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Resumen

Resumen

Las defensinas son péptidos antimicrobianos de bajo peso molecular presentes
en el sistema inmune de diversos organismos. La defensina 1 (Defl) fue aislada
de la hemolinfa del alacran Centruroides limpidus limpidus. Al determinar su
estructura terciaria se encontraron similitudes entre ésta y la de toxinas
bloqueadoras de canales de potasio. Ambas conservan un motivo estructural
compuesto por una hélice a y una hoja B, estabilizado mediante tres puentes
disulfuro. Este hecho lleva a establecer la hipbtesis de que existe una relacion
filogenética entre defensinas y toxinas bloqueadoras de canales de potasio.

El presente trabajo forma parte de una investigacion cuyo objetivo general es
corroborar dicha hipétesis establecida por diversos autores, para lo cual se
realizaron sobre la secuencia primaria de la Defl dos mutaciones puntuales y
una delecion, con el objetivo de obtener un péptido tipo defensina que presente
actividad biolégica como toxina selectiva a canales de potasio, corroborando asi
la relacion evolutiva entre ambas.

Se describe a continuacién los procesos de biosintesis para la obtencion en
forma recombinante de la proteina de fusion que contiene una de las mutantes
de la Defensinal, la purificacion de la proteina de interés utilizando diversas
técnicas cromatograficas como son cromatografia de afinidad metal-quelato y
cromatografia de liquidos de alta eficiencia y la caracterizacion mediante
espectrometria de masas (MALDI-TOF).

Se realiz6 la caracterizacion estructural del péptido purificado mediante la
interpretacion de experimentos bidimensionales de RMN logrando obtener la
estructura terciaria de la segunda mutante de la defensina 1. Conservando el
mismo motivo estructural presente en la defensina 1 y mutante 3.



Introduccion

Introduccion

Debido al uso inadecuado de farmacos antimicrobianos durante el siglo XXI, han
surgido agentes patogenos resistentes a antibioticos convencionales. Esto
representa un problema de salud mundial, debido a que se requiere un
prolongado tiempo de tratamiento lo que conlleva un aumento en los costos. L2 A|
limitar las opciones terapéuticas para combatir las enfermedades infecciosas
causadas por dichas bacterias farmacoresistentes, se eleva la taza de
mortalidad, por lo que es de vital importancia el desarrollo, descubrimiento y
estudio de nuevos agentes antimicrobianos. 122

Los péptidos antimicrobianos son componentes esenciales del sistema inmune
en una amplia gama de especies incluyendo artropodos, anfibios, insectos,
plantas y seres humanos;® pueden ser empleados como alternativa para el
tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por bacterianas resistentes.
Asi mismo, presentan actividad antimicrobiana contra bacterias, hongos, virus o
parasitos. Los péptidos antimicrobianos han sido investigados y considerados
como una importante alternativa para el desarrollo de nuevos agentes
terapéuticos debido a su amplio espectro de actividad y el bajo potencial para
inducir resistencia. Por lo general, estos péptidos actian sobre las membranas
bacterianas y moléculas intracelulares de varias vias de sefalizacion por lo que
se sugiere que esto dificultaria a los agentes patdégenos la generacion de
resistencia al tratamiento terapéutico. @

Estan constituidos por menos de 100 aminoacidos. Las dos principales
subfamilias de péptidos antimicrobianos son defensinas y catelicidinas. Las
defensinas son la subfamilia mas ampliamente distribuida en la naturaleza. ®

Particularmente, en el veneno y hemolinfa de los alacranes se han identificado
una diversidad de péptidos bioactivos utiles en el disefio y desarrollo de nuevos
farmacos. Se ha propuesto que la presencia de péptidos antimicrobianos podria
desempefiar la funcion de protecciéon de la glandula del veneno contra
infecciones o potencializar de la accién de toxinas.

Se ha observado que las defensinas de insecto y las toxinas bloqueadoras de
canales de potasio presentes en el veneno del alacran tienen una estructura
tridimensional conservada; basandose en dicha similitud estructural, diversos
autores sugieren la existencia de una relacidon filogenética entre ambas,
estableciendo que las toxinas y defensinas podrian compartir un ancestro comun
o incluso que las toxinas pudiesen haber surgido como resultado de la evolucién
de defensinas.®s8

Para corroborar dicha hipotesis se pretende realizar mutaciones especificas para
obtener a partir de un péptido tipo defensina otro que conserve el motivo
estructural caracteristico y presente asi mismo actividad como toxina. Dicha
investigacion proveerd un sistema ideal para estudiar como pudo haber
ocurrido la evolucion funcional.
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Introduccion

La resonancia magnética nuclear es una técnica espectroscopica utilizada para
la determinacion estructural de proteinas y otras moléculas de importancia
biologica.Se emplea cuando se presentan dificultades para el analisis mediante
difraccién en rayos X. En los dltimos afios la resonancia magnética nuclear se ha
empleado para conocer la estructura en disolucion acuosa de una inmensa
variedad de moléculas.®
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Objetivos e Hipotesis
Objetivos

« Objetivo general.

Producir de manera recombinante y realizar la caracterizacion estructural
mediante Resonancia Magnética Nuclear bidimensional de la mutante 2 de la
Defensina 1 (M2Def1).

» Objetivos Particulares.
Bioproducir en un sistema heterélogo la M2Def1.

Optimizar las condiciones de expresibn en un sistema bacteriano (cepa,
temperatura y tiempo).

Purificar la proteina biosintetizada mediante cromatografia de afinidad metal-
guelato y cromatografia de liquidos de alta eficiencia en fase reversa.

Optimizar los procesos de purificacion.

Realizar y optimizar la protedlisis enzimética de la proteina de fusion para la
obtencion del péptido de interés.

Obtener, procesar e interpretar los espectros de RMN mono- y bidimensionales
de la M2Def1.

Realizar calculos computacionales con las restricciones obtenidas a partir de los
experimentos de RMN.

Obtener la estructura terciaria de la M2Defl.

Hipotesis

Las mutaciones Y20K y Q32Y sobre la secuencia primaria de la defensina 1
(Defl) no afectaran la estructura terciaria del péptido. Por lo que la M2Defl
conservara el motivo estructural CS-a/p observado en la Defl y la mutante 3 de
la defensina 1 (M3Def1).
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Marco tedrico

Marco tedrico

Las proteinas son las macromoléculas biolégicas mas abundantes, versatiles y
diversas, desempefian un papel fundamental para la vida. Son imprescindibles
para el crecimiento y desarrollo de los organismos vivos ya que de su presencia
y/o actividad dependen todos los procesos biolégicos.m Las proteinas son
polimeros de aminoacidos unidos covalentemente mediante enlaces peptidicos,
debido a que los aminoé&cidos son las unidades que conforman las proteinas se
mencionara en primer lugar su estructura y propiedades.

« Aminoacidos
Los aminoé&cidos predominantes en la naturaleza son los alfa aminoécidos de los

cuales 20 de ellos, denominados aminoacidos proteicos, conforman la mayoria
de las proteinas presentes en la naturaleza. @

Con excepcion de la prolina todos los aminoacidos principales poseen la misma
estructura general: consiste en un carbono alfa al que se encuentran unidos un
grupo carboxilo (-COOH), un grupo amino (-NH2), un atomo de Hidrégeno (-H) y
una cadena lateral (-R), la cual es caracteristica para cada aminoacido y le
confiere sus propiedades caracteristicas, que permite clasificarlos con base en
ellas como aminoacidos polares, apolares, basicos, acidos etc. (anexo)

Los aminoacidos protéicos, exceptuando la glicina, son moléculas quirales cuyo
centro asimétrico es el carbono alfa, lo cual quiere decir que son Opticamente
activos y existen dos esteroisomeros el dextrégiro D y el levégiro L; sin embargo,
en la naturaleza el isbmero 6ptico que se encuentra formando las proteinas es el
enantiomero L cuya configuracion absoluta es S.®

Los aminoacidos poseen regiones con cargas eléctricas positiva y negativas
debido a la disociaciéon en medios bioldgicos y soluciones acuosas de los grupos
acidos y basicos de la molécula, por lo que se dice que los aminoacidos son
iones bipolares o zwitteriones. Por lo anterior, las propiedades eléctricas de los
aminoacidos dependeran del pH de la disolucién en la que se encuentren. Hay
un valor de pH caracteristico para cada aminoéacido en el cual la disociacion de
cargas positivas y negativas se iguala, por lo que la carga total del aminoacido
es neutra; a este valor de pH se le denomina punto isoeléctrico (pl o pHi).®
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Figura 2.0. a) Forma zwitterionica general de un aminoacido b) Estereoisémeros L y D del
amino4cido serina.

« Proteinas

Los aminoéacidos establecen entre el grupo carbonilo de uno y el nitrégeno del
grupo alfa amino de otro enlaces covalentes tipo amida. Este enlace conocido
como peptidico se produce con pérdida de agua ( -H del grupo amino y -OH de
grupo carboxilo) por lo que las unidades que conforman el polimero se
denominan residuos de aminoacidos); al producto de dicho enlace se le
denomina dipéptido. Es posible adicionar a este unidades aminoacidicas con el
mismo tipo de unién hasta formar polipéptidos (polimeros formados por mas de
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Figura 1. a) Estructura general de un a-aminoacido b) Estructura del amino&cido ciclico
prolina.

10 residuos de aminoacidos) o proteinas, cuando la cadena polipeptidica se
conforma por mas de 50 residuos de aminoacidos aproximadamente.z
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Enlace peptidico

Figura 2.1. Formacién del enlace peptidico.

El enlace peptidico posee un caracter intermedio entre un enlace simple y uno
doble lo cual impide la rotacién libre a los atomos C y N. Sin embargo, los )
ous
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enlaces de los carbonos alfa (Ca-C=0 y N-Ca) son sencillos permitiendo el libre
movimiento a través de los &ngulos de rotacion W (psi) y @ (phi),
respectivamente.

L)

2[—(

f | : -

Figura 2.2. En uniones peptidicas los enlaces del carbono alfa presentan libre rotacion a
través de los dngulos de torsién W y ©.

