
10 pl. Se colocd a la aguja un capilar de plastico, de modo que la aguja penetrara
solamente 3 mm en el craneo de los ratones. La inyeccion se realizé en la parte media entre
el ojo izquierdo y la oreja izquierda. Todas las fracciones purificadas por HPLC
(correspondientes a un maximo) fueron evaluadas para determinar su actividad toxica. Se
inyectaron por separado 10 fracciones de aproximadamente 20 pug de proteina cada una. Se
observaron los efectos de cada fraccion durante los 30 min post-inyeccion, y de manera
intermitente hasta 24 horas. Se inyecto BSA (20 mg/ml en 0.9% NaCl) como control
negativo y 15 ng (3DLsp) de la toxina nativa como control positivo. La inyeccion
intraperitoneal se llevo a cabo en grupos de 5 ratones CD1 machos de 20 g de peso en
promedio, con 4 ug por ratén de toxina nativa como control positivo. Se observaron los
efectos directamente hasta 3 horas después de la inyeccidon e intermitentemente hasta 24 h
después.

7.13 Plegamiento in vitro
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Las reacciones de plegamiento se realizaron en un volumen de 15 ml con 1 mg de
proteina de fusidon que se redujo con 50 mM DTT y se purificé por HPLC previamente. Las
condiciones de plegamiento fueron las siguentes: Tris 0.2 M, cloruro de guanidina 2 M, pH
8 con GSH:GSSG 1 mM:0.1mM a 4°C durante 24 h. Posteriormente, la toxina plegada se
purifico por rpHPLC para eliminar los reactivos y sales.

7.14 Dicroismo Circular (DC)

Los ensayos de dicroismo circular se realizaron en el equipo JASCO0-J725. El
espectro fue medido de 260 a 189 nm en 60% de trifluoroetanol para promover la
interaccion de puentes de hidrogeno. La solucion amortiguadora se prepard con Tris a una
concentraciéon 0.1 M pH 7.1, y las mediciones se realizaron a temperatura ambiente. La
longitud de la celda utilizada fue de 1 mm. Los datos se colectaron a 0.1 nm con velocidad
de “scan” de 50 nm/min y una constante de tiempo de 0.5 s. La concentracion y pureza de
la proteina fue de 250 pg/ml y superior al 98 %, respectivamente. Las mediciones fueron
hechas por triplicado.

7.15 Protocolo de Inmunizacion

Se inmunizaron inicialmente dos grupos de 15 ratones de la cepa CD1 de 20 g en
promedio. Los antigenos utilizados fueron la proteina de fusion HisrCssll plegada
correctamente y la rCssll uno para cada grupo. La inyeccién de las toxinas acopladas a
tiroglobulina se realizé por via subcutanea. El acoplamiento se llevd a cabo con 75 g del
péptido en presencia de 1 mg de tiroglobulina disuelto en MES 0.1 M, pH 7.4 en un
volumen final de 300 pl. 10 mg de carbodiimida se disolvieron en 75 ul de agua y se
mezclaron con la solucion de toxina y tiroglobulina. Se incub6 a temperatura ambiente por
4 h con agitacion ocasional. La solucion anterior se llevé a 750 pl con PBS. La emulsion
se prepard con la toxina disuelta en solucion MES/PBS al 50% con adyuvante completo de
Freund (aceite mineral y Mycobacterias muertas) en la primera inmunizacion, e incompleto
(aceite mineral) en las siguientes inmunizaciones. La inmunizacion se realizé inyectando
una concentracion final de toxina de 5 pg en 100 pl de emulsion por ratéon en cada ocasion,
con un periodo de aproximadamente 10 dias entre una inmunizaciéon y la siguiente. Se
detalla la preparacion de los inmunédgenos en la tabla 8. Se comprobd la generacion y el
incremento de anticuerpos en suero contra la toxina Cssll nativa por ensayos de ELISA.
Después de la sexta inmunizacién con titulos alrededor de 10,000 se realizaron pruebas de
neutralizacion de 3 LDsy con grupos de 2 ratones. En este primer ensayo murieron todos los
ratones incluso a tiempos mas cortos que el ratén control con suero preinmune. Después de
este resultado se inmunizo6 con los antigenos sin acoplar a tiroglobulina con la emulsion al
50% de la toxina en solucion PBS y el adyuvante incompleto inyectando 5 pg del péptido
por ratén en cada inmunizacion subsecuente.

7.16 ELISA

Los inmunoensayos ligados a enzima (ELISA) se realizaron en placas de polivinilo
de 96 pozos (Costar, Cambridge MA. U.S.A.) acoplando 300 ng por pozo de la toxina
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nativa CsslI disuelta en una solucion de NaHCO; 0.02 M pH 9.6 incubado a 37°C por 2 h.
Se realizaron 3 lavados con PBS adicionado con 0.1% de tween 20 (PBST). Los sitios de
unién no especifica fueron bloqueados con una solucién de gelatina al 1% en PBS
colocando 200 pl por pozo e incubando a 37°C durante 1 h 6 a 4°C durante toda la noche.
Se realizaron 3 lavados con PBST. Se prepararon diluciones seriales del suero con PBS
colocando 100 ul de cada dilucion por duplicado e incubando a 37°C durante 1 h. Después
de los correspondientes 3 lavados con PBST se adicionaron 100 ml de una dilucion 1:2,000
(v/v) del anticuerpo cabra-antiraton acoplado a peroxidasa en PBS incubando a 37°C
durante 1 h. Para la reaccion enzimatica se prepard una solucion de fosfatos 0.1 M a pH 5
adicionado con 0.4 pg de orto-fenildiamina, y 0.4 ul de peréxido de hidrogeno al 30% por
mililitro. Se colocaron 100 pl por pozo. Se incubd protegiendo de la luz por 10 min a 37°C
y se detuvo la reaccion adicionando 100 pl de HCI 6 N en cada pozo. Se midio Ila
absorbancia a 492 nm inmediatamente, ya que la reaccién de oxidacidon continta.

7.17 Preparacion de sinaptosomas de cerebro de rata.

Los sinaptosomas fueron preparados a partir de cerebros de ratas adultas albinas de la
cepa Wistar. Una vez extraido el cerebro completo se realizd el protocolo de separacion
manteniendo una temperatura de 0 a 4 °C. Primero, se homogeniz6 el cerebro con 10
volumenes de HEPES-Tris 20 mM, sacarosa 0.32 M, pH 7.4. Posteriormente se centrifugo
a 1,000 x g por 5 min recuperando el SN y centrifugandolo a 10,000 x g por 20 min. El
precipitado, que contiene los sinaptosomas, se resuspendié en la misma solucién y se
alicuoto tubos con 50 pl para su uso o almacenamiento a temperatura de -70 °C.

7.18 Marcaje radiactivo de toxinas

La toxina CsslI fué marcada radiactivamente como se reportd anteriormente (Cestéle
et al., 1998) usando iodo 125 (**’I) por reacciéon con lactoperoxidasa en presencia de
peréxido de hidrégeno con 1 nmol de toxina y 1 mCi de Na'*I. La toxina monoiodada se
purificoé por HPLC.

7.19 Ensayos de union

Los ensayos de competencia en equilibrio fueron realizados usando concentraciones
crecientes de toxina no marcada radiactivamente en presencia de la toxina marcada a
concentracion baja constante. La composicion del medio para los ensayos de union fue:
Cloruro de colina 130 mM; KCI, 5.4 mM; Glucosa, 5.5 mM; HEPES, 50 mM; y BSA 2
mg/ml, pH 6.5. Los sinaptosomas de cerebro de rata fueron resuspendidos en 0.2 ml de la
solucion anterior conteniendo a la '*I-CssIl. Después de incubar por 1 h a temperatura
ambiente la mezcla se resuspendié en 3 ml de solucion de lavado fria y filtrada a vacio
usando filtros GF/C (Whatman). Los filtros se lavaron rapidamente 2 veces con 3 ml de la
misma solucion. El pegado no especifico se determind en presencia de 70 mM de CsslI no
marcada y consistid tipicamente del 5 al 9% del pegado total. Cada experimento se realizd
al menos tres veces (Martin et al., 1987).

