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Resumen

Existen aproximadamente 1500 especies de alacranes diferentes. Alrededor de 25 de estas
especies representan un peligro mortal para el ser humano. Esto es provocado por la composicién
de su veneno, el cual esta constituido por diversos compuestos entre los que destacan las toxinas.
Los efectos neurotéxicos que desencadenan las toxinas del veneno en los mamiferos se producen
debido al bloqueo directo o modulacién de los canales i6nicos. El grupo de toxinas que bloquean
los canales i6nicos de potasio y contienen menos de 40 residuos pertenecen a la familia de las
toxinas o—KTXx.

La tamapina es una toxina a—KTx peptidica que proviene del veneno del alacran rojo de la
India Mesobuthus tamulus. En 2002 se describié por primera vez su purificaciéon y caracterizacion.
A través de diversos estudios se ha comprobado que la tamapina es un potente bloqueador de
los canales i6nicos de potasio SK2. Mediante Resonancia Magnética Nuclear se determiné su
estructura tridimensional. Esta toxina posee un motivo estructural CS-a/( estabilizado por tres
enlaces disulfuro.

En afios recientes los canales SK2 y SK3 han cobrado relevancia ya que se ha reportado que
la inhibicién de los canales SK3 disminuye la migraciéon celular. Considerando que la tamapina
tiene una gran afinidad por los canales SK2 y que los canales SK2 y SK3 son similares, se propuso
utilizar esta toxina para estudiar su interaccién con dichos canales.

Para mejorar la interaccién con los canales SK3 se han planteado una serie de mutantes.
Hasta la fecha la mutante que mejor6 notablemente su interacciéon con los canales SK3 es la doble

mutante E25K /K27E.

En el presente trabajo se purificd la tamapina con las mutaciones E25K/K27E/P30K
mediante diversas técnicas cromatograficas. Su estructura fue determinada mediante Resonancia
Magnética Nuclear.
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Antecedentes

La tamapina es una toxina peptidica que proviene del veneno del alacréan rojo de la India
Mesobuthus tamulus. Pertenece a la familia de las a-K'Tx que bloquean los canales i6nicos de
K" activados por Ca*" de baja conductancia (SK). En el 2002 Pedarzani y colaboradores [1]
describieron por primera vez su purificacién y caracterizaciéon farmacologica. En este mismo
estudio se realizaron pruebas electrofisiologicas entre diversas toxinas de la familia a-KTx y los
canales i6nicos SK1, SK2 y SK3. La tamapina resulté tener mayor afinidad con el canal SK2.

En el 2005, Andreotti y colaboradores [2| publicaron modelos in silico de la interaccion
de los canales SK2 y SK3 con la tamapina. Ambos modelados sugieren que los canales SK2 y
SK3 interaccionan con la tamapina en la regiéon de la hélice a. A partir de este estudio se sugirio
que las principales interacciones para la union de la tamapina a los canales SK2 estdn dadas por
cuatro puentes de hidrégeno que involucran los residuos de tamapina R6, R13, Y31. De igual
forma se reportan varias interacciones electrostaticas a través de los residuos R13, R7 y K20.

En el 2014 Ramirez y colaboradores [3] reportaron la estructura tridimensional de la
tamapina recombinante obtenida por Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Se observo que
posee un motivo estructural CS-a/f estabilizado por tres puentes disulfuro entre sus 6 cisteinas
(C3—Ca1, Cg—Cos y C12—Cag). En esta estructura los residuos L5-S14 forman la hélice o y los
residuos L18-122 a E25-P30 forman dos hebras 3 antiparalelas. La estructura tridimensional de la
tamapina se muestra en la Figura 1.

Fig. 1: Estructura tridimensional de la tamapina recombinante. Exhibe un motivo estructural CS-a;/8 estabilizado por
tres puentes disulfuro (indicados de color amarillo) entre sus 6 cisteinas. Codigo PDB: 2LU9.




INTRODUCCION

En este mismo trabajo se disenaron las mutantes R6A, R7A, R13A y R6A/R7A y se
estudi6é su actividad citotoxica sobre células con canales SK2. Dichas mutantes mostraron un
efecto citotoxico similar al de la toxina con secuencia nativa, por lo que se concluyd que estos
residuos no son esenciales para esta actividad. Se demostr6é que las interacciones sobre la hélice a
no eran determinantes para la actividad citotéxica de la tamapina.

En afios recientes se report6é que la inhibicién de los canales SK3 disminuye la migracion
celular [4]. Estudios previos respaldan la relacién que existe entre la migracion celular y la
sobreexpresion de los canales SK3 [5]. Considerando que la tamapina tiene una gran afinidad por
los canales SK2 y que los canales SK2 y SK3 son similares, se propuso utilizar esta toxina para
estudiar su interaccién con dichos canales. A partir de los resultados de estos estudios se pretende
crear una toxina que incremente su afinidad por el canal SK3.

En el 2020 Mayorga y colaboradores [6] disefiaron 12 mutantes de tamapina. Las mutaciones
se realizaron en varios aminoacidos bésicos, dcidos y arométicos situados en la hebra (3. Con el fin
de incrementar la afinidad al canal SK3, se realizaron mutaciones en los residuos E25 y K27. Se
eligieron dichos residuos con base en el anélisis de la silatoxina, la cual tiene alta afinidad con
los canales SK3. Como resultado se obtuvieron las mutantes E25K, K27E y la doble mutante
E25K/K27E. A partir de los resultados electrofisiologicos se demostré que la doble mutante
E25K/K27E incrementa la afinidad a los canales SK3 respecto a la tamapina.

Debido a lo anterior se propuso el diseno de la mutante E25K/K27E/P30K con el objetivo
de seguir aumentando la similitud a la secuencia de la silatoxina. En la tabla 1 se muestran las

secuencias de la tamapina, la doble mutante de la tamapina, la silatoxina y la nueva mutante
E25K /K27E/P30K propuesta.

Proteina ‘ Secuencia 10 20 30

Tamapina | AFCNLRRCEL SCRSLGLLGK CIGEECKCVP

Tamapina E25K/K27E | AFCNLRRCEL SCRSLGLLGK CIGEKCECVP
Silatoxina | AFCNLRMCQL SCRSLGLLGK CIGDKCECVK

Tamapina E25K/K27E/P30K | AFCNLRRCEL SCRSLGLLGK CIGEKCECVK

Tabla 1: Secuencias de la tamapina, la doble mutante de la tamapina E25K/K27E, silatoxina y la triple mutante de la
tamapina E25K/K27E/P30K. El aminoacido mutado esta resaltado en rojo.
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Hipotesis

Es posible producir la triple mutante de la tamapina E25K/K27E/P30K purificada y en
cantidades suficientes para realizar los experimentos de Resonancia Magnética Nuclear bidimen-
sionales y poder determinar su estructura tridimensional.

Objetivo

Produccion heterdloga, purificaciéon y determinacion de la estructura tridimensional por
medio de Resonancia Magnética Nuclear de la triple mutante de la tamapina E25K/K27E/P30K.

Objetivos particulares

» Realizar la expresion de gen que codifica para la mutante E25K/K27E /P30K de la tamapina,
empleando como microorganismo huésped FEscherichia coli.

= Purificar la proteina mediante técnicas cromatogréficas.
» Caracterizar la proteina mediante espectrometria de masas.
= Determinar la estructura tridimensional de la proteina por medio de RMN.

» Comparar la estructura tridimensional de la doble mutante E25K/K27E con la triple
mutante E25K /K27E/P30K.




Parte 1

Marco teoérico




Capitulo 1

Biosintesis

1.1. Proteinas

Los aminoacidos juegan un papel clave en la gran mayoria de los procesos biologicos. De
forma general son moléculas que contienen un grupo carboxilo (~COOH) y un grupo amino
(—NHs). Los aminoécidos se clasifican de acuerdo a las ubicaciones de los grupos funcionales
estructurales centrales. En el caso de los aminoécidos-a el grupo amino y el grupo carboxilo
estdn unidos al mismo carbono, el cual se denomina carbono a. En la figura 1.1 se muestra la
estructura general de un aminoacido-o. Normalmente las proteinas estan constituidas inicamente
por aminoacidos-a.