La mayoria de las cadenas polipeptidicas tienen un extremo en el cual queda un
aminoacido con su grupo alfa amino libre, por convencién se considera a éste el
comienzo de la cadena y se le denominado extremo amino-terminal o N-terminal.
El fin de la cadena es el extremo que posee el grupo carbonilo libre carbonilo-
terminal o C-terminal.®

Las propiedades &cido-base de los péptidos estan determinados por los grupos
N- y C- terminales asi como por los grupos ionizables de las cadenas laterales
de sus residuos aminoacidicos. Los péptidos al igual que los aminoéacidos
aislados poseen un pl.®

Debido a su participacion en practicamente todos los procesos bioldgicos en la
naturaleza, las proteinas ocupan uno de los lugares de mayor importancia entre
las biomoléculas. Entre la enorme variedad de funciones a ellas asignadas
destacan:

Estructural (coldgeno, queratina) , reguladora de actividad celular (hormonas
como la insulina), de transporte (hemoglobina), acciones de defensa natural
(anticuerpo), catalizador biolégico (enzimas como pepsina), contractil (por
ejemplo la actina).o

La actividad que exhibe cada proteina depende de los residuos de aminoacidos
que las constituyen, del ordenamiento y conformacion espacial que adoptan.
Cada proteina puede estudiarse a partir de cuatro niveles estructurales:

Estructura primaria. Se refiere al nimero e identidad de aminoacidos que
componen la cadena peptidica, asi como al orden de estos en la secuencia
lineal, comenzando por el extremo amino terminal hasta el extremo carbonilo
terminal. ©
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Estructura secundaria. Fragmentos locales de la cadena peptidica puede
adoptar una disposicién espacial definida y estabilizadas mediante interacciones
no covalentes por ejemplo puentes de hidrégeno, formados por la interaccién
entre el H unido al N de un grupo amina y el O de un grupo carbonilo) a este
ordenamiento especifico se le conoce como estructura secundaria. En general,
se tiende a adoptar la orientacién espacial termodinAmicamente mas favorable.
Ejemplo de este nivel estructural son las hélices alfa y hebras beta, ciertas
combinaciones de aminoéacidos favorecen o dificultan la formacion de estos
motivos estructurales por lo que su presencia depende directamente de la
estructura primaria.s9

Dentro de la estructura secundaria se puede encontrar zonas que no posean una
estructura regular en cuyo caso se habla de distensién o enrollamiento al azar.

Estructura terciaria. En una misma molécula pueden encontrarse distintos tipos
de estructura secundaria, la disposicion tridimensional global del conjunto de
estructuras secundarias y cadenas laterales hidroféboicas o hidrofilicas de la
proteina, asi como de las fuerzas estabilizantes fuerzas de atraccion o repulsién
electrostatica, fuerzas de Van der Waals, puentes salinos y puentes disulfuro
(enlaces covalentes formados entre los grupos sulfhidrilo de dos residuos de
cisteina), se considera en la estructura terciaria.®9

Estructura cuaternaria. Existen también proteinas oligoméricas formadas por mas
de una cadena polipeptidica. La estructura cuaternaria, se refiere a la disposicién
espacial de las subunidades, cadenas polipeptidicas individuales, que
constituyen a estas moléculas compuestas.

=

O 13&



Marco tedrico

Estructura secundaria | /

(hélice a) - /é{é\

>

‘Estructura }Jn’mam'a

-
\,Ll

‘Estructura terciaria

- ~S/(~I~\
2
™
‘Qf‘
oINS

B

- 1 |
ThyAla TR 5 \_-Thr\A;
< .
Estructurad cuaternarid
AN ‘ :

W\ A

- L& 9

Estruct terciari N> p ,
structura terciaria Estructura primaria

Estructura secum{m’ia

(Foja B)

Figura2.2. Niveles estructurales protéicos.

La funcién biolégica que desempefia una proteina es dependiente de su
plegamiento, por lo que pequefios cambios en su estructura primaria podrian
conllevar profundas modificaciones conformacionales y, por consiguiente,
modificaciones en las propiedades exhibidas. @

Las moléculas proteicas no constituyen un conjunto rigido e indeformable; por el
contrario, muestran flexibilidad. Por lo que es importante en el estudio de
proteinas verificar que estas no adquieran un plegamiento defectuoso.

Cuando las proteinas son sometidas a cambios en pH, radiacion, variaciones
bruscas de temperatura o presiéon pueden sufrir alteraciones en su
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conformacion, lo que produce una disminucién o perdida de sus propiedades y
funciones naturales. Esta variacion en la conformacién con pérdida de la
actividad es denominado desnaturalizacién. La desnaturalizacién puede ser un
proceso reversible, si la desorganizacion molecular no conlleva algin otro
proceso tal como la agregacion u oxidacion. La proteina podria recuperar su
conformacion original y actividad, al eliminar el agente desnaturalizante.!s0

turaliza
S q
¢ (A

O
'eplegam\e“‘

Figura 2.3. Desnaturalizacion y replegamiento protéico.

« Defensinas
Las sustancias antimicrobianas empleadas por el organismo huésped van desde

productos quimicos inorganicos simples (por ejemplo, peroxido de hidrégeno,
acido hipocloroso, 6xido nitrico) a relativamente complejos (péptidos y proteinas
antimicrobianas).

Las péptidos antimicrobianos estan ampliamente distribuidos en las superficies
epiteliales de la mucosa, en los fluidos corporales y en los organulos de las
células fagociticas. Varian en tamafio, estructura y actividad, pero la mayoria son
polipéptidos catiénicos (como complemento de la carga anidnica de superficies
celulares microbianas) conformados por menos de 100 aminoacidos, presentan a
concentraciones aproximadas de 1- 10 pg mL-! actividad antimicrobiana contra
bacterias gram positivas, gram negativas, micobacterias, hongos, virus envueltos
e inclusive contra el virus de inmunodeficiencia humana.:2

Las dos familias de péptidos antimicrobianos mas importantes son las
catelicidinas y defensinas. Sin embargo, las defensinas se encuentran mas
ampliamente distribuidas en la naturaleza, ya que estan presentes en el sistema
inmune de plantas, hongos, reptiles, insectos y mamiferos incluyendo los seres
humanos.i3

Su nombre se debe precisamente a el papel que desempeian en la defensa del
huésped contra infecciones microbianas. En general, las defensinas son péptidos
antimicrobianos, cationicos, ricos en cisteinas, estabilizados mediante enlaces
disulfuro, lo cual contribuye a aumentar su resistencia a la proteolisis o

©
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Marco tedrico
desnaturalizacion.2

» Modelos de accién propuestos para péptidos antimicrobianos

Existen varios mecanismos de accidon propuestos para los péptidos
antimicrobianos, incluyendo las defensinas, entre ellos estan: 1) el modelo de la
alfombra, 2) el modelo de barril,3) modelo de poro toroidal y 4) el modelo de
agregacion. Esencialmente estos modelos sugieren que estos péptidos actuan
sobre la membrana de las bacterias bajo la influencia de potenciales
transmembaranales de las células, formando canales en la membrana,
ocasionandole con esto fugas y aumentando su permeabilidad. Este efecto,
induce una despolarizacion de la membrana. Posteriormente, ocurre el
agotamiento de ATP y la inhibicion de la respiracién celular, ocasionando la
muerte celular. También, se sugieren otros mecanismos de accion tales como: la
inhibicion de determinadas actividades enzimaticas, la inhibicion de la sintesis de
acidos nucleicos, el deterioro de la sintesis de la pared celular, la inhibicion de la
sintesis de proteinas y la unién a acidos nucleicose

Figura 3. Interaccion de péptidos antimicrobianos con la membrana celular. Etapa inicial
compartida por los diversos modelos de accién propuestos para péptidos antimicrobianos.

Modelo de la alfombra

En este modelo propuesto para algunos péptidos antimicrobianos, establece que
los péptidos se distribuyen sobre la superficie de la membrana, cubriéndola hasta
alcanzar una concentracion limite. La formacién de pequefias micelas en la
membrana provoca su colapso.:3.14
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Figura 3.1 Distribucion de péptidos antimicrobianos en la membrana celular provocando la
formacioén de micelas.

Modelo de barril. De acuerdo con este modelo la muerte celular es el resultado
de la pérdida de componentes intracelulares debido a la formacioén de un poro en
forma de barril delimitado por los péptidos antimicrobianos, en el cual las
cadenas laterales de los aminoacidos no polares entran en contacto con las
colas alifaticas de los acidos grasos al interior de la bicapa lipidica, mientras que
las cadenas hidrofilicas quedan expuestas al disolvente.iz3.14

Modelo del poro toroidal. Este modelo es muy similar al modelo de barril. En este
caso los péptidos antimicrobianos unidos a la membrana se agregan e inducen
autoplegamientos en la capa lipidica, estabilizando la formacion de poros por las
interacciones hidrofébicas entre las regiones apolares del péptido que envuelven
a las cabezas de los lipidos de la membrana.is14

Figura 3.2. Induccién de la formacién de un poro en la membrana celular por accién de
péptidos antimicrobianos.

El modelo de agregacion. En este modelos se propone que los péptidos
antimicrobianos se orientan en el espacio de la membrana en forma de
agregados, sin adquirir una orientacion particular, y la muerte de las células
bacterianas podria ser causada por la pérdida de moléculas pequefias o por la
translocacion de los péptidos e inhibicibn de diversos blancos incluida la
interferencia en la sintesis de proteinas.is.14
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Figura 3.3. Formacién de agregados peptidicos en la superficie de la membrana celular

En virus su actividad se debe a que algunas defensinas se unen a las
glicoproteinas que conforman la capside.

La actividad de las defensinas contra muchas bacterias y hongos se inhibe
sustancialmente debido al aumento en la concentracion de cationes como calcio
y sodio probablemente por interferir en las interacciones electrostaticas no
especificas entre las defensinas (catiénicas) y las membranas microbianas
(aniénicas).u2

« Clasificacion de las defensinas

Dentro de la familia de defensinas se distinguen tres subfamilias presentes en
vertebrados: alfa, beta y teta defensinas. Las cuales difieren entre si en la
longitud de los segmentos peptidicos entre los residuos de cisteinas, es decir, en
la posicién que ocupan dichos residuos en la secuencia primaria y en la conexion
entre ellas mediante enlaces disulfuro.us!