7.20 Electroforesis de proteinas
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Las proteinas fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de acuerdo con el método de Laemmli (1970).
Se utiliz6 una camara Mighty small 11, con geles de 1 mm de espesor. Un gel concentrador
al 4 % precede al gel de separacion al 12% o al 15%. Las muestras a analizar se incubaron
durante 5 min a 95 °C en presencia de una solucion de desnaturalizacidén que contiene Tris-
HCI10.125 M pH 6.8, SDS 4 %, glicerol 20 %, B-mercaptoetanol 10% y azul de bromofenol
0.05 % (v/v). La migracion se efectud a corriente constante entre 30 y 50 mA. Después de
la migracion el gel siguid el tratamiento de tincion. El gel se incubd en una solucion de
acido acético (10% v/v), metanol (30% v/v) y azul de Coomassic (0.2% v/v).
Posteriormente se realizaron lavados del gel en una solucion de acido acético (10% v/v),
metanol (30% v/v) para quitar el exceso de colorante.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Recuperacion de la toxina recombinante

El gen que codifica para la toxina CsslI fue amplificado por PCR usando como
templado el plasmido proveniente de un banco de ADNc previamente purificado e
indentificado (por secuenciacion) que contenia el gen de una toxina que difiere de CssII en
un aminoacido. Por medio del disefio de oligonucleétidos y PCR se optimizd la secuencia
eliminando dos codones de bajo uso en E. coli y modificando el codon del residuo G27

para obtener R27 ya que es el correspondiente a la secuencia de la base de datos para CsslI
clave de acceso: P08900. El gen modificado se clono y se corto eficientemente a partir de la
construccion en un vector de clonacion (pKS-Cssll). La purificacion del vector pQE-30 y el
gen digeridos con las enzimas correspondientes permiti6 realizar la ligacion usando una
relacion molecular 1:10 vector:inserto. Una vez verificada la clonacion en fase en el vector
de expresion pQE-30 y transformada la cepa BL21, se hicieron cultivos de 500 ml a partir
de los cuales se obtuvo la toxina CsslI fusionada a 16 aminoécidos en el amino terminal.
De los aminoacidos fusionados a la toxina, 6 son histidinas (en verde en la figura 6A) y 4
corresponden al sitio de corte para el FXa (HisrCssll) (en rojo en la figura 6A). Los
cultivos fueron realizados a 21, 30 y 37 °C, induciendo con IPTG y al alcanzar una DO de
0.5 medida a 550 nm. No se observaron diferencias en la solubilidad de la proteina a
temperaturas de inducciéon menores a 37°C. Se cosecharon las células a las 6 h post-
induccidén. Se verificé la sobreexpresion de la proteina por geles SDS-PAGE con las células
completas, observando una banda mayoritaria correspondiente a la proteina de fusion. El
peso molecular que se observa en gel no corresponde al del marcador utilizado, debido
probablemente a que el péptido recombinante interactiia con la matriz del gel de manera
distinta a las proteinas del marcador (ver figura 6B). Una posibilidad es que a la proteina
recombinante, que tiene 6 histidinas se pegue mas SDS, consecuentemente habria una
diferencia en su carga que la haria migrar mas rapido. La integridad de la proteina de fusion
y la ausencia de multimeros unidos por enlaces covalentes fueron verificadas por
espectrometria de masas. La misma muestra de la proteina de fusion que se utilizé para
realizar el gel de SDS fue a la que se le determin6 la masa molecular dando como resultado
9,392.6 Da. Las multiples bandas que se observan en el carril que corresponde a la proteina
pura (P en la figura 6B) podrian deberse a una interaccion hidrofobica entre los mondomeros
de la misma proteina. La exposicion de grupos hidrofobicos también podria ser responsable
de la insolubilidad de la proteina ya que las proteinas que no estan correctamente plegadas
tienden a agregarse. Por los valores de masas sabemos que no se trata de multimeros unidos
por enlaces covalentes (por ejemplo: puentes disulfuro intramoleculares). Es importante
sefialar que al modificar las condiciones de expresion, bajando la temperatura de
incubacion, disminuyendo la velocidad de agitacion o la densidad celular del cultivo para la
induccion, no se evitd que la mayor parte de la proteina recombinante se obtuviera en forma
de cuerpos de inclusion.
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Figura 6. A) Estructura primaria de la proteina HisrCssII producto de la construccion realizada en
el plasmido pQE-30. B) SDS-PAGE 15% de la expresion de HisrCssII en BL21(DE3) M.-marcador
de peso molecular, Cssll+.- BL21 expresando la proteina de fusion después de la inducciéon con
IPTG, CsslI-.- BL21 sin el plasmido de expresion pQE30-CssllL. P.- Proteina de fusion HisrCsslI
purificada por afinidad con Ni-NTA agarose en condiciones desnaturalizantes y por HPLC.

8.2 Evidencia de varios patrones de puentes disulfuro

Como se menciond anteriormente, la proteina recombinante forma cuerpos de
inclusion. Para su purificacion se rompieron las células y se lavo la fraccion insoluble con
Tris 50 mM, pH 8. Para disolver los cuerpos de inclusion se utilizé la solucion
desnaturalizante o de extraccion (Tris 50 mM con 6 M de cloruro de guanidina a pH 8). La
proteina HisrCsslI fue purificada a partir de dicho extracto por afinidad en condiciones
desnaturalizantes como se describe en materiales y métodos, posteriormente se repurificd
por HPLC. A partir de la separacion por HPLC se obtuvieron aproximadamente 10
fracciones protéicas correspondientes a los maximos observados en el cromatograma de
HPLC, este resultado se discutira en la sigiente seccion.

Tanto la proteina expresada, como la proteina purificada por afinidad, se observan
en la figura 6B. Como evidencia de varios arreglos de puentes disulfuro se observan en la
repurificacion por HPLC (proteina obtenida por afinidad) varias isoformas. Las multiples
fracciones que se obtienen al separar por HPLC se presentan en la figura 7. Se afirma que
dichas fracciones corresponden a isoformas porque todas las fracciones del cromatograma
7A son proteinas con la misma masa molecular de 9,392.6 Da. Dicha masa corresponde al
valor teorico esperado si las 8 cisteinas estan formando puentes disulfuro. Ademas de tener
el mismo valor de masa en estado oxidado, otra evidencia de que el péptido HisrCssII
presenta varios patrones de puentes disulfuro, se obtiene cuando las multiples fracciones
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sefialadas en el cromatograma se reducen con 50 mM de DTT. Después de reducir la
proteina, se observa en la repurificacion por rpHPLC, una fraccion homogénea de masa
molecular de 9,400.6 Da. Este valor corresponde al valor tedrico para el péptido reducido.
Los multiples arreglos de puentes disulfuro pueden explicarse si se calcula el nimero de
arreglos en el que las 8 cisteinas presentes en la toxina pueden formar 4 puentes disulfuro,
considerando unicamente que cada puente disulfuro esta formado por dos cisteinas.
Entonces, el nimero de arreglos esta dado por: N!/PD! A™ donde N es el namero de
medias cistinas, PD es el numero de cistinas y A es el nimero de cisteinas necesario para
formar un puente disulfuro, es decir 2. Para cualquier proteina con 8 cisteinas y con 4
puentes disulfuro el nimero teodrico de arreglos distintos es de 105. El numero teoérico de
patrones de disulfuros estd muy alejado del nimero real de multiples formas que se
obtienen (aprox. 10) ya que no contempla otras variables como la longitud del péptido,
distancias moleculares, impedimiento estérico, etc.