H R 0O
\ I //
N—C—C
/ | \
H H O—H

Fig. 1.1: Estructura general de un aminoacido-o.

La identidad del aminoacido se define por su cadena lateral, comtinmente denominada
grupo R. Esta cadena determina las propiedades quimicas del aminoécido. Tanto los péptidos
como las proteinas estan formadas por la unién de aminoédcidos mediante enlaces peptidicos.
Un enlace peptidico es la unién covalente entre dos aminoacidos adyacentes en una cadena
polipeptidica. Este enlace se forma a través de una reaccién de condensacion entre el grupo amino
y el grupo carboxilo de dos aminoéacidos consecutivos, con la eliminacién de una molécula de
agua. En la figura 1.2 se muestra el esquema general de la formaciéon del enlace peptidico.




1.1 Proteinas

Enlace peptidico
Aminoéacido Aminoacido
H R H R
[ |
H—N—(|3—C N—C—?—O’
| | \ |
*H H O H O
H,0
Cadena polipeptidica
H R 0O R

[ | |
H—N—C—C—N—C—C—0"
(N |l

H H O H O

Fig. 1.2: Esquema general de la formacién de un enlace peptidico. |7]

Una proteina consiste en una o mas cadenas polipeptidicas plegadas y enlazadas de manera
especifica. Cuando una cadena polipeptidica esta estructurada y tiene una funcién definida se le
denomina proteina, sin importar la cantidad de aminoécidos (también llamados residuos). De
manera general, la funcion de la proteina se deriva de su estructura tridimensional [8]. Cada
proteina se puede describir de acuerdo con su estructura primaria, estructura secundaria y
estructura terciaria. Algunas proteinas adoptan una estructura cuaternaria.

A la secuencia lineal de aminoédcidos unidos mediante enlaces peptidicos se le llama
estructura primaria de la proteina. Hay 20 aminoacidos comunes que comprenden las estructuras
de las proteinas. Se pueden ordenar de acuerdo a su caricter alifatico, aromético, acido, basico,
etc.

A los arreglos espaciales estables de ciertos segmentos de una cadena polipeptidica que se
mantienen unidos mediante interacciones no covalentes como puentes de hidrogeno se les llaman
estructura secundaria. Estas interacciones sbélo se dan entre los &tomos de la cadena principal. Este
tipo de estructuras a menudo implican patrones estructurales repetidos. Los tipos de estructuras
secundarias més comunes son hélices o y hebras [3.

Las hélices o son giros regulares de 3.6 residuos de largo por cada giro estabilizadas por
interacciones entre el oxigeno del carbonilo y el NH. Estas interacciones son puentes de hidrégeno.
Hay algunas raras excepciones a este esquema general donde los puentes de hidrégeno pueden
ocurrir entre tres residuos (hélice 31¢) o entre 4.4 residuos (hélice 7). Estas estructuras son mucho
menos estables que las hélices o generales y normalmente no se ven favorecidas. Cualquiera de los
20 aminoécidos puede participar en una hélice o, pero algunos son mas favorecidos que otros. Ala,
Glu, Leu y Met se encuentran con mayor frecuencia en las hélices, mientras que Gly, Tyr, Ser y

6



1.2 Proteinas recombinantes

Pro tienen menos probabilidades de verse [9].

Las hebras {3 estan formadas por laminas paralelas y antiparalelas. Se dice que son paralelas
cuando corren en la misma direccién, es decir sus extremos N-terminal y C-terminal se emparejan
con los de la otra cadena. Esto permite la formaciéon de puentes de hidrégeno entre las aminas y
los carbonilos de los residuos de la cadena principal.

El plegamiento tridimensional de la proteina provocado por las interacciones no covalentes
intermoleculares entre las cadenas de aminoacidos se le llama estructura terciaria, la cual le confiere
la funcién y actividad biologica a la proteina en algunos casos. Esta estructura se encuentra
estabilizada por diversos tipos de interacciones tales como: interacciones hidrofébicas entre las
cadenas laterales no polares, puentes de hidrégeno, puentes salinos e interacciones entre grupos
aromaticos.

1.2. Proteinas recombinantes

Muchas proteinas de interés industrial, investigacién basica o con aplicaciéon terapéutica se
sintetizan en sistemas heterdlogos debido a la disponibilidad de las fuentes naturales o la dificultad
para obtener rendimientos suficientes. A las proteinas sintetizadas en una célula huésped se les
llaman proteinas recombinantes. Para producir una proteina recombinante primero se debe elegir
el sistema huésped, por lo que se debe investigar previamente las propiedades de la proteina
deseada. Cuando las proteinas no se encuentran modificadas post-traduccionalmente, las bacterias
son un sistema de expresion adecuado.

La expresion de una proteina recombinante requiere la insercién de un fragmento de ADN
en un vector de expresion el cual es transferido a células bacterianas competentes mediante un
procedimiento llamado transformaciéon. Posteriormente las células son cultivadas e inducidas
a expresar la proteina de interés. Para la produccién de proteinas recombinantes es necesario
considerar aspectos importantes como el diseno del vector, selecciéon de la cepa productora, el
cultivo bacteriano y el procedimiento de purificacién.

En términos generales Fscherichia coli (E. coli) es el sistema de expresion procarionte de
proteinas recombinantes méas empleado debido a que ha sido mejor caracterizado en términos de
su genética, fisiologia y sistemas de expresion. Debido a lo anterior se tienen varios vectores bien
establecidos para la produccion de proteinas de fusion [10]. Una proteina de fusiéon es una proteina
creada a partir de la uniéon de dos o mas genes que originalmente codificaban para proteinas
separadas. Una de las principales ventajas de la expresion de proteinas recombinantes es que la
proteina de interés se puede expresar como una proteina de fusién que contenga etiquetas o sitios
especificos que facilitan considerablemente la identificacién y purificacién de la proteina. De igual
forma se mejora tanto el nivel de expresion como la solubilidad.

Existen una amplia variedad de vectores disponibles para la expresiéon de proteinas. Su
eleccién depende del tipo de cepa bacteriana que se empleara, el tipo de etiqueta que contendré
la proteina de fusién, el nivel deseado de expresion, etc. Generalmente los vectores de expresion
contienen las secuencias de un gen de resistencia a los antibiéticos, de un promotor, del origen de
replicacion y una region donde se inserta el fragmento de ADN ajeno.
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La ARN polimerasa reconoce el promotor e inicia la transcripciéon. Uno de los promotores
mas empleados es el promotor tardio del bacteriofago T7 [11]. Se emplean cepas bacterianas
modificadas genéticamente, que en su genoma se ha insertado el gen que codifica la ARN
polimerasa T7 del bacteriéfago T7 bajo el control del operén lac. La transcripciéon inicia solo
cuando se agrega al medio de cultivo lactosa o su anélogo el Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside
(IPTG). En primera instancia se sintetiza la ARN polimerasa T7 para posteriormente iniciar la
transcripciéon y traduccion de la proteina de interés.

Los vectores pET, estan diseiados con los elementos mencionados en el parrafo anterior,
adicionalmente integran a la proteina de interés una etiqueta de 6 histidinas que facilita la
purificacién de la proteina de interés. Normalmente las etiquetas pueden interferir con la estructura
y funcién de la proteina recombinante. En este vector se han incorporado secuencias que codifican
para diferentes sitios que reconocen enzimas proteoliticas que permiten la escision precisa de la
etiqueta de histidinas de la proteina de interés, por lo que dichas etiquetas se eliminan después de
la expresion y durante la purificacion de la proteina recombinante. Tal es el caso de la enterocinasa,
el factor Xa, trombina o la proteasa Tobacco Etch Virus (TEV).