Tanto alfa como beta, defensinas se componen aproximadamente de 29- 45
residuos de aminoacidos, de los cuales, 6 son residuos de cisteinas. Tienen un
motivo estructural distintivo compuesto por una hoja beta de triple hebra, difieren
entre si en la conectividad entre cisteinas y el motivo estructural de hélice alfa
presente en la subfamilia beta.us

©
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Péptidos antimicrobianos

Catelicié \

f&\ Defensinas

teta defensinas

alfa detensinas

beta defensinas

defensinas de planta

defensinas de insecto

‘7

Figura 4. Clasificacién y estructura de las dos principales familias de péptidos
antimicrobianos.

Las alfa defensinas presentan la siguiente conectividad: Cys1-Cys6, Cys2—-Cys4,
Cys3-Cysb, mientras que las beta defensinas Cysl-Cys5, Cys2-Cys4, Cys3—
Cys6.6

Las teta defensinas se han identificado en primates. Son péptidos ciclicos
compuestos por 18 residuos de aminoacidos y cuya conectividad entre cisteinas
es: Cysl-Cys6, Cys2—-Cys5, Cys3—-Cys6.H

Las defensinas de plantas e insectos difieren de las defensinas de vertebrados,
pues éstas pueden contener seis 0 mas residuos de cisteinas formando enlaces
disulfuro.

Las defensinas de insectos se encuentran principalmente en su hemolinfa;
presentan un motivo estructural formado por un asa en el extremo N terminal,
una alfa hélice unida mediante 3 enlaces disulfuro a una hoja beta antiparalela.
Este motivo estructural CSa/ esta asociado con la siguiente secuencia ...Cysl-
... - Cys2- Xaa-Xaa-Xaa-Cys3-...-Gly-Xaa-Cys4-...-Cys5-Xaa-Cys 6 donde la Cys
2 y 3 se encuentran formando el alfa hélice, y se observa la siguiente
conectividad entre cisteinas Cys1-Cys4, Cys2—-Cys5, Cys3—-Cys6s!
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Figura 4.1 Estructura con enlaces disulfuro de una defensina de insecto PDB: defensinas
2LLD

Realizando una comparacion entre estructuras de proteinas pequefias se
encontré6 que las toxinas bloqueadoras de canales de potasio presentan un
plegamiento muy similar al de las defensinas de insectos.tn Basandose en
dichas similitudes, diversos autores han propuesto que las defensinas de
insectos y las toxinas bloqueadoras de canales iénicos podrian tener un ancestro
en comun. el

La defensina 1 es un péptido de tipo inducido, aislado de la hemolinfa del alacran
Centruroides limpidus limpidus, un alacran nativo de Meéxico que habita
principalmente en el estado de Guerrero. Se encontré que su secuencia consta
de 32 residuos de aminoacidos:

ACQFWSCNSSCISRGYRQGYCWGIQYKYCQCQ

y forma tres enlaces disulfuro del tipo Cysl-Cys4, Cys2-Cys5, Cys3-Cys6
caracteristicos de las defensinas de insectos. Presenta actividad biolégica contra
E. coli, B. subtilis, K. pneumoniae y S. aureus a concentracién de 20 pg/mL de
péptido total. Al obtener su estructura terciaria mediante Resonancia Magnética
Nuclear se observé que esta presenta un motivo estructural CS-a/f (Cysteine
stabilized a/f3).1z020

Comparando la secuencia primaria de la defensina 1 con las secuencias de
toxinas de veneno, se encontrd similitudes entre ambas. Por lo que se decidio
realizar sobre ésta dos mutaciones puntuales y una delecion que con la cual
pudiese obtenerse un péptido tipo defensina con actividad de toxina bloqueadora
de canales de potasio.ta

La primera mutacién M1D1[*] consiste en cambiar una tirosina, un aminoacido de
tipo aroméatico que se encuentra en la posicion 20, por lisina la cual es un
aminoacido cargado positivamente. La segunda mutacion M2D1 consiste en
cambiar glutamina, un aminodcido polar sin carga en la posicion 32 por o
S—
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tirosina, un aminoacido aroméatico. Con dichas mutaciones se cumple lo sugerido
por la teoria de la diada funcional. Dando lugar asi a la mutante 2 de la
defensina 1 (M2D1), posteriormente se realiz6 una tercera mutacion la mutante 3
de la defensina 1 (M3D1)®a la cual consiste en una delecién de los aminoacidos
IQY presentes en las posiciones 24-26. Estos tres aminoacidos forman una
vuelta que que afecta el tamafo y forma del péptido y, por lo tanto, podria afectar
la interaccion con la cavidad del canal i0nico.ro20 Al realizar estas tres
mutaciones se pretende obtener un péptido tipo defensina que presente actividad
como toxina blogueadora de canales i6nicos de potasio.

« Toxinas bloqueadoras de canales idnicos
En el veneno de alacran se encuentran una gran variedad de sustancias de las

cuales sélo una pequefia parte son téxicas. Entre las que se encuentran las
toxinas de naturaleza proteica que puede llegar a afectar de manera letal para
diversos organismos pluricelulares. Las toxinas pueden ser de cadena larga
compuestas de 60 a 70 residuos de aminoacidos y las toxinas de cadena corta
las cuales actlan selectivamente bloqueando a los canales idnicos.

7

Se clasifican dependiendo del canal i6nico (Na*, K*, CI- 6 Ca?*) al cual
reconocen. Este tipo de toxinas se componen por 23-42 residuos de aminoacidos
y ambas presentan un motivo estructural Csa/f3 similar al de las defensinas de
insecto, estabilizado igualmente mediante 3 0 4 enlaces disulfuro.iz223
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Figura 5. Estructura terciaria a) defensina de insecto PDB 1MMO b) toxina bloqueadora de
canales de potasio PDB 2KY3.

De las distintas toxinas bloqueadoras de canales ionicos, la familia KTx, (toxinas
bloqueadoras de canales de potasio dependientes de voltaje) es la mas extensa.
Se conocen cuatro subfamilias: alfa-KTx (a-KTx), beta-KTx (B-KTx), gamma-KTx
(y- KTx) y kappa-KTx (k-KTx).

Estas toxinas afectan las funciones de los canales de potasio dependientes de
voltaje KV de las membranas neuronales mediante la union de éstas a los poros
del canal para impedir el paso de iones de K*.u7
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Figura 5.1. Mecanismo de accion de una toxina bloqueadora de canales de potasio a)
canal de potasio b) toxina bloqueadora de canal de potasio c) Interaccién toxina KTx-
canal i6nico KV.

Los canales ionicos representan una clase heterogénea de complejos protéicos
oligoméricos responsables de la generacion y mediacién de sefiales de y entre
membranas celulares. Suelen denominarse en funcién de la permeabilidad y
selectividad a ciertos iones y responden a cambios de potencial en la membrana.
A dichos canales le son atribuidas una gran variedad de funciones bioldgicas.?

Para el estudio filogenético entre defensinas y toxinas varias estructuras de
defensinas han sido resueltos por RMN y por cristalografia de rayos x, aunque el
uso de esta ultima técnica presenta dificultades ya que la mayoria de las
defensinas son dificiles de cristalizar y las estructuras cristalinas obtenidas
pueden estar compuestas por dimeros o multimeros; se desconoce si estas
formas son biolégicamente activas.w

A pesar de que las proteinas constituyen una gran fraccion de la masa de todos
los organismos, existen proteinas especificas como el caso de las toxinas y
defensinas que se encuentran en una concentracion muy baja en las células que
las producen. Esto hace que su aislamiento de la fuente natural sea un proceso
muy complicado y con un rendimiento muy bajo. e

Para facilitar su estudio se emplean técnicas de biologia molecular, originado un
método muy efectivo para facilitar y mejorar su produccién. La técnica general
consiste en aislar un gen que codifica para una proteina especifica, insertarlo por
medio de un vector (plasmido) a otro organismo (sistema de expresion) que
puede ser una bacteria, levadura, célula de insecto o de mamifero él cual se
hace crecer en condiciones adecuadas. ©

A las proteinas expresadas en un organismo diferente al que las producen en
condiciones naturales se le conoce como proteinas recombinantes.

Purificacion de proteinas

Existen una gran variedad de técnicas empleadas para la purificacion de
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complejas mezclas protéicas. Las técnicas cromatograficas son de las mas
empleadas puesto que permiten la purificacion de péptidos y proteinas
especificos, aprovechando las caracteristicas fisicas y quimicas que estas
poseen. Ejemplo de estas técnicas son la cromatografia de afinidad y la
cromatografia de liquidos.

Purificacion de péptidos y proteinas mediante cromatografia de afinidad

Este tipo de cromatografia aprovecha la capacidad de algunas proteinas de
formar complejos con moléculas especificas, conocidas como ligandos (cofactor,
anticuerpo o ion metélico). Los ligandos se encuentran inmoéviles en la matriz
cromatografica, al hacer pasar una mezcla de proteinas a través de ésta, la
proteina de interés se une especificamente al ligando mientras las sustancias
gue no presentar afinidad son eluidas de la columna. La proteina de interés
puede posteriormente recuperarse de manera pura al variar las concentraciones
de la solucién amortiguadora de elucion, el cual debe presentar una mayor
afinidad a la matriz que la que presentan las proteinas inmovilizados en ella.®

Cromatografia de afinidad metal quelato

Una de las grandes ventajas de emplear técnicas recombinantes en la sintesis
de proteinas es que éstas pueden ser disefiadas con secuencias de residuos de
aminoacidos especificas para facilitar su purificacion. Estds secuencias son
conocidas como etiquetas. Una de las etiquetas mayormente empleada es una
secuencia de 6 histidinas que permite la purificacion de proteinas mediante

cromatografia de afinidad metal quelato, donde la coordinacion entre los grupos
imidazélicos presentes en las histidinas y los cationes metalicos tales como Cu?*
y Ni%*(previamente fijados a los grupos funcionales de la fase estacionaria de la
columna) permiten la separacion de la proteina o péptido de interés.

H2C O
5 \Nco o
@ H2e /’Nibx
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Figura 6. Resina funcionalizada con acido iminodiacético de columna de afinidad metal
guelato His Trap cargada con iones Ni?* indicando los sitios de union disponibles.