8.3 Plegamiento in vitro

Aproximadamente 20 pg de cada una de las fracciones separadas por HPLC que
corresponden a cada uno de los picos que se muestran en la figura 7 (cromatograma A)
fueron inyectados en ratones CD-1, de 20 g de peso, por via intracraneal. Las fracciones
sefialadas con un asterisco (picos 6 y 7) en dicha figura fueron letales a esa concentracion.
Aunque otras fracciones fueron toxicas, los ratones se recuperaron después de cierto
tiempo. La toxicidad de las fracciones obtenidas a partir de la primera separacion fue
mucho menor a la toxicidad ya reportada de la nCssll, de 0.25 pg/kg por via intracraneal,
indicando indirectamente que el plegamiento de esas isoformas podria ser incorrecto. Por
tal motivo, después de reducir todas las fracciones de HisrCssll, se oxidd el péptido en
condiciones controladas esperando obtener el patrén de puentes disulfuro correcto. El
plegamiento in vitro permitié recuperar principalmente una fraccion homogénea por su
perfil de HPLC (figura 8), oxidada, y mas toxica que las formas encontradas antes del
plegamiento mostradas en la figura 7A. La masa determinada de la fraccion plegada es de
9,392.6 Da. Estos datos son indicio de que el plegamiento in vitro en las condiciones
utilizadas genera el patrén de disulfuros de la toxina nativa. La mayoria de los reportes
presentados en la tabla 3 incluyen el plegamiento in vitro de los péptidos recombinantes,
sin embargo, las condiciones de oxidacidén/reduccion para cada péptido son distintas y en
varios casos se indica que la determinacion de las condiciones 6ptimas de plegamiento debe

hacerse a prueba y error.
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Figura 7. Superposicion de perfiles de HPLC de aprox. 1 mg de HisrCssII con multiples formas
del péptido expresado después de la purificacion por afinidad (A) y 0.5 mg de la misma después de
reducir con 50 mM de DTT obteniendo un solo pico (B). En A (multiples formas oxidadas) se
obtuvo un valor de masa molecular de 9,392.6 Da, el asterisco sefiala las fracciones que fueron
letales al inyectar aprox. 20pug de cada una por via intracraneal. B la masa obtenida para el péptido
reducido fue de 9,400.6 Da.
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Figura 8. Perfiles de HPLC (columna C18 analitica) con 300 pg del péptido HisrCssII reducido (A)
y 100 pg del mismo posterior al plegamiento in vitro (B). Los péptidos fueron separados usando un
gradiente de 20 a 60% de B durante 40 min, después de equilibrar durante 5 min con 20% de B.

Para evaluar el efecto de los 16 aminoacidos “extras” en el extremo amino terminal
en el ensayo de plegamiento in vitro, se redujo la toxina nCsslI en las mismas condiciones
que HisrCsslI y se realizo la oxidacion in vitro de ambas. La nCsslI se pliega en una
fraccion homogénea, bajo las mismas condiciones que HisrCssll (datos no mostrados) por
lo cual concluimos que, en este caso, no hay un efecto significativo de los aminoacidos
extras en el amino terminal sobre el plegamiento in vitro.

Los resultados obtenidos de la reduccion y el plegamiento in vitro con toxina nativa,
nCssll, indican que las condiciones de oxidacién/reduccion optimas podrian determinarse
empiricamente para otras toxinas recombinantes con las toxinas nativas. Esto podria ser un
experimento previo a los intentos por expresar otras toxinas ricas en puentes disulfuro en el
sistema pQE-30/BL21 ya que el plegamiento correcto es el paso limitante para la obtencion
de péptidos con toxicidad comparable a los nativos.

8.4 Rendimientos durante la purificacion.

Dentro de los reportes encontrados sobre expresion de proteinas ricas en puentes
disulfuro, se ha hecho énfasis en la cantidad de proteina recuperada al final del proceso de
produccion ya que de ello depende la posibilidad de realizar la caracterizacion funcional y
estructural de la proteina recombinante. La tabla 6 muestra los rendimientos alcanzados en
cada paso para la obtencion de la toxina recombinante rCssll. Cabe mencionar que, en el
caso de la obtencion de CssIV recombinante reportada por Cohen et al. (2005), los ensayos
comparativos entre las mutantes y la toxina analoga a la nativa, se realizaron con la proteina

29



de fusion (CssIV unida a un péptido con 6 histidinas). En nuestro caso, los rendimientos
permiten recuperar 5.6 mg/L de HisrCsslI después del plegamiento, mientras que después
de la protedlisis se recupera alrededor del 50%. Atn asi los rendimientos de rCssll, de 2.6
mg/L de cultivo, son de los mas altos reportados. rCssll es la primera toxina recombinante
sin aminoacidos extras ya sea en el extremo amino o en el carboxilo terminal obtenida y
reportada hasta ahora.

Tabla 6. Rendimientos de proteina por litro de medio de cultivo. Los rendimientos representan el
valor medio de + 20%.

Proteina expresada Rendimiento Rendimiento
(mg) (%)
HisrCsslI (ox, miltiple) 24.6 100
HisrCsslI (reducida) 16.4 66.6
HisrCsslI (ox, in vitro) 5.6 22.7
rCssll (corte FXa) 2.6 10.5

8.5 Estructura Secundaria

Las proteinas utilizadas fueron obtenidas después de varios pasos de purificacion
alcanzando alrededor del 98% de pureza. Por los datos obtenidos de la espectrometria de
masas sabemos que no hay multimeros unidos por enlaces covalentes en la muestra, aunque
antes del plegamiento in vitro la proteina purificada por HPLC tiende a agregarse. En este
paso es necesario mantenerla soluble con Tris 50mM con 2M de cloruro de guanidina. La
solubilidad aumenta considerablemente después del plegamiento in vitro. Una vez plegada
la proteina de fusidon se realizaron los ensayos de dicroismo circular. Al comparar los
espectros de dicroismo circular entre la toxina HisrCssll, rCssll y nCssll, se observa que
todas muestran espectros con un minimo a 208 y a 222 nm indicativo de estructura
secundaria o hélice, siendo estos minimos caracteristicos de la estructura o/} estabilizada
por cisteinas que presentan la mayoria de las toxinas de alacran (Figura 9).
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Figura 9. Espectro de CD de las proteinas plegadas HisrCssII, rCssIT y nCssII. La concentracion y
pureza de la proteina fue de 250 pg/ml y superior al 98 %, respectivamente. Se observa un espectro
tipico de la estructura o/f que presentan las toxinas de sodio de alacran.

8.6 Toxicidad

Una vez plegado, el péptido HisrCssll puede solubilizarse en Tris 50 mM, pH 8
para ser cortado con el FXa. Como se mencion6, después del plegamiento la solubilidad fue
considerablemente mayor, pero no se evitdé completamente la agregacion. La agregacion se
observa durante la reaccidon de prote6lisis a temperatura ambiente y es un factor importante
que afecta al rendimiento. Para la separacion en HPLC de los péptidos, después de la
reaccion de proteolisis, fue necesario centrifugar todo el volumen de reaccion, para eliminar
la proteina agregada que se separd entonces en forma de una pastilla, inyectando a la
columna C18 so6lo el sobrenadante. El corte proteolitico produjo una fraccion con el mismo
tiempo de retencion en la columna C18 que la nCssll y otra fraccion que corresponde a la
proteina de fusion (no cortada). Ambos péptidos HisrCssll y rCssll fueron letales en
ratones. Las dosis letales (DLg9) minimas calculadas de los péptidos HisrCsslI, rCssll y de
la toxina nCssll se muestran en la tabla 7. Las concentraciones utilizadas fueron elegidas
con base en la DLs reportada para nCssll, que es de 5 ng por via intracraneal y 1.2 pg por
via intraperitoneal para un ratéon de 20 g. Concentraciones de multiplos de la LDsy fueron
inyectados para determinar la minima DLoo (valor aceptado por la IUPAC). El uso de la
minima DL, en nuestro caso, tiene dos ventajas: la primera es que nos permite hacer una
comparacion entre la toxicidad de los neuropéptidos ensayados, y segunda, es que se
necesitan menos animales para determinar la DL, lo cual satisface uno de los
requerimientos de la Comisién de Bioética del Instituto de Biotecnologia. Como se puede
observar los valores obtenidos para rCssll estan en el mismo orden de magnitud que los de
la toxina nativa. El incremento en la toxicidad de rCsslI observado después del plegamiento
in vitro, indica que el patron de puentes disulfuro corresponde al de la toxina nativa. Sin
embargo, la rCssll y la nCssll, aun son estructuralmente distintas ya que la nCsslI esta
amidada en el extremo carboxilo terminal. La funcién de la amidacion en las toxinas no ha
sido estudiada sistematicamente, pero existen reportes de toxinas recombinantes no
amidadas funcionalmente comparables con las nativas (Benkhadir et al., 2004; Cohen et al.,
2005) asi como reportes donde la amidacion en el carboxilo terminal le confiere mayor
afinidad a algunas toxinas (Lebrun, et al., 1997; Benkhadir, et al., 2004). Es evidente que
para la toxina Cssll, la amidacion no es indispensable para su actividad, pero podria
conferirle mayor afinidad hacia su receptor. El péptido HisrCsslI presenta una dosis letal
mayor. Esta diferencia se atribuye a los 16 aminoacidos extras en el extremo amino
terminal. Por los datos obtenidos en los ensayos de competencia en sinaptosomas de rata
sabemos que la proteina de fusion tiene menor afinidad y el extremo amino podria interferir
estéricamente en la interaccion toxina-canal.