La eleccién de la cepa a emplear es relevante, ya que esté intimamente relacionada con la
expresion de la proteina. Actualmente existen diferentes tipos de cepas de E. coli genéticamente
alteradas segin su idoneidad de la expresién de genes extranos. Generalmente, se emplean cepas
con baja tasa de mutacién o de inserciéon de secuencias provenientes del plasmido. Debe ser
deficiente de proteasas naturales y mantener la estabilidad plasmidica [10]. Para elegir una cepa
adecuada es necesario considerar aspectos tales como el tamano de la proteina de fusion, la
presencia de puentes disulfuro, etc. En la tabla 1.1 se muestran las caracteristicas con las cepas
de E. coli méas empleadas para la produccién de proteinas recombinantes. También se indica la
resistencia a antibioticos de cada cepa.
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. . . istenci
Cepa de E. coli | Derivado Descripcion Res.ls. ‘er.1c1a a
antibiético
Menos degradaciéon de protea-
BL21 B&34 sas de la proteina recombinan- X
te.
BL21(DE3) B834 ?;{presmn bajo el promotor »
Promover la formaciéon de Ranamicina
Origami™ K-12 . Estreptomicina
puentes disulfuro. . .
Tetraciclina
Expresion de proteinas de eu-
Rossetta™ BL21 cariontes que contienen codo- | Cloranfenicol
nes raros para F. coli.
Mejora la formacion de enlaces | Kanamicina
. . . disulfuro en el citoplasma de E. | Estreptomicina
— TM -
Rosseta-gami Origami (K-12) coli y proporcionan seis RNAt | Tetraciclina
de codones raros. Cloranfenicol
C41(DE3) BL21(DE3) S.obreexpresmn de proteinas t6- »
xicas.
C43(DE3) BL21(DE3) xpresion de proteinas de o
membrana y globulares.

Tabla 1.1: Caracteristicas de las cepas de E. coli cominmente utilizadas para la clonacién y expresion de proteinas
recombinantes. [12, 13]

La biosintesis de proteinas recombinantes presenta una gran ventaja cuando se desea
producir una proteina que se encuentre en la naturaleza en poca cantidad. Tal es el caso de
algunas proteinas de interés contenidas en el veneno de ciertos animales.

1.3. Toxinas de alacran

Existen aproximadamente 1500 especies de alacréan diferentes. Alrededor de 25 de estas
especies representan un peligro mortal para el ser humano. El motivo por el que algunas especies
sean tan letales es debido a la composiciéon de su veneno. Su veneno esté constituido por diversos
compuestos entre los que destacan sales, moléculas organicas, proteinas y toxinas. Las picaduras
de alacran causan una amplia gama de afecciones, desde lesiones cuténeas graves al colapso
neurolégico, respiratorio y cardiovascular [14]. Los efectos neurotoxicos que desencadenan las
toxinas del veneno en los mamiferos se producen debido al bloqueo directo o la modulacién de los
canales i6nicos [15].

Al grupo de toxinas que bloquea los canales i6nicos de K se les denomina KTx. Este
grupo de toxinas se clasifica en 6 familias, o, 3, v, d, Ay & [16]. En la tabla 1.2 se describen
algunas caracteristicas de las principales familias de toxinas que bloquean este tipo de canales
i6nicos.
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Familia

Caracteristicas

a-KTx

o Estan conformadas por menos de 40 aminoacidos.
o Bloquean principalmente canales i6nicos de K dependien-
tes del voltaje o dependientes de Ca?".

B-KTx

o Estan conformadas de 47 a 84 aminoéacidos.

o Contienen tres puentes disulfuro con dos dominios reconoci-
bles. El extremo N-terminal confiere actividad citolitica de la
toxina. El dominio en el extremo C-terminal es responsable
de la capacidad de bloqueo del canal de K.

v-KTx

o Estan conformadas de 36 a 47 aminoéacidos.
o Interactian especificamente con los canales humanos ERG.

rk-KTx

o Estan conformadas de 22 a 28 aminoéacidos.
o Adoptan una estructura formada por dos hélices o paralelas
unidas por dos puentes disulfuro.

A-KTx

o Estan conformadas por menos de 40 aminoacidos.
o Conforman un motivo estructural tipo nudo inhibitorio de
cisteinas o inhibitor cystine knot (ICK).

Tabla 1.2: Resumen de las caracteristicas de las principales familias de las toxinas que bloquean los canales i6nicos de

K+ [17].

Las a-KTx comparten un motivo estructural caracteristico, llamado motivo estructural
o/ 3 estabilizado con cisteina (CS-a/3) en donde la hélice a se conecta a dos hebras  antiparalelas
mediante puentes disulfuro. Un ejemplo de este tipo de estructura se observa en la figura 1.3
donde se representa la estructura tridimensional de la silatoxina que pertenece a la familia de las
a-KTx. En la figura se muestran los 3 puentes disulfuro formados entre sus 6 cisteinas (C3—Ca1,

CgCap y C12-Cag)

Fig. 1.3: Estructura tridimensional de la silatoxina. Los puentes disulfuro se muestran de color amarillo. Codigo PDB:

1SCY.
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1.3 Toxinas de alacran

1.3.1. Canales i6nicos

Los canales i6nicos son proteinas transmembranales formadas por multiples subunidades
de proteinas a través de los cuales los iones pueden moverse a través de la membrana celular. Al
momento que las especies i6nicas atraviesan el canal, hay poca interacciéon con la proteina que
conforma el canal debido a que el canal sufre pocos cambios conformacionales para permitir el
paso de los iones.

Se han descrito diferentes tipos de canales idnicos. Su activaciéon brinda una manera
conveniente de categorizar la amplia gama de canales y las similitudes en el comportamiento
de activacion a menudo se correlacionan con mecanismos estructurales compartidos [18]. La
activacion de los canales constituye uno de los medios més importantes para controlar la funcion
del canal. Gran parte de los canales son selectivos a iones especificos, dicha especificidad depende
del tamano de los poros y de la presencia de filtros en su entrada. Algunos canales son dependientes
de la diferencia de potencial y consisten principalmente en canales de sodio (Na™), potasio (K™)
y calcio (Ca?").

1.3.2. Canales i6nicos de potasio

Los canales de potasio conforman una de las superfamilias mas grandes y diversas de
los canales i6nicos. Estos canales son tetrameros de subunidades peptidicas individuales que
transportan selectivamente K a través de la membrana celular. Dichos canales hiperpolarizan
células, fijan el potencial de membrana y controlan la duracién de los potenciales de acciéon, entre
otras funciones [19]. Para distinguir los distintos tipos de canales que se encuentran reportados se
considera principalmente el mecanismo mediante el cual éstos se abren. Existen cuatro principales
familias de canales i6nicos de potasio.

Canales activados por voltaje (Kv)

Canales rectificadores internos (Kir)

Canales de dos poros (K2P)

Canales activados por calcio (KCa)

Los canales de K™ activados por Ca®" (KCa) de baja conductancia se les denominan canales
SK. El ion Ca?" interactia con una gran variedad de proteinas y participa en la regulacion de un
extenso numero de vias de transduccién de senales, por lo que las células regulan estrictamente la
concentracion intracelular de Ca?". Los canales de K activados por Ca?’ de baja conductancia
utilizan el Ca?" para regular su apertura y cierre y para apoyar la capacidad de la célula de
regular la cantidad de Ca?" que se permite entrar. Estos canales se abren cuando hay una baja
concentracién de calcio lo cual provoca una hiperpolarizacién del potencial de membrana y
cambios en la excitabilidad celular.
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1.3 Toxinas de alacran

Los canales SK estan divididos en 4 miembros principales: SK1, SK2, SK3 y SK4/1K1[20].
Se le considera de gran interés esta familia debido a las zonas donde se expresan. Los miembros
SK1 y SK2 se expresan principalmente en la neocorteza, el hipocampo, la amigdala, el cerebelo y
el tronco del encéfalo. El miembro SK3 se expresa en gran medida en el mesencéfalo, el tdlamo, el
cerebelo y el hipotalamo. El miembro SK4/IK se expresa principalmente en la sangre, células
epiteliales y en algunas neuronas periféricas [21]|. Entre las principales funciones de los canales
SK se encuentra la regulacion de las propiedades de disparo neuronal, el flujo sanguineo y la
proliferacion celular [20)].
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Capitulo 2

Purificacion

La purificacién de proteinas es una técnica esencial en la investigacion bioquimica y
de diversas areas y fundamentales en la mayoria de los procesos biolégicos. Para estudiar y
comprender sus funciones, es necesario obtener proteinas puras, estructuradas y en cantidades
suficientes para su anélisis. La purificacién de proteinas implica una serie de pasos para separar
la proteina de otros componentes celulares y posteriormente concentrarla y estabilizarla. La
importancia de la purificaciéon de proteinas radica en su capacidad para proporcionar informaciéon
valiosa sobre su estructura y funcién. El estudio de las proteinas permite su uso en diversas
aplicaciones biotecnologicas y farmacéuticas. A continuaciéon se hara mencion de los métodos més
comunes utilizados en la purificacion de proteinas y los desafios que se presentan en este campo.