En la mezcla proteica pueden existir proteinas que presenten afinidad media a la
columna y por tanto sean retenidas en ella, para eliminar dichas proteinas se
hacen lavados con disoluciones de un agente que module su afinidad a la fase
estacionaria por ejemplo el imidazol.

Los grupos coordinados al metal fijado a la fase estacionaria seran desplazados
conforme se incremente la concentracion de imidazol. De igual manera se
puede eluir el péptido de interés al hacer pasar una disolucion de imidazol lo @)
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suficientemente concentrada para que las histidinas coordinadas al metal sean
desplazadas.

Purificacién de péptidos y proteinas mediante cromatografia liquida.

Mediante el empleo de esta técnica cromatografica de particion liquido-liquido
podemos llevar a cabo de manera muy eficaz la purificacién de un péptido que
se encuentra en una mezcla proteica.

Comunmente algunas proteinas de bajo peso molecular son purificadas por ésta
técnica en ella se pueden usar una gran variedad de fases estacionarias, siendo
una de las mas comunes la fase reversa, cuya fase estacionaria se compone de
particulas de silice quimicamente modificadas con hidrocarburos de diferentes
tipos; una de ellas es por ejemplo la C18, que contienen una resina que posee
una cadena lineal de 18 carbonos SiO2-(CH2)17-CHa.

En estas columnas la retencién es inversamente proporcional al caracter polar,
es decir, las sustancias polares no interaccionaran con la columna de fase
reversa y eluiran primero que las sustancias menos polares las cuales presentan
mayor afinidad.

Algunos de los disolventes comunmente utilizados en la separacion de proteinas
por cromatografia en fase reversa son acetonitrilo, agua, acetato de etilo,
acetona y alcoholes alifaticos.

Regularmente a los disolventes que conforman la fase movil se les agrega acido
trifluroacético (TFA), la adicién tienen como objetivos ajustar el pH de la
disolucién a alrededor de 1.5 - 2, para neutralizar los grupos silano libres en la
columna y neutralizar la cargas presentes en la proteina; para mejorar
interaccion con la fase estacionaria.

El empleo de sistemas de alta presion para la purificacion de proteinas ha traido
como resultado la purificacion més eficiente de péptidos y proteinas.

Para evaluar la pureza de una proteina durante los procesos de aislamiento
puede utilizarse la electroforésis.ss

Electroforésis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Esta técnica se basa en la separaciéon molecular por tamafio de iones por
influencia de un campo eléctrico. La velocidad de migracién depende de la fuerza
del campo eléctrico aplicado, carga, tamafio y estructura de las moléculas a
separatr.

Al emplear geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, las
muestras se encuentran disueltas en una solucién amortiguadora de pH la cual
contiene SDS, llamada buffer de carga, la mayor parte de las proteinas se
encuentren cargadas negativamente por efecto del SDS; por lo que al aplicar el

campo eléctrico, las proteinas migraran hacia el catodo. La migracion de las
=z
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moléculas s6lo depende de su peso molecular, por lo que las proteinas pequefias
viajardn mas rapido que las de mayor tamafio ya que el movimiento de estas
moléculas se halla impedido por la red de poliacrilamida.
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Figura 7. Gel de poliacrilamida SDS-PAGE donde se muestra la separacion de una mezcla
proteica de acuerdo al peso molecular de las proteinas que la conforman.

» Determinacién estructural de proteinas

Una vez purificada la proteina deseada es de interés obtener su estructura
terciaria; ya que como se vi6é anteriormente de ella depende su funcién biolégica.

En la actualidad se cuenta diversas técnicas analiticas que pueden emplearse
para la determinacién estructural de biomoléculas a nivel atomico,tales como la
difraccion por rayos X de monocristales y la RMN.

La cristalografia de rayos X es una técnica en la cual se expone un cristal de la
molécula a un haz de rayos X monocromatico y se registra la difraccion
consiguiente. Este mapa de difraccion se analiza para determinar su estructura.

Sin embargo, algunas proteinas son muy dificiles de cristalizar por lo que en
estos casos se opta por la determinacion estructural mediante RMN.

» Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclearto

La espectroscopia de RMN es una técnica empleada para el estudio estructural
de una amplia gama de sistemas bioquimicos.

El estudio de la estructura molecular a través de la RMN es mediante la medicion
de la interaccion de la materia con energia electromagnética en el rango de
radiofrecuencias que se manifiesta en un campo magnético. Un espectro de
RMN puede proveer informacién detallada acerca de la estructura molecular.

La RMN se basa en el momento angular de espin nuclear el cual se representa
con el numero cuantico | y puede tomar valores fraccionarios.

Los nuacleos con espin nuclear al ser expuestos a un campo magnético
externo tienden a orientarse preferentemente a favor del campo. Se dice que
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el sistema se encuentra en resonancia cuando en este estado se le aplica
energia a los nucleos de tal forma que estos invierten su orientacion respecto al
campo magnético. A este fendmeno en el cual se excitan los espines nucleares
se le llama resonancia magnética nuclear.

Los ndcleos mas empleados RMN, tanto en moléculas organicas como en
biomoléculas, son los isé6topos 'H, 13C, >N que tienen espin nuclear 1/2, asi
como el °H cuyo espin nucleares es igual a 1 por ejemplo: en el caso de los
nucleos con espin 1/2 al ser sometidos a un campo magnético externo, algunos
se orientaran a favor y otros en contra del campo.

Nucleo Valor de espin Abundancia natural %
nuclear
H 1/2 99.99
13C 1/2 1.1
19F 1/2 100
31p 1/2 100
15N -1/2 0.37

Tablal. Isétopos mas usados en RMN y sus abundancias
naturales

La energia asociada a estos dos niveles energéticos posibles esta dado por la
ecuacion

Em = -mhyBo

donde h es la constante de Planck dividida entre 2w, y es la constante
giromagnética dependiente de cada nucleo y Bo es el campo magnético aplicado.

Por tanto el valor de la diferencia energética entre ambos subniveles del espin
nuclear al aplicar un campo magnético Bo se describe con la ecuacion:

AE= hyBo

Debido a la diferencia energética entre los dos niveles habra una diferencia
poblacional regida por la distribucién de Boltzman favoreciendo al estado de
menor energia. Estos ndcleos son los responsables del fendmeno de resonancia
gue nos brinda la informacion para determinar la estructura molecular.

Se puede observar que las transiciones entre los niveles energéticos del espin
nuclear son de mayor energia entre mayor sea el campo magnético aplicado y
por tanto mayor sera la resolucion de los experimentos.
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Parametros RMN.
Desplazamiento quimico.

Las sefiales en el espectro de resonancia se ven influenciadas en formas
caracteristicas por los campos magnéticos locales generados por la densidad
electronica que rodea a cada nucleo observado, es decir, por su ambiente
guimico.

La frecuencia en la que se observa cada nucleo se le conoce como
desplazamiento quimico(6), el cual es empleado para identificar cada tipo de
ndcleo en una molécula y distinguir nacleos que se encuentran en ambientes
guimicos distintos.

El desplazamiento quimico es a dimensional y su magnitud se da en partes por
millén(ppm), las cuales se determina estableciendo la relacién entre la frecuencia
de un compuesto referencia y la del nucleo en observacién de la siguiente
manera

PPM = (Vo —Vyer)* 10°% Vref 1

en donde V, es la frecuencia del nucleo a observar y Viet €s la frecuencia del
nucleo de referencia.2s.29

Acoplamiento

Existen dos tipos de acoplamientos observados en RMN, uno que se transmite a
través del enlace quimico (acoplamiento escalar o indirecto) y otro que se
transmite a través del espacio (acoplamiento dipolar).

El acoplamiento escalar es un acoplamiento a través del enlace quimico,
propagado por las interacciones del espin nuclear con el espin de los electrones:
por lo que, al tener dos nucleos acoplados cada uno sentira a través de los
enlaces quimicos un incremento o decremento del campo magnético debido al
espin a favor o en contra del nucleo vecino. Por lo tanto, cada tipo de enlace
tiene una constante de acoplamiento J caracteristica que no depende de la
fuerza del campo magnético Bo y es una propiedad de la estructura molecular.

El acoplamiento escalar se observa generalmente de 1 a 3 enlaces de distancia
y no se manifiesta entre nidcleos equivalentes. Este tipo de acoplamiento esta
determinado por la presencia del nimero de nucleos vecinos.

Para que se lleve a cabo el acoplamiento dipolar, solo se requiere la proximidad
espacial y depende de la orientacién con respecto a Bo. 134

El acoplamiento dipolar se manifiesta a través del Efecto Nuclear Overhauser
(NOE, Nuclear Overhauser Effect). La intensidad de las sefales debido al
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NOE (INOE) guarda una relacion inversa con la distancia de los nucleos r
elevada a la sexta potencia

IntensidadNOE = k/(rAB)®

donde k es una constante de proporcionalidad y rAB es la distancia entre el
nucleo Ay el nacleo B.

« Resonancia magnética nuclear de proteinas.

A partir de mediados de los afios 80, debido a las multiples mejoras
instrumentales y al empleo de espectrometros de 500 MHz o mayores se ha
logrado el desarrollo de esta técnica para el analisis de biomoléculas.

Cuando se obtiene un espectro de RMN de una proteina, las sefiales se
traslapan entre ellas provocando que los espectros monodimensionales de una
proteina sean imposibles de interpretar. Sin embargo, los espectros
monodimensionales son de gran importancia al proporcionarnos informacion
sobre la existencia del plegamiento de una proteina.u

Para lograr la interpretacion de los espectros de RMN de estas macromoléculas
es requisito indispensable la obtencién de espectros multidimensionales.

Una de las primeras observaciones importantes fue que el espectro de una
proteina desnaturalizada es la suma de los espectros de los aminoacidos que la
conforman.

Resonancia Magnética Nuclear 'H

La mayoria de los constituyentes de una proteina son 'H. Cada espin nuclear
aparecera en una region especifica en los espectros de 'H. Los espines de 'H
del NH de amida de la cadena principal aparecen entre 9.5 y 6.5 ppm, los
nucleos arométicos de 'H se encuentran entre 8.0 y 6.5 ppm (con la excepciéon
de los espines de 'He de Trp e His, cuyos desplazamientos quimicos son de 10.2
y 8.1, respectivamente), los espines de los Ha se localizan entre 5.0 y 3.5 ppm,
los espines de metilos y metilenos alifaticos de cadena lateral resuenan entre 3.5
y 1.0 ppm y los espines de 'H de metilos (excepto por el 'He de Met, que se
encuentra en 2.1 ppm) aparecen a desplazamientos quimicos menores que 2.0
ppm. Las sefiales de HN de amida de la cadena principal suelen ser el conjunto
de sefales mejor resueltas en el espectro de 'H de una proteina plegada debido
a que al presentar plegamiento el ambiente quimico de estos esa bien definido.