Tabla 7. Dosis letales de HisrCssII y rCssII despues del plegamiento in vitro y de toxina CssII
nativa por via intracraneal (IC) e intraperitoneal (IP).
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Toxina DL ¢ Intracraneal (ng) DL,y Intraperitoneal (pg)

nCssll 15 3.6
rCssll 15 6
HisrCssll 75 15

8.7 Evaluacion de HisrCssll y rCssll como inmundgenos

Después de verificar la estructura secundaria y la toxicidad de la proteina
recombinante previamente plegada, se inici6 el esquema de inmunizacién tanto con
HisrCsslI como con rCssll. Se inmunizaron 2 grupos de ratones de la cepa CD1 siguiendo
el protocolo descrito en materiales y métodos y la tabla 8. La inmunizacién dio como
resultado la generacion de anticuerpos que reconocen especificamente a la toxina nCssll
que fueron titulados por ELISA como se describié en materiales y métodos (datos no
mostrados). En la figura 10 se muestran los resultados de las pruebas de neutralizacion de
los sueros de los ratones que presentaron mayor titulo de anticuerpos, considerando que se
tituld el suero de cada raton, para los dos grupos de 15 ratones. Se desecharon los ratones
con menores titulos (datos no mostrados), quedando dos grupos de 9 ratones. Los titulos
finales de la mezcla de suero de cada grupo de 9 ratones (de acuerdo al protocolo descrito
en la tabla 8) fueron de 20,000 para los inmunizados con HisrCssll y de 9,000 para el grupo
inmunizado con rCssll. Los ensayos de neutalizacion se realizaron con 3 grupos de 6
ratones cada uno. El primero fue el grupo control, en el cual cada raton fue inyectado por
via intraperitoneal con 200 pl de suero preinmune que se incubd, previamente, durante 30
min a 37°C con 2 DLses de la toxina nativa (nCssll), en este ensayo murieron 6 de 6
ratones. De la misma manera se trataron los otros dos grupos para probar los sueros
obtenidos inmunizando con HisrCssll y con rCssll. Con el suero HisrCssII murieron 2 de 6
ratones y con rCssll 4 de 6. No se tienen argumentos que expliquen las diferencias en la
respuesta individual de los ratones en la inmunizacion, ni para la obtencion de titulos
mayores de anticuerpos contra la nCssll en el suero HisrCssIl. Sin embargo, esto ultimo,
podria deberse a una eliminacion rapida de rCssll debido a su menor tamafio. Cuando se
encuentra como proteina de fusion podria eliminarse mas lentamente. Se sabe que el
tiempo de vida media para la eliminacion en conejos de fracciones del veneno de alacran
donde se encuentran las toxinas es de aprox. 2 h, mientras que cuando se utilizan
fracciones con proteinas de mayor tamafio el tiempo se extiende hasta 5 h (Calderén-
Aranda et al., 1999)

Los resultados de ELISA indican que la proteina de fusion HisrCssll promueve la
generacion de titulos mds altos de anticuerpos contra la toxina nCssll, lo cual correlaciona
con la neutralizacion. Hay neutralizacion de los efectos de 2DLss de la toxina nativa para
el suero de HisrCssll ya que el valor de probabilidad (p) es de 0.012. En los ensayos con
suero obtenido inmunizando con la toxina rCssll el analisis de varianza indica que no hay
neutralizaciéon de 2DLsy con 200 ul, aunque se deben considerar que los titulos obtenidos
en cada suero son diferentes.
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Tabla 8. Protocolo de inmunizacion utilizado para la generacion de anticuerpos contra nCssII en la
cepa de raton CDI1.

INMUNIZACION | FECHA | NUMERO | TOXINA/RATON | TOXINA | H20 | MES | PBS VOL. DE TIPO DE VOL.
DE ) TOTAL | @} | @D | () | ADYUVANTE | ADYUVANTE | FINAL
RATONES (ue) () (WD)

Toxinas acopladas a tiroglobulina

1 06/06/06 15 5 75 75 300 315 750 CFA 1500

2 16/06/06 15 5 75 75 300 375 750 IFA 1500

3 28/06/06 15 5 75 75 300 ars 750 IFA 1500
Sangria

4 11/07/06 15 5 75 75 300 ars 750 IFA 1500
Sangria

5 17/08/06 15 5 75 75 300 375 750 IFA 1500
Sangria

6 06/09/06 15 5 75 75 300 375 750 IFA 1500

Sangria

Toxinas sin acoplar (libre)

7 19/09/06 9 5 45 75 0 ars 450 IFA 900

8 11/10/06 9 5 45 75 0 315 450 IFA 900
Sangria

9 03/11/06 9 5 45 75 0 375 450 IFA 900

20/11/06
Sangria a blanco

En el andlisis de varianza del ensayo con el suero inmune con rCssll se obtuvo un
valor de p de 0.087. Por lo tanto, los anticuerpos presentes en 200 pl de suero de ratones
inmunizados con rCssll, aunque reconocen a la toxina nativa, no son capaces de neutralizar
los efectos toxicos de 2LDsy de nCssll. Es importante sefialar que la diferencia en los titulos
entre el suero inmune generado con HisrCssll y el generado con rCssll es de 2:1. Esta
relaciébn se mantiene respecto al ntimero de animales sobrevivientes en el ensayo de
neutralizacién en cada caso. Respecto a los titulos de anticuerpos que se han obtenido
contra otras toxinas de alacran en nuestro laboratorio, usando otros protocolos de
inmunizacion, los titulos de 9,000 y 20,000 se encuentran dentro del rango esperado (Dra.
Georgina Gurrola, comunicacion personal) ya que con un protocolo estandar ya sea usando
veneno completo o toxinas purificadas los titulos que se obtienen varian entre 5,000 y
20,000. Sin embargo, para saber si la cantidad de anticuerpos presente en los sueros
determina su capacidad de neutralizacién o si dicha capacidad estd en funcién de las
propiedades de los anticuerpos generados (afinidad o estabilidad) se tendrian que purificar
los anticuerpos y normalizar la cantidad de los mismos en los ensayos de neutralizacion.
Para probar que la menor respuesta inmune cuando se utiliza rCssllI esta relacionada con el
menor tamafio de la proteina, se podria inmunizar con la toxina nativa y comparar los
resultados entre rCssll y nCsslI pues tienen el mismo tamafio. Ademds del control con la
toxina nativa, se propone implementar protocolos distintos de inmunizacion considerando
de gran importancia utilizar las toxinas no acopladas, pues el acoplamiento a tiroglobulina
podria “esconder” epitopes importantes para la generacion de anticuerpos neutralizantes.
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Figura 10. Las barras representan porcentaje de ratones muertos al inyectar por via intraperitoneal
2LDs, de toxina nativa preincubada a 37°C, durante 30 min con 200 pl del suero correspondiente.
Para el grupo control se usé suero preinmune, rCsslI indica que se usé el suero inmune generado
con rCssll como inmunoégeno y para HisrCssIl se uso la proteina de fusion plegada como
inmunégeno. En cada grupo el total de ratones usados en las pruebas de neutralizacioén en terceros
fue de 6 . Entre paréntesis se indica el nimero de ratones muertos respecto al total para cada grupo.