Existen muchos enfoques de purificaciéon que se pueden emplear para aislar proteinas. Las
propiedades de las proteinas son muy diversas, por lo que la estrategia de purificaciéon varia
dependiendo de la proteina de interés. Uno de los factores que mas influyen en el proceso de
purificaciéon es la forma de obtenerlas. Pueden obtenerse de su fuente natural o por métodos
recombinantes.

La purificacion de proteinas de su fuente natural es un proceso dificil debido a su complejidad
estructural y la diversidad de proteinas presentes en las células o tejidos. Las proteinas a menudo
se encuentran en bajas concentraciones en las muestras biolégicas, lo que requiere técnicas
de enriquecimiento y concentracion. Ademaés, las proteinas pueden tener propiedades fisicas y
quimicas similares, lo que dificulta su separacién. El proceso de purificaciéon es complicado y
costoso, y requiere el uso de multiples etapas y técnicas de separacién para obtener una muestra
pura.

Cuando la proteina de interés es recombinante y se produce en microorganismos como E.
coli por lo general el proceso de purificacién inicia con la ruptura de la célula. En este proceso se
rompe la pared y la membrana celular para liberar materiales intracelulares como ADN, ARN,
proteinas y deméas componentes de una célula. Una vez que se rompen las células, las proteinas
pueden purificarse mediante diversos métodos.
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2.1 Métodos cromatograficos

2.1. Meétodos cromatograficos

La cromatografia es una técnica de separacion y purificacion de mezclas complejas en funcion
de las diferencias en sus propiedades fisicoquimicas. Se basa en el principio de la distribucién
diferencial de los componentes de la mezcla entre dos fases, una fase moévil y una fase estacionaria.

En una técnica cromatografica, la fase estacionaria es un material poroso que se coloca
en una columna o placa plana. La fase movil se hace pasar a través de la fase estacionaria. Los
componentes de la mezcla se separan en funcién de su afinidad por la fase estacionaria y la
fase movil. Los componentes que tienen mayor afinidad por la fase estacionaria se mueven mas
lentamente y se separan de los componentes que tienen mayor afinidad por la fase movil.

Existen diferentes tipos de técnicas cromatograficas, como la cromatografia de exclusién
molecular, la cromatografia de intercambio i6nico, la cromatografia de afinidad, cromatografia de
liquidos, etc. Cada una de ellas se utiliza para separar diferentes tipos de compuestos segin sus
propiedades fisicoquimicas. A continuacioén se explicard un poco mas a detalle la cromatografia
de afinidad y la cromatografia de liquidos de fase reversa.

2.1.1. Cromatografia de afinidad

La cromatografia de afinidad es una técnica de purificaciéon de una molécula especifica o
un grupo de moléculas de una mezcla. Hace uso de la interaccion especifica de la molécula de
interés con algin ligante inmovilizado en una matriz [22|. Cuando la muestra pasa por la columna,
la molécula de interés se une y se inmoviliza en la columna al mostrar afinidad por el ligante.
Posteriormente la molécula de interés es eluida mediante la adicién de una disolucién con una
alta concentracion del ligante libre.

Para la purificacion de proteinas se ha empleado con mucha eficiencia la cromatografia
de afinidad por iones metéalicos, donde se aprovecha la interaccién de ciertos iones, como lo son
Cu?", Ni?t y Zn?" con las cadenas laterales de ciertos aminoacidos. La histidina es el aminoacido
que presenta la mayor interaccion con los iones metalicos [22]. Una etiqueta de histidinas es una
secuencia de aminoécidos que se agrega a una proteina para facilitar su purificacion. La etiqueta
consta de varias histidinas consecutivas, generalmente de seis a diez, que se unen selectivamente
a una resina de los metales antes mencionados. [23]|. La resina se utiliza en una columna de
cromatografia de afinidad para aislar la proteina de interés de otras proteinas y materiales celulares.
Una vez que la proteina se ha unido a la resina, se lava para eliminar las impurezas, y luego se
eluye la proteina utilizando una solucién de alta concentracion de sales o un quelante de metales.
Comunmente se emplea imidazol.

La etiqueta de histidinas se puede eliminar posteriormente utilizando una enzima especifica
para liberar la proteina purificada. Esta es una de las etiquetas de afinidad més utilizadas en la
purificacién de proteinas. La inmovilizaciéon del ion metéalico se lleva a cabo empleando un agente
quelante que se une a un soporte estacionario lo cual resulta en la formaciéon de un complejo de
quelato metalico inmovilizado. A esta técnica especifica se le llama cromatografia de afinidad
metal-quelato (CAMQ).
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2.1.2. Cromatografia de liquidos en fase reversa.

La cromatografia de fase reversa separa las moléculas con base a su hidrofobicidad. Las
moléculas hidrofilicas se eluyen primero de una columna de fase reversa, mientras que las moléculas
fuertemente hidrofébicas se eluyen al final. Cuando se quiere realizar la separacién de péptidos o
proteinas generalmente se emplea una eluciéon por gradiente, utilizando dos fases méviles diferentes
[24]. La fase estacionaria en fase reversa es un material hidrofébico que se coloca en una columna
y consiste en particulas porosas de silice o de un polimero funcionalizado con grupos hidrofébicos,
como C18 o una cadena de longitud inferior.

La cromatografia en fase reversa se ha convertido en una de las técnicas mas empleadas
para la purificacion y el analisis de péptidos y proteinas debido a su gran capacidad de resolucion,
reproducibilidad y recuperacion [24]. Generalmente cualquier tipo de péptido con residuos
hidrofébicos se puede analizar con este tipo de cromatografia. Sin embargo, no solo se restringe a
péptidos, también se pueden analizar oligonucle6tidos, aminoacidos y otras moléculas organicas.

2.1.3. Ceriterios de pureza

Los criterios de pureza en proteinas son un conjunto de medidas que se utilizan para
evaluar la pureza de una muestra de proteina. Esta es esencial para la interpretacion precisa
de los resultados de cualquier experimento biolégico en el que se utilice la proteina, asi como
para garantizar que la proteina es segura para su uso en aplicaciones clinicas y farmacéuticas.
Algunos de los métodos mas comunes para determinar la pureza de una muestra de proteina son
electroforesis, Espectrometria de Masas (EM) y RMN.

2.1.3.1. Espectrometria de masas

EM es una técnica analitica que tiene como objetivo identificar un compuesto a partir de
la masa molecular de sus constituyentes. El principio basico de esta técnica es generar iones a
partir de compuestos organicos o inorganicos mediante cualquier método adecuado, separar los
iones por su relacion masa-carga (m/z) y detectarlos de forma cualitativa y cuantitativa mediante
sus respectivos valores de m/z y abundancia [25].