O
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Figura 8. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de proton de una proteina. Se
pueden observar la dispersién de sefiales de 6.5 a 9 ppm reflejando que la proteina a la
cual corresponden este espectro presenta un plegamiento definido.

Experimentos de RMN bidimensionales.2

Para proteinas pequefias menores a 10kDa se puede obtener la estructura
tridimensional mediante el uso de experimentos de RMN 'H bidimensionales. Los
experimentos en dos dimensiones se clasifican en homonucleares vy
heteronucleares. Los experimentos de correlacién homonuclear *H-'H como lo
son el COSY (Correlation Spectroscopy), TOCSY (Total Correlation
Spectroscopy) y NOESY (Nuclear Overhauser Spectroscopy) son de gran utilidad
en la elucidacion estructural.

Experimento COSY

El experimento COSY pueden observarse las correlaciones a dos y a tres
enlaces de distancia entre los nucleos que se acoplan escalarmente. Los
experimentos homonucleares, como el COSY, muestran una serie de sefales
con las coordenadas iguales, a estas se le llama sefiales en la diagonal, las
cuales corresponden a las sefiales del espectro monodimensional. Las sefiales
gue se localizan fuera de la diagonal son las que se interpretan. Las
coordenadas de ellas son los desplazamientos quimicos de los protones que se
encuentran acoplados escalarmente a dos y a tres enlaces de distancia. Con
esta informacion es posible asignar cada una de las sefiales de los protones en
la molécula.
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Experimento TOCSY

La determinacion de todos los nacleos que se acoplan entre ellos mismos es una
funcién muy importante en la determinacion de estructuras proteicas. Al conjunto
de estos nucleos se les llama sistemas de espines. En una proteina, al menos
hay tantos sistemas de espines como numero de aminoacidos. El numero de
sistemas de espines es mayor, ya que en los aminoacidos aromaticos los
protones de los anillos no se acoplan escalarmente a los protones alifaticos,
generando asi dos sistemas de espines.

TOCSY o HOHAHA (Homonuclear Hartman Hanh Experiment): En este
experimento se muestra la correlacion de todos los nacleos que se encuentran
formando un determinado sistema de espines. El experimento TOCSY es
fundamental para realizar las determinaciones estructurales.

Gracias a este experimento se pueden definir y encontrar los desplazamientos de
los &tomos de hidrogeno que constituyen a cada aminoacido de la proteina en
estudio.

Experimento NOESY

El NOESY es un experimento que muestra el efecto nuclear Overhauser entre
dos protones. El experimento NOESY genera sefiales fuera de la diagonal
cuando los nicleos se encuentran proximos, a no mas de 5 Angstroms de
distancia. El experimento NOESY es de gran utilidad ya que la integral de la
sefial en tres dimensiones es proporcional a la distancia entre los nucleos. Asi,
se logra determinar protones que se encuentran alejados en la secuencia de los
aminoacidos, pero cercanos debido a la estructura tridimensional que presenta la
proteina. Este experimento también permite asignar a los protones de
aminoacidos que se encuentran contiguos, llamada la asignacion secuencial y la
determinacion de NOE's a larga distancia que definiran la estructura terciaria.

Los experimentos en dos dimensiones ayudan a interpretar muchas sefiales que
se encuentran traslapadas; sin embargo, ello es posible s6lo cuando la molécula
no es muy grande. Muestras de proteinas constituidas por 50 aminoacidos son
factibles de determinar sus estructuras con experimentos en dos dimensiones.
Cuando la proteina es mayor, resulta muy complicada y compleja la
interpretaciéon de los espectros de RMN. Para solucionar este problema se
emplean experimentos heteronucleares en dos y en tres dimensiones empleando
proteinas marcadas con is6topos de 3C y/o 1°N.
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Durante el desarrollo experimental del siguiente trabajo se siguid la metodologia
general para purificacion de proteinas.

Expresion de la proteina de fusion de la M2D1 en una cepa de E coli.

Al inicio de esta investigacion ya se contaba con el plasmido utilizado para la
expresion de la M2D1. Es un derivado del plasmido comercial pET32(a) el cual
presenta los sitios de restriccion Bam H1 y Kpn 1 y contiene la secuencia de
nucledtidos que al ser expresada resultara en la proteina de fusiéon de la M2D1.¢

pET-32aM2D1

Figura 9. Disefio del plasmido pET-32a- M2D1.

Por su parte la proteina de fusion de la M2D1 esta formada por la secuencia de

la tiorredoxina, una proteina chaperona que tiene como objetivo favorecer la

solubilidad y el plegamiento de la proteina de interés, una etiqueta de seis

Histidinas cuya utilidad es facilitar la purificacion de la M2D1, un sitio de

reconocimiento de trombina para separar la mutante 2 del resto de la (@)
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Metodologia
proteina de fusién, la etiqueta de purificacion GM- y la secuencia de la M2D1.

Se llevé a cabo la transformacién con el plasmido pET32(a) M2D1 mediante
choque térmico en células competentes de E. coli de las cepas de BL-21, Tunner,
y Rosetta para determinar en cual de ellas se obtenia una mejor sobreexpresion
de la proteina de fusién de la M2D1 de manera soluble.

Se sembraron las células transformadas en medio LB agar que contenia los
antibiéticos a los que son resistentes las diferentes cepas y ampicilina al cual
confiere resistencia el plasmido.

Se realizaron los blancos positivo y negativo con el objetivo de monitorear que la
transformacion se halla dado de manera adecuada. Asi mismo se sembraron
células trasformadas con el plasmido en una caja que contenian ampicilina.

Se dejo6 crecer un cultivo celular de cada cepa en 20 mL de medio LB estéril con
los antibidticos correspondientes a 37 °C con agitacion constante 200 rpm
durante 16 horas. 1mL de este in6culo se puso en 20 mL de medio LB con
antibiético y estéril y se incub6 a 37° C monitoreando su crecimiento. Cuando el
cultivo bacteriano alcanzé la densidad optica a 600 nm (ODsoo) entre 0.6 y 0.8
unidades de absorbancia, se indujo la expresion proteica con 0.5 mM de IPTG y
se monitoreo la cinética de expresion en cada cepa cada 3 horas hasta cumplir
28 horas de crecimiento.

Las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm y resuspendidas en 60 pL de
soluciéon amortiguadora A. Se lisaron las células resuspendiadas en solucién
amortiguadora de lisis, mediante choques sonicos, el lisado se centrifug6 a 6,500
rpm recuperando la fraccién soluble para el analisis de expresién mediante
electroforésis en geles de poliacrilamida al 14 % en condiciones
desnaturalizantes.

Los geles fueron corridos en una camara de electroforésis con solucién
amortiguadora de tanque a un voltaje constante de 80 V durante 20 min |,
posteriormente, a un voltaje de 120 V por 60 min los geles fueron revelados con
blue silver.

Analizando los resultados se determino la cepa y el tiempo en la que la proteina
de fusion de la M2Def1 tiene una mayor expresion.

A partir de este momento contando con las condiciones Optimas y la cepa
seleccionada se realizo la expresion de la proteina de interés en 3 L de medio LB
esteril.

Cumplido el tiempo de expresion se separaron las células del medio LB mediante
centrifugacion a 5,000 xg (7500 rpm) a 4°C durante 15 min.

El sobrenadante se desechd y las células fueron resuspendidas en 50 mL de
solucién amortiguadora de lisis colocadas en un bafio de hielo y sometidas a
choques sonicos por periodos de 20 s a 45 W con periodos de descanso de (@
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40 s durante un tiempo efectivo de pulsaciones de 10 min.

Posteriormente, se separan los residuos celulares de la fraccion soluble donde
debe encontrarse la proteina de interés mediante centrifugacion a 39,000 xg
(16,500rpm).

Separacion de la proteina de fusidon del resto de proteinas solubles del lisado
celular

Esta purificacion se realizé mediante cromatografia de afinidad metal quelato.

La fraccion soluble se pas6 por prefiltros de fibra de vidrio de 15, 20 y 25;
posteriormente, a través de una membrana de 0.45um. Se paso la mezcla de
proteinas filtrada por una columna HipTrap® previamente cargada con iones Ni2*
y equilibrada con solucion amortiguadora A, a un flujo de 5 mL/min. La proteina
de fusion se retuvo dentro de la columna haciendo que esta se torno color café
debido a que la etiqueta de histidinas se coordina con el niquel.
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Figura 10. Esquema que ilustra la retencién proteica en una columna de afinidad metal
guelato.

Se realizaron lavados con tres volumenes de columna con disoluciones
compuestas por solucion amortiguadora A, mas diferentes concentraciones de
imidazol, para determinar la concentracion ideal en la que se eliminan de la
columna algunas otras proteinas que no son de interés y presenten poca afinidad
a los iones Ni2* pero sin eluir la proteina de fusién. Una vez realizado los lavados
se eluy6 de manera pura la proteina de fusién. Se utilizaron disoluciones con 10,
25, 50, 100, 200 y 500 mM de imidazol.

Los lavados se monitorearon mediante geles de poliacrilamida determinando la
concentraciéon ideal de imidazol para realizar los lavados y la elucion de la
proteina de fusion.

Desalado y cuantificacion

Es importante para el paso de protedlisis enzimética (corte con trombina) en
el cual se obtiene la M2D1 sin el residuo del corte, trabajar con la proteina de @)
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fusién sin exceso de sales.

Se elimin6é el imidazol de la proteina de fusibn mediante cromatogréafica de
exclusion molecular empleando una columna PD-10. Posteriormente se midio la
concentracion de la proteina de fusion.