8.8 Electrofisiologia y afinidad

Dentro de la caracterizacion funcional de la toxina recombinante se incluye el
escrutinio para determinar la especificidad hacia 6 subtipos de subunidades o de canales de
sodio de humanos. Por las diferencias observadas en los valores de las dosis letales
determinadas, se ensayaron electrofisiolégicamente por “patch clamp” la toxina nativa,
nCssll, la recombinante, rCssll, y la proteina de fusion, HisrCssll, en las mismas
condiciones comparando su especificidad en primer lugar y después los efectos sobre la
activacion del canal humano Nav 1.6 expresado en células HEK. Los canales probados
fueron hNav 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5 y 1.6. Se encontrd que, tanto la toxina nCssll como las
toxinas recombinantes HisrCssll y rCssll s6lo afectan la funcion del hNav 1.6. Los efectos
que ocasionan los tres péptidos son los tipicos de las toxinas de alacran tipo 3 que son la
apertura del canal a potenciales mas negativos y la disminucioén de la corriente de sodio.
Aunque el efecto fue el mismg a la misma concentracion de 560 nM, la magnitud de dicho
efecto con cada péptido fue distinta. Como se menciona en los antecedentes, para observar
el efecto de apertura de los canales a potenciales mas negativos es necesario dar un
prepulso depolarizante para que el sensor se mueva e interactie favoreciendo nuevos
contactos con la toxina que permiten la ‘activacion facilitada’. Cuando se pone en contacto
la toxina sin dar dicho prepulso con la célula de prueba (pulse, en la figura 11) sélo se
observa el efecto de disminucion de la corriente, se sabe que hay una interaccion primaria
con los canales en el estado cerrado y el efecto de bloqueo observado podria deberse a
dicha interaccion. Los dos efectos electrofisiologicos tipicos de las toxinas [ son
identificables en los esquemas mostrados, tanto la disminucion de la corriente como la
apertura a potenciales mas negativos. En los recuadros se muestran las curvas de corriente
de sodio en la célula control a voltajes de -50 y -10 mV, mostrando las diferencias
esperadas para una célula sin toxina, y las de prueba con 560 nM de toxina con prepulso y
sin prepulso. En los recuadros, cuando se da el prepulso, se observa que alrededor de -50
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Figura 11. Efecto tipico de apertura del canal a potenciales mas negativos de las toxinas tipo f (de
Centruroides) en el canal Nay 1.6 con A) nCsslI y B) rCsslI a una concentracion de 560 nM.

mV ya hay corriente de sodio, mientras que en el control no la hay. La diferencia
corresponde a la apertura de una poblacion de canales que se da a potenciales mas
negativos, por efecto de la toxina. Este efecto también se observa comparando la
dependencia del voltaje de las curvas de activacion en la célula control sin toxina y la
misma con toxina. Las curvas corriente-voltaje se obtienen normalizando la corriente para
graficar el valor de la misma a diferentes potenciales y ajustando a la suma de 2 ecuaciones
de Boltzmann. En presencia de toxina y prepulso los canales empiezan a abrirse a
potenciales mas negativos (por ejemplo alrededor de -70 mV en la figura 11) esta condicion
es observada tanto con las toxinas recombinantes, como con la nativa. El efecto mayor
corresponde a la toxina nativa y se interpreta como un nimero mayor de canales capaces de
abrirse en presencia de esta toxina respecto a los afectados por la toxina recombinante, ver
figura 11. Esto podria deberse a la diferencia en afinidad que se determiné por ensayos de
competencia en sinaptosomas de cerebro de rata y que es 15 veces menor para rCssll
respecto a la toxina nativa, los resultados de afinidad se discutiran mds adelante,

La afinidad de los péptidos se determind por ensayos de unioén (o competencia) en
sinaptosomas de cerebro de rata. Por medio de esta técnica se comprobd que la toxina
nCsslI no desplaza completamente a la “toxina modelo” marcada con iodo radiactivo I'*-
CsslV (datos no mostrados). Lo anterior correlaciona con el hecho recientemente reportado
de que CsslV se une a varios subtipos de canales de sodio (Schiavon et al., 2007) mientras
que Cssll, es especifica para el subtipo Navl1.6. La toxina CssIV afecta al Nav1.2 al 1.1 y al
1.6. Cuando los desplazamientos se llevaron a cabo marcando con I'** a la toxina nCsslII
(1'*-CsslI) y se utiliz6 toxina nativa fria o sin marcar (nCssll) como competidor, se obtuvo
el valor de la afinidad de la toxina nativa. De igual manera se realizo el desplazamiento de
I'*3-CsslI con las toxinas HisrCssII y rCssll frias. Los valores de ICsy determinados en este
estudio son de 0.1+ 0.03 nM para la nCssll, 1.54 + 0.03 nM para rCssll y 3.6 + 0.07 nM
para HisrCssll. Las curvas de desplazamiento de la toxina marcada con cada péptido se
pueden ver en la figura 12. La ICsy corresponde al punto medio de la sigmoide que da un
valor de concentracion en el rango nM y es una medida de la afinidad relacionada
inversamente con la concentracion por regresion no lineal de la ecuacion de Hill. Los
resultados de los ensayos de union y la electrofisiologia muestran una menor afinidad de la
toxina recombinante por el mismo receptor que la nativa. La diferencia de 15 veces en la
constante de afinidad de la toxina nativa respecto a la recombinante en ensayos de
competencia, no se refleja en la toxicidad, pues la dosis letal de la toxina recombinante es
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semejante a la de la nativa, por lo tanto, se considera a la toxina recombinante como
funcionalmente anéloga a la nativa. Una diferencia entre ambas toxinas es la amidacion del
carboxilo terminal en la nCssll. La incapacidad del sistema de expresion utilizado para
realizar modificaciones postraduccionales a las proteinas hace imposible la obtencion de
este péptido amidado. Si con base en los datos estructurales y funcionales presentados
afirmamos que el plegamiento in Vvitro promueve el patron de disulfuros correcto en la
toxina recombinante, se podria atribuir la diferencia en la afinidad s6lo a la amidacion del
extremo carboxilo terminal. El efecto de la amidacion sobre la afinidad (determinada por
ensayos de union) en una “anatoxina” fue reportado para la toxina sintética HsTx1. El
péptido no amidado en el carboxilo-terminal presenta una afinidad 306 veces menor que el
amidado (Lebrun et al., 1997). Una alternativa para la obtencion de neuropéptidos
amidados es la amidacion in vitro, utilizando a la enzima peptidil-glicin-o.-monooxigenasa
amidante recombinante (rPAM) que requiere como sustrato al péptido con una glicina extra
en el carboxilo terminal (Eipper et al., 1992).
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Figura 12. Desplazamiento de '*I-CssII por las toxinas nCsslI, rCssII y la fusion HisrCssIL. La
cantidad de '*I-CsslI unida se expresa como el porcentaje del pegado especifico maximo. El
pegado no especifico se determind en presencia de 70 nM de nCssll y se restd a todos los datos. Los
valores de 1Csy determinados fueron: 0.1 + 0.03 para nCsslI, 1.54 + 0.03 para rCssll y 3.66 + 0.075.

8.9 Importancia funcional del acido glutimico numero 15.

Con respecto al andlisis estructura-funcion de la toxina Cssll y los Nay, se expreso
la toxina HisrE15R. Esta mutante se eligio para verificar la importancia del acido glutamico
en la posicion 15 que al ser cambiado por arginina modificaria la toxicidad de Cssll. Esto
se propuso con base en los datos reportados para la toxina CssIV (Cohen et al., 2005) y el
modelo de trampa del sensor de voltaje en el que se propone que el E15 forma un puente
salino con las argininas del S4 del dominio II del canal. Para CssIV el E15 se sefiala como
un aminoacido indispensable para la toxicidad, ya que el mencionado cambio por arginina
modifica su funcion y en ese caso no fue posible observar el efecto de activacion a
potenciales mas negativos en células CHO que expresaban el canal hNay 1.2 con hasta 10
uM del péptido. Mientras que, con His-CsslIV, el efecto se observa con 2.5 uM. En el
reporte de Cohen (Cohen et al., 2005) y colaboradores la afinidad fue determinada por
ensayos de competencia en sinaptosomas de cerebro de rata observando una disminucion de
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3 veces respecto a His-CssIV. Para el caso de Cssll las variantes HistE15R y rE15R no
fueron letales en ratones aun inyectando 1 pg de cada péptido por via intracraneal, esto
equivale a mas de 100DLsg respecto a la nCssll. Por medio de ensayos de competencia en
sinaptosomas de cerebrro de rata se determin6 que rE15R compite con la toxina nCssll. La
afinidad (ICsp) de la mutante rE15R fue de 3.8 nM lo cual corresponde a 2.5 veces menor
afinidad que rCsslIl y 38 veces menor que la de la toxina nativa (figura 13). Estos resultados
son semejantes a los reportados para la mutante de la toxina CssIV E15R recombinante
(Cohen et al., 2005). Para la mutante de rCssIl E15R se comprobd, por ensayos
electrofisioldgicos, la ausencia del efecto de apertura del canal a potenciales mas negativos,
aunque conserva el efecto de bloqueo de la corriente (figura 14).