Se emplea cominmente en la purificaciéon de proteinas para identificarlas y caracterizarlas.
La EM puede caracterizar proteinas especificas en la muestra basandose en su masa molecular,
que es una propiedad tnica de cada proteina. Es capaz de medir masas moleculares con precisiones
de masa dentro del 0.01 % de la masa calculada [26]. Es una técnica empleada como criterio de
pureza cuando se obtiene un tnico ion molecular. La presencia de otro ion molecular implica que
la proteina no esta pura.
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2.1.3.2. Electroforesis

La electroforesis es un término general que describe la migraciéon y separacion de particulas
cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico [27]|. La movilidad de la particula iénica esta
determinada por el tamano, la forma y la carga de la misma. Cuando la separacién se realiza
utilizando una corriente eléctrica aplicada a una matriz de gel se le denomina electroforesis en
gel. Esta técnica se utiliza para la separacién de biomoléculas, especialmente 4cidos nucleicos y
proteinas.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio o sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) por sus siglas en inglés se basa en la
diferente migracion de proteinas en un gel bajo un campo eléctrico debido a su peso molecular. En
este proceso primero se realiza la desnaturalizaciéon de las proteinas utilizando dodecilsulfato de
sodio (SDS). Este es un detergente que rompe las interacciones débiles de las proteinas, obteniendo
Unicamente su estructura primaria. Ademéas provoca una carga negativa neta en las proteinas. Al
aplicar el campo eléctrico las proteinas migran a través del gel. La velocidad de migracion y la
distancia dependen de su peso molecular. En muchos casos este procedimiento ha demostrado ser
un método muy util para determinar el ntimero y el tamano de las proteinas en una muestra. En
algunos casos puede emplearse como criterio de pureza.
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Capitulo 3

Determinacion de la estructura tridimensional

3.1. Resonancia Magnética Nuclear

La RMN es una técnica espectroscopica que permite determinar la estructura tridimensional
de una molécula. Esta técnica es cominmente empleada en el estudio de proteinas, ya que provee
informacion a nivel atémico sobre estos sistemas. El principio de esta técnica es la interacciéon entre
la radiacién electromagnética de radiofrecuencia con los espines nucleares de 4tomos expuestos a
una fuente de campo magnético. Al colocar una muestra en un campo magnético y someterla a
una frecuencia de radiacién adecuada, los niicleos de la muestra absorben energia. Después de
la absorcién de energia por los nicleos, el periodo de tiempo y la forma en que éstos disipan la
energia se obtiene informacién sobre una variedad de procesos dinamicos.

Es importante mencionar que esta técnica se utiliza como criterio de pureza. Cuando un
compuesto no esta puro, se observan sefiales con integraciones diferentes y un incremento en el
traslape de senales. Cuando son dos compuestos los que estan impuros, rara vez se encuentran en
la misma proporcién de concentraciones; este hecho hace que sea posible asignar las seniales de
cada una de las impurezas. Los compuestos que se analizan por RMN para la obtencion de sus
estructuras requieren de una pureza superior al 95 %.

3.1.1. Espin nuclear

Una particula giratoria posee una propiedad llamada momento angular; este puede visuali-
zarse como un vector que apunta a lo largo del eje sobre el que gira la particula. El momento
angular de espin, llamado espin, es una forma de momento angular. Es una propiedad intrinseca
de las particulas subatomicas. Cada particula elemental tiene un ntimero particular para el nimero
cuantico de espin S. El nimero cuéntico de espin nuclear se denomina convencionalmente I. Los
espines de los nucleos se forman combinando los espines de los protones y neutrones. Los isétopos
con numeros de masa pares tienen un espin entero y los isétopos con numeros de masa impares
tienen un espin medio entero. Cuando los is6étopos tienen un nimero de masa par pueden ocurrir
dos casos:
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3.1 Resonancia Magnética Nuclear

= Si los niimeros de protones y neutrones son pares, el espin nuclear es I=0 y no se detectan
en RMN.

= Si los nimeros de protones o neutrones son impares el espin nuclear es diferente de cero.

Los nicleos con espin I = % son los de mayor importancia en espectroscopia de RMN; ya que
son nucleos que tienen forma esférica y propiedades magnéticas convenientes [28]. En el caso del
hidrégeno el isétopo més abundante es 'H tiene espin de 1/2. En cambio, el isétopo de carbono

que tiene espin de 1/2 es el menos abundante 13,

3.1.2. Desplazamiento quimico

La frecuencia de absorciéon observada depende de la intensidad del campo magnético. Los
espectros de RMN pueden aplicar diferentes intensidades de campo magnético y, en consecuencia,
obtener distintos valores de frecuencia de absorcion. Para facilitar la comparacion de los espectros
obtenidos con diferentes intensidades de campo, el efecto de la intensidad del campo se elimina
al convertir todas las frecuencias a una escala unidimensional. Dicha escala se denomina despla-
zamiento quimico (0) y tiene unidades de partes por millon (ppm). Esta escala se define en la
ecuacion (3.1) donde vy es una frecuencia de referencia.
v—1y

§ = x 10° (3.1)

Yo

El tetrametilsilano (TMS) se utiliza como referencia en espectroscopia de RMN de 'H y 13C. La
conversion de frecuencia a desplazamiento quimico hace que la posicion de la linea espectral sea
independiente de la intensidad del campo magnético. Al efecto local que generan los electrones
cercanos al nucleo frente al campo magnético externo se le llama apantallamiento. Es debido a
este efecto que se observan variaciones en el desplazamiento quimico entre ntcleos de la misma
especie. Por lo tanto, el desplazamiento quimico depende del ambiente quimico de cada nicleo.

3.1.3. Efecto Nuclear Overhauser

El Efecto Nuclear Overhouser o Nuclear Overhouser Effect (NOE) es uno de los efectos
clave para la obtencién de estructuras de moléculas, especialmente biomoléculas en solucién
mediante espectroscopia de RMN. Este efecto es consecuencia del acoplamiento dipolar. Se
define como el cambio de intensidad de la resonancia de un nicleo cuando las transiciones de
otro nucleo son perturbadas por irradiacion [29]. El cambio en la intensidad corresponde a un
aumento en moléculas pequenias o una disminucién en moléculas grandes. La detecciéon de un
NOE apreciable entre dos espines indica que hay una distancia internuclear relativamente corta
entre ellos, generalmente menor a 5 A. La mayor utilidad del NOE es la obtencion de informacion
sobre las conformaciones moleculares. Esto se logra al saturar selectivamente la magnetizacion de
un protén especifico en la molécula y monitoreando los cambios en la intensidad de las resonancias
de los protones cercanos o mediante un experimento en 2D llamado NOESY.
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3.2 RMN de proteinas

3.2. RMN de proteinas

Con RMN se puede determinar la estructura tridimensional de moléculas complejas como
péptidos y proteinas. En el estudio de proteinas una de las principales ventajas de esta técnica
es que las muestras se pueden estudiar en disolucién, lo cual permite su estudio en condiciones
fisiologicas.

Si la molécula es pequena, la determinaciéon del desplazamiento quimico de cada hidrégeno
puede ser suficiente para la determinacion estructural de la molécula. A medida que se incrementa
el namero de nicleos, la sobreposicién de sefiales aumenta provocando que varias senales se
traslapen e impidan una interpretacion rapida de los espectros. Sin embargo, los espectros
unidimensionales nos brindan informaciéon importante sobre el plegamiento de la proteina.

Cuando una proteina no esté plegada se espera que la cadena polipeptidica no posea puentes
de hidrégeno que generan la estructura secundaria. Por lo tanto, se obtiene un desplazamiento
quimico similar para todos los protones que es equivalente a aminoéacidos libres resultando en un
ctimulo de senales entre 7-8 ppm aproximadamente. En cambio, cuando la proteina esta plegada,
cada hidrbégeno en la estructura tridimensional posee un entorno quimico generando una gran
dispersion de senales de protén particulares para una proteina plegada. En la figura 3.1 se muestra
un espectro de 'H de una proteina plegada.