En el paso anterior, se eluyd la proteina de fusién con imidazol por lo que es
necesario realizar el cambio de disolvente. Este proceso se llevé a cabo por
dialisis de 10 mL de proteina utilizando una membrana de 10000 MW sumergida
en 500 mL de disolucién amortiguadora A. Se dej6é en agitacion durante 30 min,
realizando 2 cambios de disolvente. Una vez desalada la proteina de fusion se
mide la concentracion de ésta y se ajusta hasta obtener una disolucion de
proteina de fusion de 1mg/mL.

Reaccidén de protedlisis enzimatica.

En tubos Ependorf de 1.5 mL se colocaron 100 pL de suspensién agarosa en la
gue se encuentra fija la trombina SIGMA®, 2 mM de CaCl; y 1 mL de la
disolucién desalada de proteina de fusion cuya concentracion es de 1 mg/mL.

Se realizaron pruebas para optimizar el corte enziméatico variando la
concentracién de agente caotropico ademés del seguimiento de la reaccién a lo
largo del tiempo para encontrar las condiciones Optimas de este proceso.

El avance de la reaccion de corte enzimatica fue monitoreado mediante geles de
electroforésis en condiciones desnaturalizantes.

Una vez realizado el corte enzimatico empleando las condiciones optimizadas
para dicho proceso se prosiguié a separar el residuo de corte y la proteina de
fusion sin reaccionar de la GM-M2Defl mediante cromatografia de afinidad
metal-quelato, siguiendo la misma metodologia descrita anteriormente, sin
embargo esta vez la proteina de interés eluyé de la columna sin presentar
afinidad y la proteina de fusion no cortada y el residuo de corte los cuales
mantenian la etiqueta de histidinas fueron retenidos en la columna.

La proteina que no presentd afinidad a la columna se sometié a extraccion en
fase soOlida como preparacion antes de la purificacion mediante cromatografia de
liquidos HPLC.

Para la extraccion en fase soélida se ocup6 una columna Strata® 3 mL, se trat6 la
proteina de interés con TFA hasta disminuir su pH a aproximadamente 4 se hizo
pasar la proteina por la columna Strata previamente hidratada y equilibrada con
una disolucién 15 % ACN + 0.05 % TFA. Se realiz6 un lavado de 6 mL con
disolucién 15 % ACN para posteriormente eluir la GM-M2D1 con una disolucion
39% ACN. La columna fue lavada posteriormente con disolucion 65 % ACN y con
agua.

La proteina eluida con 39 % de ACN se congeld vy liofilizé hasta obtener un
solido blanco o ligeramente rosa, este sélido blanco es la GM-M2D1.
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Purificacibn mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia en fase
reversa.

La proteina fue sometida a un dltimo proceso de purificacion mediante
cromatografia de liquidos de alta eficiencia. Se utiliz6 como fase estacionaria
una columna de fase reversa C18 Phenomenex ® y como fase movil agua y
acetonitrilo ambos con &cido trifluroacético (TFA) al 0.05 % v/v con un gradiente
lineal de 15 al 65 % de ACN en 36 minutos a un flujo de trabajo de 1mL/min.

La adicion de TFA en la fase movil mejorara la separacion de proteinas al
neutralizar las cargas dentro de éstas, acrecentando asi su hidrofobicidad con lo
gue se aumentara la interacciéon entre fase estacionaria y las proteinas a
separatr.

La corrida cromatografica fue monitoreada mediante sistema de detecciéon UV
con lampara de deuterio ajustada a 230nm, longitud de onda a la que absorbe
radiacion el enlace peptidico.

Debido al uso de la columna C18 se infiere que las proteinas que posean mayor
superficie hidrofébica tendran una mayor interaccion con la columna. La técnica
es de gran utilidad para separar proteinas que tengan pesos moleculares
idénticos y secuencias primarias iguales pero que difieran en el plegamiento. Los
picos cromatograficos colectados se liofilizaron.

Caracterizacion de GM-M2D1.

Se determind la masa de los péptidos separados por HPLC obtenidos mediante
espectrometria de masa MALDI-TOF utilizando una matriz acido a-ciano-4-
hidroxicinamico al 1 % de TFA en una relacion 1:5. La determinacién se llevé a
cabo en un equipo MALDI-TOF Microflex Bruker Daltonics.

Obtencién de los espectros de RMN

Para la obtencion de los espectros de RMN se prepard la muestra disolviendo la
proteina en 150 pL de agua con 5 %D20. Los experimentos se realizaron en un
equipo Varian Inova de 500 MHz en una sonda indirecta de tres nucleos de 3 mm
a 298 K. Se obtuvieron los espectros de RMN H1,TOCSY,COSY y NOESY.

El experimento TOCSY fue obtenido con un tiempo de mezclado de 80 ms
mientras que los espectros NOESY se adquirieron usando tiempos de mezclado
de 150 y 300 ms. Durante la obtencidon de los diferentes espectros se uso la
supresion de agua DPFGSE.

Procesamiento y andlisis de los espectros

Los datos de los experimentos fueron procesados utilizando los programas
computacionales NMRDraw y NMRpipe.

Para lograr la correcta asignacion de los sistemas de espin de una proteina
es necesario contar con la secuencia primaria de la proteina es decir, (@)
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conocer los aminoacidos que la conforman. Cada tipo de aminoacido posee un
patron caracteristico de sefiales COSY y TOCSY conocido como sistema de
espin, para la asignacion de los sistemas de espin se emple6 el programa CARA
1.5 y la herramienta XEASY.

La primera etapa de asignacion secuencial de las sefiales de RMN se identifica y
asigna el sistema de espines de cada uno de los residuos de aminoacido que
conforman la estructura primaria tomando como referencia los patrones de
sefiales caracteristicos para cada uno de ellos. (tabla anexo)

Una vez realizada la asignacion secuencial de todos los sistemas de espin o la
mayoria de ellos mediante la observacién de las conectividades entre HN, Ha,
HB de los residuos adyacentes. Se realiza la asignacion de NOEs a larga
distancia.

Con las restricciones obtenidas a partir del espectro NOE se realizaron célculos
de estructura en el programa CYANA 2.1 con y sin establecer los enlaces
disulfuro. Seleccionando el conjunto de estructuras que cumplieran con el mayor
namero de restricciones NOEs.

Se realizé finalmente un afinamiento por dinamica molecular de las 20
estructuras obtenidas anteriormente utilizando para ello el programa AMBER 9.
El afinamiento tiene como objetivo encontrar el arreglo mas estable con
restricciones fisicoquimicas tomando en cuenta la interaccion con el disolvente,
en este caso agua. El calculo consta de dos etapas: una simulacion al vacio con
minimizacion energética dos ciclos de recocido y una segunda minimizacién. La
segunda etapa de afinamiento consiste en una minimizacion con disolvente
explicito. Esta segunda etapa consistio en tres ciclos de calentamiento iniciando
de 0 y hasta alcanzar una temperatura maxima de 300 K manteniendo el
volumen constante. Posteriormente se realizaron dos ciclos a 300 K y presion de
1 atm, y tres ciclos a volumen constante y 300 K.

Posteriormente, se realizé una minimizacion de energia con disolvente explicito.
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Se sembraron cajas Petri con las células transformadas en las diferentes cepas
de E. coli en medio LB agar que contenian los antibidticos respectivos a los que
cada cepa es resistentes mas ampicilina puesto que el plasmido pET32(a)
confiere resistencia a este antibiético.

Debido a que en la caja del blanco positivo crecieron células y en el blanco
negativo no crecieron células se confirma que al las células con que se trabajo
se encuentran en buenas condiciones; que al asimilar el plasmido pET32(a) les
confiere a las células resistencia a ampicilina por lo que la transformacién de las
células de E.coli se dio exitosamente.

C)

Figura 11. a) Blanco negativo cepa sin plasmido pET32 a-M2D1 sembrado en una caja
con ampicilina b) Cepa con plasmido en una caja con ampicilina y cloranfenicol ¢) Blanco
positivo cepa sin plasmido sembrada en una caja sin ampicilina.

Las pruebas de expresion arrojaron como resultado que la cepa Rosetta
sobreexpresa de manera mas eficiente la proteina de fusion. Se observa que a
partir de las 3 horas posteriores a la induccién aparece una banda cuyo peso es
alrededor de 21 kDa lo que concuerda con la masa de la proteina de fusién de la
M2D1 que es 21,011 kDa.
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Cepa: Rosetta Cepa: Rosetta
Fraccion: Sobrenadante Fraccion: Boton celular

tiempo de expresion en horas tiempo de expresiéon en horas

0 3 6 9 121518 24 30 PM (kDa) Da) o 3 6 9 121518 % 3

Figura 12. Monitoreo de expresion de la proteina GM-M2Defl en geles 14% de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Se observa una banda intensa con peso
aproximado de 21kDa que corresponde a la proteina de fusién de la M2D1 observando
que al tiempo de 15 horas se llega al maximo de expresion .

Tanto en la fraccion soluble como insoluble se obtiene un maximo de expresion
las 15 horas posteriores a la induccion con IPTG.

Se seleccion6d este tiempo de induccion ya que es el momento en que la
expresion de la proteina de interés ha llegado a su maximo.

A pesar de obtener mayor expresion en la parte insoluble se decidi6 trabajar con
la fraccion soluble puesto que trabajar con la fraccién insoluble involucra pasos
de replegamiento.

El paquete celular obtenido después de 15 horas de expresion fue de 12 g por
litro de cultivo.

Sin embargo, se obtuvo un bajo rendimiento de la proteina de fusion, por lo que
se decide lisar con el programa anteriormente descrito adicionando a la
disolucién amortiguadora la cantidad necesaria de urea para llegar a una
concentraciéon 6 M para obtener mayor cantidad de proteina soluble.

Purificacion de la proteina de fusion mediante cromatografia de afinidad metal
guelato.