Si consideramos que este péptido que no es toxico a altas concentraciones, que se
une en el rango nanomolar al mismo receptor que la toxina nCssll y que al ser plegado en
las mismas condiciones que rCssll, tiene la misma estructura excepto por el residuo
indispensable para mantener activado al sensor de voltaje del canal de sodio (Cestéle et al.,
1998), la mutante rE15R, podria ser usada como inmundgeno no toxico para la generacion
de anticuerpos neutralizantes de la toxina nativa.
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Figura 13. Desplazamiento de '*’I-CssII con diferentes concentraciones de la mutante rE15R fria

en sinaptosomas de cerebro de rata. El valor de ICsy para este péptido es de 3.8 + 0.02 nM que es
38 veces el de la toxina nativa y 3 veces el de rCsslI.
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Figura 14. Curvas conductancia-potencial en células HEK que expresan el Nav1.6 en ausencia de
toxina rE15R (control) y en presencia de 500 nM de la misma con y sin prepulso a + 50 mV. Se
observa que aun en presencia de la toxina no hay efecto de apertura de los canales a potenciales mas
negativos. En los recuadros se observa la disminucion de la corriente a -10 mV, sélo en presencia
de la toxina.
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvo la toxina rCsslI usando el sistema de expresion bacteriano
BL21(DE3)/pQE30. En este sistema se expresod a la proteina de interés fusionada a un
péptido de 16 aminoacidos entre los que estan incluidos 6 histidinas y la proteina se obtiene
en el citoplasma. Se encontraron multiples arreglos de puentes disulfuro de la proteina
purificada por afinidad, por lo que la toxicidad evaluada en el modelo in vivo fue mucho
menor al compararla con la toxina nativa. Por lo anterior, fue necesario reducirla y realizar
su plegamiento in vitro obteniendo un sélo arreglo de puentes disulfuro.

Los analisis biologicos, cromatograficos y de estructura secundaria confirmaron
indirectamente que las toxinas recombinantes HisrCssll y rCssll se encuentran
correctamente plegadas.

El corte proteolitico de HisrCssll correctamente plegada, permitid obtener a la
toxina rCssll de 66 aminodacidos. rCssllI es ligeramente mas toxica respecto a HisrCssll y su
afinidad es 2.4 veces mayor por lo que concliumos que los 16 aminoacidos en el amino
terminal interfieren en la interaccion toxina-canal, sin eliminar la toxicidad del péptido
HisrCsslI. La rCssll es la primera toxina recombinante que se obtiene sin aminoacidos
extras después de la protedlisis.

En este trabajo, se determino la especificidad tanto de la toxina nativa nCssll, como
de rCsslI hacia el subtipo de canal de sodio Nay 1.6. Esta informacidon permitira comparar
funcionalmente a las toxinas Cssll y Cn2 pues comparten su especificidad y presentan sélo
6 cambios a nivel de estructura primaria.

Es importante sefialar que la amidacion del extremo carboxilo terminal en la toxina
nativa (nCssll) no es indispensable para su funcion, pero podria ser responsable de la
diferencia en afinidad entre nCssII y rCssII.

Los péptidos HisrCsslI y rCssll son inmunogénicos, ya que generaron anticuerpos
contra la nCsslI en el modelo de raton. El estudio realizado muestra una mejor respuesta en
cuanto al titulo de anticuerpos, si se usa como inmundgeno la proteina de fusiéon HisrCsslI
en comparacion con rCssll.

El sistema de expresion BL21(DE3)/pQE30 permite la generacion de variantes de la
toxina CsslI para el estudio de la relacion estructura-funcion con su receptor. Tal es le caso
dela mutante rE15R, la cual se obtuvo en las mismas condiciones y rendimientos que rCssll
con una afinidad semejante por el mismo receptor que rCssll, pero no tdxica a
concentraciones equivalentes a 100DLso. En los ensayos electrofisiologicos en el canal Nay
1.6 no se observo el efecto tipico de apertura del canal a potenciales mas negativos
indicando que el Glul5 en Cssll es funcionalmente anédlogo a lo reportado para CssIV y
correlaciona con el modelo de “trampa del sensor de voltaje”.

El presente trabajo es el primer reporte en México de expresion en bacterias de una
toxina de alacrdn que afecta canales de sodio de mamiferos, de tipo (. El sistema de
expresion utilizado permite, ademas, la obtencion de mutantes para realizar estudios de
estructura-funcion.

Usando el sistema BI21(DE3)/pQE30 para la expresion de otras toxinas ricas en
puentes disulfuro se recomienda determinar las condiciones de plegamiento in vitro de la
toxina nativa antes de iniciar el aislamiento o sintesis del gen correspondiente, ya que si se
tienen establecidas dichas condiciones, el plegamiento dejaria de ser el paso limitante para
la obtencion de la toxina activa a partir de cultivos de E. coli.
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10. PERSPECTIVAS

Debido a los rendimientos obtenidos, en el orden de miligramos de toxina por litro
de medio de cultivo y a la identidad funcional y estructural del péptido recombinante con
la toxina nativa se propone el uso de este sistema de expresion para generar otras mutantes
de CsslI (ademas de rE15R) para estudios de la relacion estructura- funcion con el subtipo
de canal de sodio Nay 1.6.

Se propone generar la variante de rCssll con un residuo de glicina en el extremo
carboxilo terminal que permita la amidacion in vitro con la enzima rPAM. Dicha variante
se requiere para determinar si la amidacion es responsable de la diferencia en afinidad
observada en rCsslI respecto a la toxina nativa.

Se propone generar variantes mutagénicas que incrementen la carga positiva del
extremo carboxilo terminal, a manera de sustitucion de la amidacion, evaluando su efecto
sobre la afinidad hacia el Nay 1.6.

Debido a que rE15R es un péptido analogo de la toxina nCssII obtenido de manera
recombinante, con alta afinidad por el mismo receptor y significativamente menos tdxico,
se propone como inmunoégeno en la produccidon de anticuerpos neutralizantes de la toxina
nCssll. Ademas, podria utilizarse como marcador molecular previamente modificado con
moléculas fluorescentes, para identificar a los Nav1.6 en experimentos in vivo.
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Anexo 1
Expresion heter6loga de Magi 4 y Tsl: toxinas de cuatro puentes disulfuro.

El presente trabajo se inicid con el interés de expresar en bacterias toxinas de
alacran o de arafia que afectan canales de sodio de mamiferos para su uso en estudios de
estructura-funciéon y como inmunogenos en la produccion de antivenenos. A diferencia de
la toxinas de alacran las toxinas de arafia que afectan a canales de sodio de mamiferos son
péptidos mas pequeiios que contienen de 29 a 43 aminoacidos y presentan de 3 a 5 puentes
disulfuro. Debido a la experiencia de nuestro grupo en la caracterizacion de los péptidos
del veneno de la arafia Macrothele gigas y en particular por las caracteristicas funcionales
de la toxina Magi 4 se decidié comenzar con la expresion en bacterias de esta toxina.

Las arafias australianas llamadas “funnel web” (Mygalomorphae: Hexathelidae:
Atracinae) son un grupo diverso clasificado en 2 géneros, Atrax y Hadronyche, todas las
arafias de esta subfamilia poseen péptidos potenciamente toxicos para primates (Torda et
al.,1980). De este grupo de arafias fueron aislados los péptidos conocidos como
atracotoxinas (ACTXs). Dentro de las ACTXs las que son letales, y provocan sintomas de
envenenamiento, son las 3-ACTXs que se unen especificamente al sitio 3 de canales Nay.
Las 6-ACTXs son péptidos compuestos por 42 aminoacidos de los cuales ocho son
cisteinas. Existen dos estructuras tridimensionales resueltas por resonancia magnética
nuclear (NMR), la de la -ACTX-Hvla (Fletcher et al.,1997) y la 8-ACTX-Arla (Pallaghy
et al.,1997) y presentan un plegamiento en una hoja beta triple antiparalela y en el caso de
la 8-ACTX-Hv1a una hélice 3;pen el extremo carboxilo terminal.