Alifaticos

Metilos
Protones alfa Ha ’ .
Pr——

Protones de amida NH

Protones aroméaticos y

de cadena NH
———

10.5 100 95 9.0 85 80 75 70 65 60 55 5.0 40 35 3.0 25 2.0 15 1.0 05 0.0
H ppm

Fig. 3.1: Espectro 'H donde se indican los desplazamientos quimicos frecuentes de los diferentes protones de los
aminoacidos [30].
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3.2 RMN de proteinas

3.2.1. RMN bidimensional

Para obtener un espectro RMN unidimensional se llevan a cabo dos pasos: preparaciéon y
deteccion. El periodo de preparaciéon consiste en un solo pulso de radiofrecuencia, que se utiliza
para excitar los espines nucleares. Durante el periodo de deteccién la magnetizaciéon excitada
evoluciona con respecto al tiempo e induce una senal en el receptor, a lo que se le denomina
decaimiento libre de la induccién. Para obtener un espectro RMN bidimensional se agregan dos
pasos, el periodo de evolucién y el periodo de mezcla. Finalmente para la adquisicién de un
espectro bidimensional se generan una serie de datos unidimensionales en los que cada espectro
se asocia con un valor particular de la variable de tiempo mediante incrementos constantes en
donde la senial es modulada por una segunda frecuencia.

3.2.1.1. COSY

Correlation Spectroscopy (COSY) o Espectroscopia de Correlacion es el primer experimento
bidimensional y el més simple. Correlaciona un protén con otro a través de un acoplamiento
escalar que puede ser de 2 enlaces (germinal), 3 enlaces (vecinales) o, en casos raros, 4 o 5 enlaces
(largo alcance) [31]. Existen varios método para registrar los espectros COSY. Estos van desde el
simple COSY-90, que proporciona poco mas que informacién y conectividad cualitativa, hasta
los métodos més sensibles a la fase, como DQF-COSY que puede dar valores de constantes de
acoplamiento [32].

3.2.1.2. TOCSY

Total Correlation Spectroscopy (TOCSY) o Espectroscopia de Correlacion Total tiene
muchas similitudes con el experimento COSY. Por ejemplo, la correlacion depende del acoplamiento
escalar. Sin embargo, en el experimento TOCSY se puede observar la correlacion entre protones
atn cuando no hay un acoplamiento directo entre ellos. El experimento utiliza el periodo de mezcla
para transferir hasta dénde se pueden observar las correlaciones en la cadena de acoplamiento.
Un TOCSY con un tiempo de mezcla cercano de 10 ms produce so6lo correlaciones de espines
directamente acoplados (al igual que en COSY), en un TOCSY de 80 ms es posible que todos
los protones en el sistema de espin estén correlacionados. En el estudio de las proteinas, cada
aminoacido representa un sistema de espin.

3.2.1.3. NOESY

Nuclear Overhouser Spectroscopy (NOESY) o Espectroscopia del Efecto Nuclear Overhau-
ser es un experimento bidimensional que correlaciona protones a una distancia de 5 A 0 menos
que estan acoplados dipolarmente. El experimento es una exploracion de la estructura local, revela
informacién sobre la conformacién y el plegamiento de proteinas. Los experimentos NOESY se
utilizan ampliamente para la determinacion de los efectos nucleares Overhauser homonucleares
(IH—IH). El NOE forma parte importante del procedimiento de asignacion secuencial, haciendo
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3.2 RMN de proteinas

el vinculo entre los protones a través del enlace peptidico. Los experimentos NOESY son de
naturaleza no selectiva y, por lo tanto, todos los NOEs se mapean en un solo experimento.
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Capitulo 4

Metodologia

En la figura 4.1 se observa el diagrama de la metodologia empleada para la obtencion
y purificacion de la tamapina con las mutaciones E25K/K27E/P30K. Dicha metodologia fue
previamente optimizada para un trabajo atin no escrito.

Transformacion de células
de la cepa Rosetta de
E. coli

\J N
Expresion de la proteina de
fusion

S

—_—
Rompimiento de la célula
v v
Sobrenadante Parte sedimentada

- @@

¥y
No retenido en la Cromatografia de afinidad .
Retenido en la columna
columna metal-quelato (I) ‘

L

(

Corte con TEV

Retenido en la columna

Cromatografia de afinidad N No retenido en la
metal-quelato (IT) columna

| S |

v

Cromatografia de liquidos I Andlisis por
(HPLC) espectrometria de masas

v
Corte con CNBr
Cromatografia de liquidos IT Andlisis por
(HPLC) espectrometria de masas

v
Experimentos RMN

Fig. 4.1: Diagrama general del proceso de produccién y purificacién de la proteina recombinante de la tamapina con
las mutaciones E25K/K27E /P30K.
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En este trabajo se utilizo el plasmido pET-32a(+) el cual se muestra en la figura 4.2

BamHI KpnI
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5900 bp

S
&

Fig. 4.2: Plasmido pET-32a(+) utilizado para la expresiéon de la proteina recombinante de la tamapina con las
mutaciones E25K /K27E /P30K.

El plasmido antes mencionado contiene la secuencia que codifica para la proteina de fusion,
la cual esta constituida de 192 aminoacidos y tiene un peso molecular de 20.9 KDa. En la figura
4.3 se muestran sus principales regiones. Contiene un dominio de tiorredoxina, una etiqueta de 6
histidinas, un sitio de 6 aminoacidos que reconoce la proteasa TEV y la secuencia de la toxina de
interés. La secuencia de la triple mutante de la tamapina contiene glicina (G) y metionina (M)
que posteriormente se eliminan mediante una reacciéon con bromuro de cianégeno (CNBr).

Tiorredoxina HHHHHH ENLYFQ GM-mutante

Fig. 4.3: Esquematizacion de la proteina de fusiéon. Se indican cuatro regiones de izquierda a derecha. La tiorredoxina,

la etiqueta de 6 histidinas, la secuencia del sitio de corte con la proteasa TEV y la triple mutante con terminacion GM
en N-Terminal.
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4.1 Transformacion

4.1. Transformacion

Se inicio el trabajo experimental con el pladsmido de la triple mutante previamente construido
y purificado. El primer paso que se llevd a cabo fue la transformacion del vector en la cepa
Rosetta™ de E. coli. Se siguio el siguiente protocolo.

1. Agregar 1 pL del plasmido a células competentes y mezclar suavemente.
2. Mantener en un bafio de hielo durante 30 minutos.
3. Someter a choque térmico durante 45 segundos a 42 °C.

4. Agregar 200 pL de medio Luria-Bertani (LB) liquido y estéril e incubar durante 1 hora a
37 °C.

5. Sembrar las células en caja petri con medio LB s6lido con ampicilina y cloranfenicol.

6. Dejar incubando la caja a 37 °C por 12-18 horas.

4.2. Expresion

Para realizar la expresion de la proteina de fusién correspondiente se prepar6é medio LB de
cultivo con ampicilina y cloranfenicol. La composicion del medio de cultivo y todas las disoluciones
empleadas en la purificacion se muestran en el Apéndice A. Primero se prepar6 un preinoculo
de 100 mL con las células previamente transformadas. Se dej6 crecer a 37 °C durante 16 horas.
Posteriormente se tomaron 45 mL y se colocaron en un matraz Fernbach con 1.5 L. del medio
antes mencionado. Este procedimiento se repitié una vez mas para tener un total de 3 L de cultivo.
Durante el crecimiento se monitoreé la densidad 6ptica a 600 nm. Una vez alcanzado el valor de
0.7 se detuvo la incubacion y se realizé la induccién con IPTG a 0.5 mmol L', Una vez realizada
la induccién se dej6é incubando por 6 horas a 37 °C. Posteriormente se centrifugd el medio de
todos los matraces a 6500 x g durante 7 minutos a 4 °C.