En la figura 17 se muestra el gel donde se monitorea los lavados de la proteina

de fusion a distintas concentraciones de imidazol. Se observa que a partir de 50

mM de imidazol las proteinas poco afines a la columna comienzan a eluir sin que
salga la proteina de fusion.Sin embargo 3 volimenes de columna no son
suficientes para purificar de manera eficiente la proteina a la concentracién
del00 mM de imidazol. La proteina de fusion comienza a eluir a 200 mM de
imidazol. Tres volumenes de columna no son suficientes para eluir de manera
completa la proteina de fusién, pues se observa que al incrementar la
concentracién a 500 mM de imidazol aun se puede eluir mas. (@
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En posteriores purificaciones al realizar los lavados con 50mM de imidazol pero
incrementando el niumero de volimenes que se hacian pasar a través de la
columna a 5 se observaron mejores resultados al obtener la M2D1 de manera
mas pura por lo que a partir de este momento tanto los lavados como la elucién

se realizaron con 5 volimenes de columna.
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1. Fraccion soluble
2.Lavado con B1

3. Lavado 10mM imidazol
4. Lavado 25mM imidazol

5. Lavado 50mM imidazol

6. Elucion 100mM imidazol
7. Elucién 200mM imidazol
8. Elucién 500mM imidazol

Figura 13. Purificacion de la proteina de fusion mediante lavados con imidazol. En el carril
uno se muestra la mezcal proteica obtenida en la fraccién soluble a la cual se le
realizaron lavados con distintas concentraciones de imidazol observado que a 50mM de
imidazol (carril 5) la M2D1 es purificada de otras proteinas presentes en la fraccion
soluble que presentan afinidad media a la columna, a partir de 100mM se observa que la
proteina de fusion de la M2D1 comienza a eluir de la columna (carril 6) si embargo la
elucion de la proteina de fusién M2D1 se realizé a 200mM de imidazol (carril 7).

Después de este paso, se lleva a cabo el desalado de la proteina de fusion, ya
gue el imidazol inhibe la reaccion de corte enzimatico.

Se observé que durante el corte enzimatico la presencia de un agente caotrépico
como la urea no mejora el rendimiento de la reaccion de corte y al utilizar cloruro
de guanidinio la proteina de fusidén precipita desde el proceso de cambio de
disolucion amortiguadora.

La cinética de la reaccion de corte enzimatico muestra que a partir de las 3 horas
la reaccion de corte ha alcanzado el maximo rendimiento que es
aproximadamente del 50 % y que a este tiempo presentan pocos fragmentos de
degradacion.
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Cinética de corte

PM tiempo de corte en horas
(kDa) to t2 t3 t4 t5
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[ Proteina de fusién 21.011kDa

= : Residuo de corte 17.020kDa

Figura 14. Monitoreo de la cinética de corte enzimatico con trombina de la proteina de
fusion de la M2D1. Se observa una banda de aproximadamente 21kDa correspondiente a
la proteina de fusion de la M2D1 que disminuye ligeramente de intensidad a lo largo de la
reaccién; a partir de las 2 horas se observa la aparicibn de una banda de
aproximadamente 17 kDa correspondiente al residuo de corte, lo cual nos indica que la
reaccion de corte se esta llevando a cabo. A partir de la tercera hora de reaccion
aparecen bandas de menor peso molecular probablemente correspondientes a
fragmentos de degradacion. En este tiempo se observa que la reaccién de corte se ha
completado en un 50% y presenta pocos fragmentos de degradacion por lo que se decide
tomar este tiempo como el mas conveniente parar la reaccién de corte.

Por lo que se decide en posteriores reacciones de corte enzimatico suspender la
reaccion a las 3 horas.

Se realiza la separacion mediante cromatografia de afinidad metal quelato del
residuo de corte y la proteina de fusion de la proteina cortada debido a que la
proteina ya cortada tiene un peso molecular de 4.009 kDa es muy complicado
percibir esta banda en los geles de poliacrilamida puesto que la concentraciéon de
ésta es baja.

Se realiz6 la extraccion en fase solida de la GM-M2D1 observando una tenue
coloracién rojiza en las columnas.

Al liofilizar la fraccion eluida con 39 % de acetonitrilo se obtiene un sélido de
color blanco o ligeramente rojizo.

Se realiz6 la purificacion mediante cromatogréafica de liquidos de alta eficiencia
empleando el gradiente que se muestra a continuacion.
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Figura 15. Gradiente de fase movil empleado durante las corridas cromatogréficas. El
gradiente inicia en 15 % de acetonitrilo donde se espera eluyan las sales contenidas en
la muestra hasta llegar gradualmente a un porcentaje maximo de 92% en un tiempo de
27 minutos para posteriormente regresar a 15 % de acetonitrilo.

En la figura 16 se muestra el cromatograma obtenido donde se observan dos
picos cromatogréaficos a 17.8 sy 19 s de tiempo de retencion.
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Figura 16. Purificacién mediante HPLC del la GM-M2D1 en una columna C18 de fase
reversa se colectaron los picos correspondientes a 17.8 y 19 minutos el pico cuyo tiempo
de retencién es 5 min corresponde a la elucién de las sales en color lila se muestra el
gradiente empleado durante la purificacion.

Los cuales se caracterizaron por espectrometria de masas MALDI-TOF
obteniendo que el pico que eluye al minuto 17.8 tiene una masa de 4003.53 Da.

Al tener 6 unidades de masa menor a la esperada para la GM-M2D1 que es

de 4009 Da podriamos suponer que este pico se trata de la proteina ©
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esperada y que el deficit de 6 unidades es un indicio de la formacién de tres
enlaces disulfuro.
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Figura 17. Caracterizacion mediante espectrometria de masas MALDI-TOF para el pico
eluido a 17.8s el cual presenta una masa de 4003 kDa, puede suponerse que se trata del
péptido de interés y que al presentar 6 unidades de masa menor que el esperado para la
M2D1 nos da indicio de la formacién de 3 enlaces disulfuro .

Se realizaron los experimentos de RMN de protén de ambos picos observando
gue el pico cuyo tiempo de retencion son 17.8 s se trata de la proteina plegada y
el pico cuyo tiempo de retencidon son 19 s también corresponde a la proteina GM-
M2D1, pero con un plegamiento con regiones hidrofébicas mas expuestas; es
por esto que interacciona en mayor medida con la columna lo que provoca que
presente un mayor tiempo de retencion.
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Figura 18. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Proton de la proteina GM-M2D1
correspondiente al pico cromatogréafico de 17.8 s cuya masa es de 4003kDa. Es de
destacarse la dispersion de las sefiales presentes entre 6.5 y 9 ppm caracteristico de
proteinas que presentan plegamiento definido.

En el espectro de RMN 1H se observa dispersién en las sefiales que aparecen de
6-9 ppm las cuales corresponden a los protones de amidas de la cadena
principal, evidencia suficiente parara corroborar que la GM-M2D1 se encuentra
plegada. De no ser asi, se observaria una acumulacion de sefales traslapadas
en este rango de la ventana espectral, tal como aparece en la figura 18.1. Cémo
se menciond anteriormente la dispersion de sefiales se debe a que al tener un
plegamiento definido los protones HN de los aminoacidos forman puentes de
hidrogeno al generar una estructura secundaria, por lo que presentan
interacciones diferentes entre ellos. Se observa asimismo sefales entre 6.5-8
ppm correspondientes a protones aromaticos y en el rango de 1-4 ppm
correspondientes a los protones alifaticos de las cadenas laterales.
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Figura 18.1. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de la proteina GM-
M2D1correspondiente al pico cromatografico de 19 s .Donde se observa un traslape en las
sefiales correspondientes de 6.5 a 9 pm caracteristico de proteinas sin un plegamiento definido.

Se obtuvieron los espectros de RMN bidimensionales TOCSY, COSY y NOESY.
Se realiz6 la interpretacion de 1075 sefiales pertenecientes 32 de 34 sistemas de
espin de los aminoéacidos que conforman a la GM-M2D1, se asignaron 807 NOEs
a corta, mediana y larga distancia.
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Figura 19. Espectro COSY de GM-M2D1.
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Figura 19.1. Espectro TOCSY de la GM-M2Defl donde se muestran las regiones del
espectro.En el recuadro negro se observan las sefiales de correlacién entre el protén de
amida HN y el protén alfa Ha del mismo aminoacido. En la regibn marcada en rosa se
encuentran las correlaciones entre protones aromaticos. En el recuadro verde se sefialan
las correlaciones entre los Ha y HB y en el recuadro lila la correlaciéon entre los protones
de las cadenas alifaticas.
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19.2. Espectro NOESY de la GM-M2D1.

Con las restricciones obtenidas en el experimento NOESY y la secuencia
primaria de aminoacidos se realizaron calculos en el programa CYANA para
obtener el arreglo tridimensional de la proteina en estudio. El programa realiza
ciclos de calculos. Cada ciclo toma como base el ciclo anterior hasta completar
7. En cada uno de ellos se generan 500 estructuras de las cuales se seleccionan
20 estructuras que mejor cumplan con las restricciones de distancia y de &ngulos
de torsion.

En la figura 20 se observan dos partes que no coinciden, las cuales significan
regiones muy flexibles en la proteina. Esto se puede apreciar en el inicio de la
cadena polipeptidica la cual corresponde a la etiqueta de purificacion GM y en el
asa formada entre las hebra beta en comparacion, la parte que forma la hélice
alfa se observa una mejor sobreposicion debido a la rigidez del motivo
estructural, que se estabiliza por la formacion de puentes de hidrégeno.
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Figura 20. Superposicion de las 20 estructuras con menor energia de la GM-M2D1
obtenidas con el programa Cyana .

El célculo de la estructura se realiz6 de dos formas la primera indicando la
conexién predicha de puentes disulfuro C1-C4, C2-C5, C3-C6. El segundo
célculo se realiza solamente tomando en cuenta las restricciones NOEs
calculadas sin indicar la existencia de enlaces disulfuro. Los valores de RMSD
calculados del aminoéacido 3 al 32 para la estructura sin puentes es 1.81 Ay para
la estructura con puentes es 0.66 A. El valor de RMSD nos indica la divergencia
de las coordenadas atémicas entre las 20 estructuras generadas en el calculo
del programa Cyana.

La figura 21 nos muestra que ambos calculos convergen al mismo motivo
estructural este resultado es de gran importancia ya que las restricciones NOE’s
gue se tienen son suficientes para llegar a una estructura terciaria que nos da
indicios de que los enlaces disulfuro predichos son correctos.

Sin embargo, la estructura con enlaces disulfuro presenta una mayor estabilidad
y rigidez estructural. Las estructuras obtenidas en ambos célculos se presentan
son las siguientes:
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Figura 21. Estructuras del péptido GM-M2D1 calculadas en el programa Cyana con los
datos obtenidos mediante la interpretacion de los experimentos de RMN a) Estructura
obtenida especificando los enlaces disulfuro entre cisteinas b) Estructura obtenida sin
indicar la presencia de enlaces disulfuro.