Los estudios electrofisioloégicos han demostrado que las 5-ACTXs alteran la excitabilidad
neuronal tanto en insectos como en mamiferos prolongando la duracion del potencial de
accion. Lo anterior resulta en potenciales planos y disparos espontaneos repetitivos. Estas
toxinas producen el retardamiento selectivo de la inactivacion de los canales Nay TTX
sensibles y la reduccién en el pico de la corriente. Ademas, estas toxinas causan un
modesto corrimiento hiperpolarizante en la activacion dependiente del voltaje (Nicholson et
al., 1994). Esto indica que estas toxinas interactiian con el sitio 3 para inhibir la conversion
del canal de sodio del estado abierto al inactivo resultando en una corriente remanente a
potenciales de membrana en los que la inactivacion esta normalmente completa. La toxina
0-ACTX-Hvla fue probada en ensayos de competencia con la toxina de alacrdn Lqh-II
comprobando que se une de manera similar a esta al sitio 3 de canales de sodio (Gilles et
al., 2002). Interesantemente, ademas de ser toxicas para mamiferos, las ACTXs causan
paralisis en insectos de manera muy semejante a la toxina LghalT y también la desplazan
en ensayos de competencia. Estas toxinas no comparten homologia ni en secuencia, ni en
estructura con las toxinas de alacran o de anémona de mar. Desafortunadamente los
estudios de la relacion estructura-funcion de las ACTXs no se ha determinado directamente
ya que no hay reportes de este tipo de toxinas expresadas heterdlogamente ni de mutantes
recombinantes o sintéticas.
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La toxina Magi 4

Al igual que las ACTXs, Magi 4 es un péptido tdxico tanto para insectos como para
mamiferos y comparte una identidad estructural y de secuencia considerable con aquellas.
En ensayos de competencia en canales Nay desplaza a la toxina LghalT del sitio 3 de
canales de insecto, pero se une de manera distinta de las ACTXs a los canales Nay de
mamiferos ya que no desplaza a la toxina de alacran Lgh-II en ensayos de competencia en
sinaptosomas de rata (Corzo et al., 2003). Atn asi, Magi 4 retarda la inactivacion de
canales Nay de neuronas de rata DRG de manera analoga a las 3-ACTXs (Gunning et al.,
2003). Magi 4 es un péptido de 43 aminoacidos de los cuales 8 son cistienas que forman 4
puentes disulfuro. Estructuralmente pertenece a la familia de los péptidos con plegamiento
ICK (Inhibitor Cystein Knot) ver figura A-1B. La dosis letal (LDsp) para ratones es de 0.5
ng/20g y para larvas de lepiddpteros de 20 pmol/larva. En la tabla A-1 se muestran los
resultados de los ensayos de union de las toxinas Magi resaltando en rojo los datos
abtenidos para Magi 4 (Corzo et al., 2003).

Expresion de Magi 4

El sistema de expresion con el que se decidio trabajar fue el que permitiera cumplir con las
caracteristicas principales de los trabajos reportados con éxito para la obtencion de péptidos
solubles, por lo que se eligié la fusion a la proteina glutation-S-transferasa (GST) que se
construy6 en el vector de expresion pGEX-5X. El vector de expresion codifica ademas de
la GST para el sitio de corte para al FXa antes del gen que se quiere expresar. Ademas del
FXa se genero el sitio de corte para la proteasa enterokinasa inmediatamente antes de Magi
4 por lo que la proteina GST podia ser separada de la toxina Magi 4

GARGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGC 28

GGGGAGAGCAAGTTCAGARACAGATCCTTGCACAGGARGTCTCTGCTTACGTCTCCGAAT
ATGARGACCTTAGTGATTGCTTGCGTTGCTT TGGTGCTGGTGGTTGTACATGGCGAGGTG
M KT L VI ACVYVATLUVVTLVVVV V HGE V
ATTGAAGAAGTGAATGAAAAARCAACTTCARGAARGTGTGGARGAGARGTACTCACTTTTG
I EE V NEIEKUGQULOGQES UV ETEIZEKTYS UL L
CAGAGRCTGGARARGCTTGACGARGCTATCACGGCAGARGAAARCAGARACTCTCGTGTA
Q R L E KL D E A I TATEEWMHNU ERWMNTSUERV
AGGCGTTGCGGCAGCARGAGAGCTTGGTGTAAGGAAAAGARAAGACTGCTGCTGCGGATAT
R R € G 8§ K R AW C KEEKEKUDTCTCTCG Y
ARCTGCGTCTATGCCTGGTACARTCARCAGTCTTCTTGCGARAGGARATGGARATATCTT
W ¢ VvV ¥ A W Y N ¢Q ¢Q 8 8 C ERZEKWIEK Y L
TTCACAGGTGAGTGCTARAATACCTGARARCGGCGARCGACATTCTTTARARTCTTARAR
F T G E C *

AAGARAATTGTAT TARARATTACGTAACTTTGTCAAGCAGTAT TCTGCTAARGAAGCTTC
ATTARAATTTTATGARGACCT,

538

Figura A-1. A) Secuencia que codifica para la toxina magi 4 obtenida a partir de una clona de un
banco de ADNc y B) ejemplo del motivo ICK estructura tipica de toxinas de arana.
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Tabla A-1. ICsy determinada por ensayos de competencia de las toxinas de la arafia Macrothele
gigas con las correspondientes de alacran especificas para diferentes sitios farmacologicos en
canales de sodio

Peptide BjTxr Css4 Lgh-alpha-IT Lgh2 TxVIA
(sited,insects)  (sited,rat)  (site3,insects) (site3,rat) (site6,rat)
ICyo (nM)
Magil >1000 >500 1747 >1000 >1000
Magi2 >1000 >500 21 >1000 >1000
Magi3 >1000 >500 1718 >1000 >1000
Magi4 >1000 >500 0.05 >1000 >1000
Magi5 >1000 1.2 >500 >1000 >1000
Magi6 >1000 >500 >500 >1000 >1000

con cualquiera de las dos proteasas. Una vez clonado el gen de Magi 4, se expreso la
proteina de fusion obteniéndola en la fraccion insoluble, siendo recuperada después de
romper las células a partir de cuerpos de inclusion como se describio en Materiales y
métodos para HisrCssIl. En el caso de ésta proteina la solucion de extraccion fue: Tris 50
mM, Urea 0.5 M a pH 8. Aunque la cantidad de proteina de fusion en el extracto es
considerable, como se observa en la figura A-2A, después de la purificacion por afinidad
con GST siguiendo las recomendaciones del proveedor no se obtuvieron buenos
rendimientos y aunque se probaron digestiones con FXa la cantidad de proteina que se
obtuvo no fue suficiente para continuar con la caracterizacion de la toxina recombinante.
Ver figura A-2B.

Protac....GST I Magi 4

GST- MW=32, 265.2 Da FXa EK

RGIPDDDDKCGSKRAWCKEKKDCCCGYNCVYAWYNQQSSCERKWKYLFTGEC
KDa M 0.5 M Urea

KDa M  Cells Af  Af + FXa B
175 ’
]3 — A 175 |
62 83
47.5 62
325 _
s — 5 s =
325 -
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25 - MWT=6,005.8 Da
6.5

Figura A-2. Diagrama de la estructura génica para la expresion de Magi 4 fusionada a GST.
Estructura primaria de Magi 4, en rojo estan los aminodcidos que reconoce la enterokinasa. En el gel A
podemos observar que la proteina de fusion es la mayoritaria en la extraccion con 0.5 M de urea. En el gel B
se aprecia el bajo rendimiento después de la purificacion por afinidad (Af), asi como el cambio en el tamafio
de la proteina de fusion cuando se corta con FXa y la aparicion de una proteina de bajo peso molecular con la
masa molecular correspondiente a Magi 4.
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Otro sistema de expresion utilizado fue el descrito en los resultados de la tesis en la
expresion de Cssll, con el vector pQE-30. Las condiciones para la clonacion y expresion
son idénticas a las descritas en Materiales y métodos en su seccidn correspondiente que se
describi6 para la toxina Cssll. Se trabajo con la contruccion previa con enterokinasa para
realizar el corte proteolitico, sin embargo, este péptido se cortaba inespecificamente ya que
al purificar los producto de la protedlisis por HPLC y determinar las masas de las
fracciones obtenidas se obtuvieron masas de péptidos y secuencias del amino terminal que
correspondian con cortes dentro de la secuencia de la toxina. La proteina de fusion
expresada se observa en la figura A-3. Como para Cssll, se obtuvo una construccion de
Magi 4 en pQE-30 donde el sitio de corte proteolitico para FXa se gener6 con el
oligonucledtido que va de 5’ a 3’ codificando a los aminoacidos IEGR e inmediatamente
después la primera cisteina de la toxina. Con este sistema se obtuvieron mayores
rendimientos después de la purificacion por afinidad lo cual permitié seguir trabajando con
el péptido, para realizar ensayos de toxicidad y evaluar su estructura. El sistema en general
funciona como para la toxina CsslI obteniendo buenos rendimientos de proteina, y algunas
fracciones toxicas a ratones con la toxina recombinante que adopta verios patrones de
puentes disulfuro, lo cual se puede observar en la figura A-4. Aunque se probaron muchas
condiciones de plegamiento in Vitro para intentear obtener una fraccion homogénea esto no
fue posible para el péptido Magi 4.