4.3. Purificacion

Para monitorear la purificacién se tomaron muestras en distintos pasos determinantes del
proceso. El control se realizo6 mediante SDS-PAGE. Se utiliz6 el marcador de peso molecular
Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards. Se realizo en un gel al 15 % de poliacrilamida en
condiciones reductoras.
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4.3 Purificacion

4.3.1. Lisis celular

La porcién sedimentada que se acumulé durante la centrifugacion o pellet fue resuspendida
en 30 mL de soluciéon amortiguadora de lisis por cada gramo de pellet obtenido. La lisis celular se
realizd por medio de choques sénicos a una potencia de 55 W utilizando pulsos de 10 segundos y
descansos de 20 segundos hasta completar un tiempo final de 10 minutos en un bano de hielo.
Posteriormente el lisado fue centrifugado durante 45 minutos a 16000 x g. Finalmente se conservo
el sobrenadante.

4.3.2. Cromatografia de afinidad metal-quelato (CAMQ I)

La fraccion soluble fue filtrada con membrana Durapore® de 0.45 ym. Posteriormente se
suministré en una columna HiTrap" cargada con Ni**. Una vez retenida la proteina de fusion en
la columna se realiz6 un lavado con una solucién amortiguadora de lisis para eluir las proteinas
con baja afinidad. La proteina de fusién se obtuvo al realizar distintos lavados de solucién
amortiguadora de elucién con diferentes concentraciones de imidazol (50, 300 y 500 mmol L1).

Una vez recolectada la proteina se realiz6 una dialisis utilizando una solucién amortiguadora
de corte con TEV. Una hora después de haber iniciado el procedimiento se realiz6 un cambio de
soluciéon amortiguadora. La dialisis se llevé a cabo hasta completar un tiempo de 16 horas. Esto
se realiz6 utilizando una membrana de dilisis Spectra/Por® de 12 a 14 kDa.

4.3.3. Corte con TEV

Para realizar el corte enzimatico se utilizo la proteasa TEV. El sitio de reconocimiento
optimo para esta enzima es la secuencia [ENLYFQ(G)| y la escision se produce entre los residuos
de glutamina (Q) y glicina (G). Dicho corte se realizé para retirar la tiorredoxina y la etiqueta de
histidinas de la proteina de fusién.

Para llevar a cabo el corte enzimatico se utiliz6 la solucién amortiguadora de corte de
TEV. Se agregd 1 mg de TEV por cada 50 mg de proteina de fusién. Posteriormente se dejo
en agitacion durante 16 horas a 4 °C. Una vez completado el corte se centrifugd la mezcla de
reacciéon durante 11 minutos a 14000 x g y se decant6 el sobrenadante. Finalmente se filtré con
una membrana Durapore® de 0.45 pm.

4.3.4. CAMQ II

La mezcla de reaccion se colocd en reflujo por la columna de afinidad metal-quelato durante
4 horas. Una vez retenido el fragmento de etiqueta de histidinas se almacend la mezcla de reaccion
que contenia la fraccion de la proteina. Posteriormente, la mezcla de reaccion se hizo pasar a
través de una columna de extraccion en fase solida Strata® para concentrar la muestra. Con
el fin de eluir la muestra se utilizaron disoluciones a diferentes concentraciones de acetonitrilo
(ACN) y agua. Las fracciones recuperadas fueron liofilizadas.
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4.4 Determinacion de estructura

4.3.5. Cromatografia de liquidos en fase reversa

La proteina es purificada por cromatografia de liquidos de fase reversa. Se hace pasar por
una columna de fase reversa Phenomenex Jupiter® Proteo C12 con un tamaiio de particula de
4 pm y poro de 90 A acoplada a un sistema HPLC. Se midi6 la absorbancia a 230 nm. Como
eluyente se emplea un gradiente de ACN y agua, ambos con 0.05% de acido trifluoroacético
(TFA). Se colectaron los picos mas abundantes. Posteriormente, se liofilizaron las muestras para
caracterizarla por Espectrometria de Masas.

4.3.6. Corte con CNBr

Para realizar el corte de los aminoacidos glicina (G) y metionina (M) en el extremo
N-terminal de la toxina, se utiliz6 CNBr. Para realizar el corte se disolvi6 la proteina hasta
alcanzar una concentracion de 10 mg por cada mL de la mezcla de reaccion. La mezcla de reaccion
debe estar compuesta por agua desionizada y TFA con una relaciéon 1:1. Por cada equivalente de
proteina se agregaron 120 equivalentes de CNBr.

La reaccién de corte se llevd a cabo en atmosfera inerte de No durante 16 horas con
agitaciéon constante. Al terminar la reaccion de corte se agregd agua desionizada hasta alcanzar
un valor de pH igual a 2. Una vez obtenido este valor se pasé la muestra por una columna de
extraccion en fase solida Strata® para concentrar la muestra. El siguiente paso fue liofilzar la
muestra y purificar nuevamente por cromatografia de fase reversa. Finalmente, se obtiene la
fraccion de la proteina cortada libre de los aminoacidos GM.

4.3.7. Espectrometria de masas

Una vez realizado el corte con CNBr se realiz6é un anélisis por Espectrometria de Masas
Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization-Time of Flight (MALDI-TOF) en un equipo Bruker
Daltonics Microflex LT del laboratorio de servicios analiticos del Instituto de Quimica de la
UNAM. La matriz utilizada fue 4cido a-ciano-4-hidroxicinamico.

4.4. Determinacion de estructura

4.4.1. Determinaciéon de la estructura tridimensional por RMN

Los espectros de 'H-RMN fueron obtenidos en un equipo Bruker Avance IIT HD 700 MHz.
Se adquirieron espectros unidimensionales y bidimensionales. La muestra se preparé disolviendo la
toxina liofilizada en una concentracién de 1 mmol L' en HoO desionizada con D2O al 3% (v/v).
El experimento TOCSY fue obtenido con un tiempo de mezclado de 80 ms. Los experimentos
NOESY se adquirieron con tiempos de mezclado de 150 y 300 ms. Los datos de los espectros
bidimensionales se procesaron con el programa NMRpipe. La asignacién de los sistemas de
espin se realizaron empleando el programa CARA 1.8. Posteriormente se realizaron los calculos
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4.4 Determinacion de estructura

estructurales en el programa CYANA 2.1. A partir de las 20 mejores estructuras generadas se
realiz6 el afinamiento de cada una mediante el programa AMBER 22 en vacio.
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Capitulo 5

Resultados

5.1. Transformacién y expresion

Al realizar la transformacion del vector en la cepa Rosetta de E. coli se obtuvo una
cantidad adecuada de colonias aisladas. Para confirmar que las colonias observadas corresponden
unicamente a las células transformadas se realizé un control negativo. El control negativo se
realiz6 en medio LB con antibi6éticos con la cepa no transformada. No se observo crecimiento
en el control, por lo que se confirmé que las colonias obtenidas corresponden tnicamente a las
células transformadas.

Al finalizar la expresion se peso la cantidad de porcion sedimentada obtenida. A partir de
3 L de medio LB que se prepararon, se obtuvieron 6 g de pellet. Es decir, 2 g/L de cultivo (peso
himedo). Una vez confirmada la cantidad de pellet obtenida se realizo la lisis celular para liberar
el material celular, incluyendo la proteina de fusion.

5.2. Purificacion

En la figura 5.1 se muestra el gel obtenido durante el proceso de purificacion. En el primer
carril se agregd el marcador de peso molecular. En el segundo carril se cargd una muestra del
lisado, donde se observa la presencia de distintas proteinas de diferente peso molecular. Con el fin
de eliminar dichas proteinas que no son de interés se realizaron distintas métodos de purificacion
para obtener tnicamente la proteina de interés.

5.2.1. CAMQ

Como primer paso para eliminar de la mezcla de reaccién proteinas que no son de interés
se realiz6 una CAMQ. El lisado se hizo pasar por una columna HiTrap'" cargada con NiZ'. Al
realizar este paso la proteina de fusién queda retenida en la columna. Esto ocurre debido a
la etiqueta de histidinas, las cuales tienen alta afinidad por el cation Ni?". Para confirmar la
retencion de la proteina de fusion en la columna se tomé una muestra del lisado que no se retuvo
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5.2 Purificacion

y se cargo en el tercer carril del gel. La proteina de fusién tiene un peso molecular de 20.9 kDa.
Como se observa en la Figura 5.1, la banda que corresponde a la proteina de fusion (recuadro
rojo) no se observa en el carril 3, pero si en el 2. Lo anterior confirma que la columna retiene la
proteina de interés.