En la figura 22 se presenta el grafico de Ramachandra en el cual se muestran los
angulos de torsion del enlace pesticida W y @ para las 20 estructuras generadas
en el célculo de CYANA en el cual 67.1 % se encuentran en regiones muy
favorecidas, 32.9 % se encuentran en regiones permitidas y 0.0 % en regiones
desfavorables.
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Figura 22. Grafico de Ramachandra obtenido para el conjunto de 20 estructuras de menor
energia de la GMM2D1.se muestran los angulos de torsién del enlace pesticida W y @
para las 20 estructuras generadas en el calculo de CYANA en el cual 67.1 % se
encuentran en regiones muy favorecidas, 32.9 % se encuentran en regiones permitidas y
0.0 % en regiones desfavorables.

En Figura 23 se observan las interacciones NOEs por cada residuo de
aminoacido del péptido GM-M2D1(i) para los protones 1HN,1Ha y 1HB con los
aminoacidos secuenciales (i,i+1) y los sucesivos (i,i+2),(i,i+3) e (i,i+4) la
intensidad de estas es proporcional al grosor de la linea.

Se corroboran las interacciones debidas al plegamiento y motivos estructurales
presentes en el péptido analizado.

Por ejemplo en el caso de de la GM-M2D1 la hélice alfa comprende del
aminoacido W7 al R16. Lo cual corresponde con interacciones observadas
para dNN (i,i+1), (i,i+2),daN(i,i+3)(i,i+4), dBN(i,i+1), dap(i,i+3). (@
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Figura 23. Se muestran las relaciones de las sefiales NOE's para 1Ha, 1HB y 1HN de
cada residuo de aminoéacido de la secuencia del péptido GM-M2D1.

En la figura 24 a) se muestran las restricciones

NOE’s empleadas para la determinacion de la estructura terciaria por rango de
distancia. Se observa que a corta distancia hay mayor niumero de restricciones
NOE’s que a larga distancia. El grafico b) muestra el numero de restricciones a
corta mediana y larga distancia por aminoé&cido.El color blanco indica
interacciones NOE intrarresiduales ([i-j|=0), el gris claro de corto alcance (entre
protones de aminoacidos secuenciales, |i-j|] = 1), el gris oscuro de mediano
alcance (1<|i-j|<5) y el negro de largo alcance (]i-j|=5)
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Figura 24 Namero de restricciones NOE’s empleadas por cada residuo de la secuencia
del péptido GM-M2D1 para la obtencién de su estructura terciaria.
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La estructura de la GM-M2D1 muestra un motivo estructural CS a/f3, estabilizado
por tres puentes disulfuro con conectividad convencional para las defensinas de
insectos, C1-C4, C2-C5y C3-C6.

Figura 25. Estructura terciaria de la GM-M2D1.muestra un motivo estructural CS a/p,
estabilizado por tres puentes disulfuro con conectividad C1-C4, C2-C5 y C3-C6.

En la figura 26. Se muestran los residuos de aminodacidos polares del péptido
GM-M2D1 en azul, la mayoria de ellos se encuentran en la parte externa de la
proteina, interactuando con moléculas del disolvente.

Figura 26. Estructura del péptido GM-M2D1 resaltando en color azul los aminoacidos
hidrofilicos y en verde los hidrofébicos.

El motivo estructural de la GM-M2D1 corrobora que las mutaciones realizadas
sobre la GS-DEF1 no alteran la estructura secundaria, al conservar el motivo
estructural que consta de una hélice alfa estabilizada mediante tres puentes
disulfuro a una hoja beta antiparalela formada por dos hebras. La sobreposiciéon
de las estructuras de la GS-Defl, GM-M1D1, GM-M2D1 y GM-M3D1 se muestra
en la ilustracién 28.
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a)

Figura 27. Estructuras terciarias de los péptidos tipo defensina GS-DEF1(a), GM-M1D1 (b), GM-
M2D1(c) y la GM-M3D1d) donde se observa en las tres estructuras el motivo estructural CS-a/3.

En la figura 28 se muestra la comparacién estructural entre los péptidos GS-
Defl, GM-M2D1 y GM-M3D1. Se observa que en la estructura de la GM-M2D1
se encuentra mejor estabilizada la hélice alfa que en la estructura de la GS-Defl.
Sin embargo, el asa es una region muy flexible que impide la correcta
estabilizacién de las hebras beta de tal modo que al realizar las deleciones que
dan origen a la GM-M3D1 se observa que la estructura adquiere mayor
estabilidad permitiendo la correcta formacion de la hoja beta.

Figura 28. Comparacion estructural entre la GS-Def 1 y las mutante GM-M2D1 y GM-
M3D1.Se observa que las mutaciones realizadas sobre la defensina 1 no afectan su
estructura terciaria.

La figura 29 muestra una comparacion entre las superficies de potencial
electroestatico de a)GS-Defl b) GM-M2D1 ¢) GM-M3D1
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a) . . 5
BF,

Figura 29. Comparacion de las superficies de potencial electroestatico para la defensina 1
y las tres mutantes de la misma. Los mapas de potencial fueron calculados en el

programa APBS con las estructuras de menor energia en cada caso.

Se observa en la figura 29 que la ¢c) GM-M2D1 presenta una una superficie con
mayor cantidad de regiones positivas comparada con la a) GS-Defl y la b) GM-
M1D1. La b) GM-M3D1 presenta una superficie negativa amplia. Debido a las
diferencias encontradas en los potenciales electroestaticos en las tres proteinas
se puede pensar que su actividad tendra ligeras variaciones, sin embargo, es
necesario realizar pruebas especificas con los tres péptidos sobre canales
idnicos de potasio para poder corroborar la influencia de las mutaciones en la
actividad bioldgica.

©54&



Conclusiones y perspectivas

Conclusiones

La estructura terciaria que presenta la GM-M2D1 esta conformada por una hélice
alfa estabilizada por tres puentes disulfuro a una hoja beta antiparalela, motivo
estructural observado en defensinas de insectos y toxinas bloqueadoras de
canales de potasio de la familia alfa-KTx.

Debido a que el motivo estructural exhibido en la GS-Defl y GM-M3D1 se
conserva en la GM-M2D1 se concluye, que las mutaciones y deleciones
realizadas sobre la estructura primaria de la GS-Defl no modifican su estructura
terciaria.

Perspectivas

Realizar corte con Bromuro de ciandgeno para obtener la M2D1 libre de la
etiqueta de purificacion GM.

Realizar pruebas de actividad sobre canales i6nicos de potasio, para analizar la
influencia de las mutaciones sobre la actividad y corroborar con esto si existe
una relaciéon filogenética evolutiva entre defensinas y toxinas bloqueadoras de
canales de potasio presentes en el alacran.
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Anexo

Disolucion amortiguadora A: NaCl 150 mM, Tris/HCI 50 mM, pH= 8.

Disolucion amortiguadora de lisis: NaCl 150 mM, Tris/HCI 50 mM, Urea 6M pH=
8.

Disolucion amortiguadora de elucion: NaCl 150 mM, Tris/HCI 50 mM, Imidazol
200mM, pH= 8.

Disoluciéon amortiguadora de corte: NaCl 150 mM, Tris/HCI 50 mM, CaCl2 10mM
pH= 8.

Disolucion amortiguadora de tanque. Tris base 25 mM, glicina 0.2 My SDS 0.1%.

Disolucion amortiguadora de carga Tris 50 mM, SDS 2% w/v, Glicerol 10% w/
w ,B-Mercaptoetanol 12.5 mM, Azul de Bromofenol 0.02% w/v

Medio Luria Bertani (LB). NaCl 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y Triptona 10 g/
L pH=7.0.

Silver Blue. Azul de coomasie G-250 0.025%, acido fosférico 10%, metanol 20%
y sulfato de amonio 10 %.



Estructura, clasificacion y sistema de espines de los aminoacidos proteicos.
Aminoécidos con cadenas laterales alifaticas no polares
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Aminoécidos con cadenas laterales polares sin carga
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Aminoacidos con cadenas laterales aromaticas
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Anexo

Geles de cinéticas de expresion

Cepa: Tuner
Fraccion: Botén celular
Cepa: Tuner
Fraccion: Sobrenadante M tiempo de expresion en horas
PM tiempo de expresion en horas
ka 0 3 6 9 12 1518 4 3 | 6 9 1215 18 2% X

66.4

27

14.3

6.5

Cinética de expresion de la proteina de fusién de la M2D1 en la cepa Tuner a la
izquierda la fraccion sobrenadante y a la derecha en el botén celular.

Cepa: BL21 Cepa: BL21
Fraccion: Sobrenadante Fraccién: Botén celular

PM tiempo de expresion en horas PM tiempo de expresion en horas

ka0 3 1215 ka) 0 3 6 9 12 15 18 2

66.4
66.4

27
27

14.3

6.5 6.5

Cinética de expresion de la proteina de fusion de la M2D1 en la cepa BL21 a la
izquierda la fraccion sobrenadante y a la derecha en el botén celular.
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Anexo

Caracteristicas de las proteinas de fusion GS-Defl, GM-M1D1,GM-M2D1y GM-M3D1

PF Defl GS-Defl PF
M1D1

Numero
de
aminoacid
0s

193 34 193

pl tedrico 6.53 8.65 6.78

C170H243
N49050S6

C925H143
6N260027
5815

Formula C926H142
9N259027

7S14
2905 518

Total de 2911

atomos

Peso
molecular

21070.9 3965.4 21080

Coeficie 30940 16960 29950
nte de

extincion

molar a

280 nm

M

-1
cm )

Mutacion - -
realizada

S2M,Y20K

GM-
M1D1

34

8.9

C169H250
N50048S7

524

3974.5

15845

PF M2D1

193

6.78

C932H1443
N2590275S
14

2923

21125.1

30940

Q32Y

GM-
M2D1

34

8.89

C173H251
N49048S7

528

4009.6

16960

PF
M3D1

GM-
M3D1

190 31

6.78 9.02

C912H141
5N255027
0S14

C156H229
N45043S6

2866 479

20720.6  3615.1

29450 15470

AlQY24-26
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