KDa
Cells SN FI M

L | | T
e 475
= o 325
25
— 165

‘ —65

Figura A-3. SDS-PAGE al 15% Se observa la expresion de la proteina de fusion HisrMagi 4 con
6 histidinas y el sitio de corte para FXa como la mancha abajo de la banda que corresponde a 6.5
KDa del marcador de peso molecular. Cells.- indica células completas, SN.- sobrenadante después
de romper y centrifugar que corresponde a proteinas solubles. FIL.- fraccion insoluble después de
romper, centrifugar y lavar el precipitado. M.- marcador de peso molecular.

Una vez purificada y después de varios intentos para plegar la toxina Magi 4 in
vitro, se realizd la comparacion de los espectros de dicroismo circular entre algunas
fracciones con toxicidad y se compard con la toxina sintética plegada anteriormente. Los
resultados indican que la estructura secundaria de cualquier forma en que se pliega la
proteina recombinante es muy diferente al espectro que corresponde a la estructura ICK en
la que esté plegada la Magi 4 sintética. Por estos motivos se decidi6 utilizar este sistema de
expresion y purificacion de toxinas recombinantes ahora expresando una toxina de
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importancia médica como lo es Cssll. Ademas de su estructura primaria estas dos toxinas
difieren en su estructura tridimensional, en longitud de la cadena polipeptidica y en los
arreglos de cisteinas que son determinantes para el plegamiento de las proteinas. Es
evidente que la experiencia adquirida durante los intentos por obtener a la toxina Magi 4
recombinante con una estructura y funcién adecuada fueron muy importantes para
determinar las condiciones para la expresion de CsslI.

Hasta este momento sabemos que la expresion de toxinas con pQE-30/BL21 no es
un sistema general y aunque la expresion funciona bien para toxinas de 43 a 70
aminoacidos, el paso limitante en este sistema de expresion es el plegamiento in vitro.

Abs 1% CH3CN/min
280 nm  Némyp C18 4.6x250mm)
Iml/min
5
20
Rendimiento:
® 0.6 mg/L cultivo
*
10
J Tiempo (min)

0O 5 10 15 20 25 30 35 min

Figura A-4. Perfil de HPLC de la proteina de fusién HisrMagi 4 después de purificar por afinidad.
Las masas moleculares corresponden al valor teorico esperado para el mismo péptido oxidado. El
asterisco indica la fraccion toxica.

40
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190 200 210 220 230 240 250 260
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Figura A-5. Espectros de dicroismo circular de la toxina Magi 4 sintética que corresponde al
motivo ICK. Los espectros a2, b2, c2 son los que presentan fracciones de la proteina de fusion
después del plegamiento in Vitro que no muestra los motivos tipicos de la estructura secundaria
esperada. La pureza de la proteina en de aprox. 95% y la concentracion de 250 pg/ml.

Expresion de la toxina Ts1
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Una vez que se obtuvo la toxina recombinante CsslI se clono el gen de la toxina Tsl
también conocida por otros nombres como TsVII o Tsy debido a la falta de una
nomenclatura sistematica y los multiples reportes que se encuentran en las bases de datos.
La toxina Tsl es una toxina de 61 aminoacidos, de tipo B que se ha reportado como el
componente mas toxico del veneno del alacran de Brasil Tityus serrulatus. Este alacran es
el mas importante por ser el causante de la mayoria de los casos graves de intoxicacion por
picadura de alacran en Brasil (Possani et al., 1985). Se sabe que la toxina Ts1 compite por
el mismo sitio en los canales de sodio que la toxina CsslI, pero su toxicidad en mamiferos
es mayor ya que su dosis letal determinada por via intracraneal en de 0.6 pg/kg. Se ha
reportado actividad preferencial sobre el subtipo de canal de sodio Nav 1.4, sin embargo se
sabe que también afecta al 1.2 y por el desplazamiento de Cssll al 1.6. No se ha
determinado su especificidad en todos los subtipos de canales, pero se conoce su estructura
trimensional detrminada por cristalografia de rayos X (Pinheiro et al., 2003) y ha sido
objeto de multiples estudios fisiologicos e inmunologicos buscando poder disminuir los
casos de muerte que se dan por las intoxicaciones en humanos. En ese sentido la expresion
en sistemas bacterianos con la recuperacion del péptido correctamente plegado se considera
indispensable si en México, hay una escasa o nula disponibilidad de alacranes para la
obtencion de la toxina nativa y la incapacidad de generar variantes que permitan el estudio
de la relacion estructura-funcion.

A pesar de que comparten el sitio de union a su receptor Tsl y CsslI presenta solo
30% de identidad de secuencia de aminodacidos incluyendo a las 8 cisteinas que forman 4
puentes disulfuro, siendo ademas diferentes en la longitud de las asas que unen a la
estructura o/p estabilizada por cisteinas.

Tsl KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRATNKC*

Resultados.

Aunque la expresion de la toxina Tsl se realizé en el mismo esquema que CsslI a
diferencia que para este gen se optimizaron todos los codones para el uso preferencial de E.
coli. Esta toxina expresada en pQE-30/BL21(DE3) también forma cuerpos de inclusion, por
lo que se recupera la proteina de fusién (HisrTs1) de la fraccion insoluble después de
romper las células. La purificacion se realizd de manera idéntica que la recombinante
HisrCsslI con rendimientos muy semejantes. Las diferentes fracciones celulares después de
romper en prensa de French, asi como la proteina pura se muestran en la figura A-6A. Al
igual que con HisrCssll se obtienen varios patrones de puentes disulfuro, y al reducir la
proteina con 50 mM de DTT se observa un cambio en el perfil de HPLC correspondiente a
la proteina de fusion reducida, ver figura 6B. La diferencia sustancial en los resultados
obtenidos fue que el plegamieno in vitro se da en condiciones distintas al de HisrCssII y el
proceso no es tan eficiente obteniendo alrededor del 10% del péptido correctamente
plegado. Se probaron inicialmente las mismas condiciones que para HisrCssll, pero fue
necesario modificar el tiempo y la concentracion de proteina utilizada obteniendo, de
cualquier modo, varias fracciones en el perfil de HPLC después del plegamiento, las
diferentes fracciones obtenidas se muestran en la figura A-7 donde se indica la fracciéon mas
toxica como proteina de fusion y se superpone el cromatograma con el de la nativa (nTs1).
Las condiciones de plegamiento para HisrTs1 fueron: 2M GndHCI, 50mM tris-base, 1mM
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GSH/ 0.1mM GSSG a pH 8 durante 72 h. Esto es evidencia de que las condiciones de
plegamiento son diferentes para cada toxina y es un dato que soporta que la estructura
primaria es determinante para obtener un péptido correctamente plegado. Las mismas
condiciones fueron probadas reduciendo a la toxina nTsl. Con este ensayo se comprobd
que se obtienen varias formas de disulfuros al plegar in vitro. De manera semejante a los
resultados obtenidos con HisrCssll, podemos concluir que los 16 aminoacidos en el
extremo amino terminal no tienen una influencia importante sobre el plegamiento in vitro.

Fl FS_P MW A

== KDa

83 .
Abs 280 nm
47.5 - DTT

32.5
25

UL
|

HisrTsl HisrTsl
16.5 “ {oxydized) (reduced)

6.5

B

Figura A-6. A) Gel SDS-PAGE al 15% donde se muestra que la proteina sobreexpresada HisrTs1
se encuentra mayoritariamente en la fraccion insoluble de la células (FI), y no en la fraccion soluble
(FS). La proteina de fusion HisrTs!1 purificada por afinidad (P) con Ni-NTA agarosa en condiciones
desnaturalizantes, y MW.- es el marcador de peso molecular. B) Superposicion de perfiles de HPLC
de la proteina de fusion HisrTs1 oxidada y la misma reducida con 50 mM de DTT.
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Figura A-7. Superposicion de los cromatogramas obtenidos en la separacion por HPLC de las
fracciones que se obtienen del plegamiento in vitro de HisrTs1(A) y la toxina recombinante después
del corte proteolitico con FXa (B). La toxicidad de las fracciones por via intracraneal se indica
entre paréntesis. La fraccién que se someti6 al corte corresponde a la que fue mas toxica como
HisrTs1, su toxicidad aumentd en un orden de magnitud al cortarla con FXa.
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