Posteriormente, la proteina retenida eluy6 con diferentes concentraciones de imidazol. Se
utilizaron concentraciones de 20, 50, 300 y 500 mmol L!. Con el primer lavado se eluyen proteinas
poco afines a la resina. Como se observa en la Figura 5.1 al realizar los lavados con 50 y 300 mmol
L se obtiene una fracciéon enriquecida en proteina de fusién. Sin embargo se decidié continuar la
purificacién con la fraccion de 300 mmol L' ya que las proteinas contaminantes estan en mejor
proporcion. Al finalizar la recoleccion de las fracciones se realizoé un lavado con una disolucion de
500 mmol L' de imidazol con el fin de limpiar la columna.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

kDa

20 —

10—
-

Fig. 5.1: Gel de poliacrilamida al 15 %. 1) Marcador de peso molecular. 2) Lisado. 3) Fraccién no retenida. 4) Elucién
con amortiguador de lisis 5) Elucién con 50 mM de imidazol. 6) Elucién con 300 mM de imidazol. 7) Elucién con 500
mM de imidazol. 8) Corte con TEV a 0 h. 9) Corte con TEV a 16 h. 10) Refluyjo CAMQ II. 11) Fraccién de retencién
CAMQ II. En el recuadro rojo se muestra la banda correspondiente a la proteina de fusiéon. En el recuadro azul se
muestra la banda correspondiente al residuo de corte. En el recuadro negro se muestra la banda correspondiente a
GM-Mutante.

5.2.1.1. Corte con TEV

Una vez recolectada la fraccion con proteina de fusion se realizé una dialisis de 16 horas
con el fin de retirar el imidazol de la muestra. Es importante realizar este procedimiento ya que el
imidazol inhibe las proteasas, lo cual afectaria el rendimiento del siguiente paso de purificacion.
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5.2 Purificacion

Ya retirado el imidazol se realiz6 la reaccién de corte enziméatico con TEV. Para llevar a
cabo dicha reaccién es necesario agregar 1 mg de la proteasa por cada 50 mg de la proteina de
fusion. Para calcular la concentracion de la proteina de fusion se utilizo la ley de Lambert-Beer.
El coeficiente de extinciéon molar para la proteina de fusién a 280 nm tiene un valor de 0.833 L
gl y fue calculado en el servidor Expasy ProtParam. Posteriormente, se midié la absorbancia de
la muestra a 280 nm obteniendo un valor de 0.591. Empleando los datos antes mencionados y
haciendo el calculo correspondiente se obtuvo un valor para la concentraciéon de la proteina de
fusion de 0.71 mg mL-'. Conforme a las condiciones antes mencionadas de la reaccion se agregaron
28.38 mg de proteina de fusion y 567 pl de TEV.

Antes de iniciar la reaccion se tomo6 una muestra de la disolucion dializada (corte con TEV
a 0 h). Una vez transcurridas las 16 horas de reaccion se tomo otra muestra para monitorear la
reacciéon enzimatica. En el carril 8 de la Figura 5.1 se cargd la muestra del corte antes de iniciar,
en el 9 se cargo la muestra del corte al finalizar. En el carril 9 se observan 2 bandas importantes.
La que corresponde a la proteina de fusién en 20 kDa y una que aparece aproximadamente en 16
kDa (recuadro azul). El peso molecular correspondiente al residuo de corte (proteina de fusion
sin GM-mutante) es de 17.3 kDa. Lo anterior confirma que la reacciéon de corte se llevo a cabo.

5.2.1.2. CAMQ II

Para obtener el fragmento de GM-Mutante se coloca la mezcla de reaccion en reflujo por
la columna de afinidad metal-quelato durante 4 horas. En la columna queda retenida la etiqueta
de histidinas contenida en el residuo de corte, como se muestra en la figura 5.2

17.3 kDa 3.6 kDa
Tiorredoxina HHHHHH ENLYFQ GM-mutante
Fragmento retenido en la columna Fragmento no retenido

en la columna

Fig. 5.2: Esquematizacion de los fragmentos obtenidos después de realizar el corte con TEV durante CAMQ II. En
cada fragmento se senala su respectivo peso molecular.

Para confirmarlo se tom6 una muestra del reflujo a las 4 horas y de la fracciéon no retenida
en la columna. En el carril 10 del gel se observa que la banda que corresponde al residuo de corte
no esta. Mientras que en el carril 11 si se observa, por lo que se infiere que la separacion se realizé
con éxito. Ademés se observa la presencia de una banda entre 5 y 2 kDa (recuadro negro). Dicha
banda corresponde al peso molecular del fragmento GM-Mutante que es de 3.6 kDa.
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5.2 Purificacion

5.2.2. Cromatografia de liquidos en fase reversa

Con el fin de continuar con la purificacion de GM-Mutante se prepararon las muestras
para realizar una cromatografia de liquidos en fase reversa. Para preparar la muestra se realiz6
una extraccion en fase solida Strata®. Se eluy6 la muestra con un gradiente de ACN con TFA.
Al final del procedimiento se recuperan las fracciones de 60 y 100 % de ACN. Dichas fracciones
fueron liofilizadas para retirar el ACN y el agua. Finalmente, se realiz6 la cromatografia en fase
reversa acoplada a un sistema HPLC. En la Figura 5.3 se muestra el cromatograma obtenido. Se
observo la presencia de un pico mayoritario el cual se infirié6 que correspondia a la GM-mutante.
Por lo que el pico fue recolectado para su analisis.
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Fig. 5.3: Cromatograma obtenido mediante cromatografia de liquidos en fase reversa de GM-Mutante.

5.2.3. Corte con CNBr

Para confirmar que la fraccién recuperada correspondiente al pico mayoritario pertenece a
GM-Mutante se realiz6 un estudio de espectrometria de masas MALDI-TOF. En la Figura 5.4 se
observa el pico para el ion molecular [M+H]" con una relacién m/z de 3683.216 Da. Puesto que
la masa teodrica de GM-Mutante es de 3684.46 Da, se confirm6 que la masa obtenida corresponde
al fragmento GM-Mutante.
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5.2 Purificacion
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Fig. 5.4: Espectro de masas MALDI-TOF para GM-Mutante

Una vez confirmada la masa molecular y pureza de GM-Mutante se realiz6 el corte con
CNBr para retirar el fragmento GM de la proteina. Cuando el corte fue realizado, la muestra
se hizo pasar por una columna de extracciéon en fase solida Strata®. Finalmente, se purifico
nuevamente por cromatografia en fase reversa para retirar todas las posibles impurezas atun
presentes en la muestra. El cromatograma obtenido se muestra en la Figura 5.5.
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Fig. 5.5: Cromatograma obtenido mediante cromatografia de liquidos en fase reversa de la proteina.

Se obtuvo un unico pico, el cual fue recolectado y liofilizado. Para confirmar que los
residuos GM fueron retirados se realiz6 un estudio de espectrometria de masas MALDI-TOF. La
masa tedrica de la proteina obtenida por el servidor ProtParam es de 3496.22 Da. En la Figura
5.6 se observa el pico para el ion molecular [M+H]" con una relacion m/z de 3491.578 Da. Por lo

que se confirma la obtenciéon de la mutante de la tamapina E25K/K27/P30K sin los residuos GM.
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Fig. 5.6: Espectro de masas MALDI-TOF para la tamapina E25K/K27E/P30K.

Una vez pura y liofilizada la proteina, se realizaron los experimentos de RMN unidi-
mensionales y bidimensionales. Al recuperar la muestra se liofilizoé y se pes6 la muestra seca
en una microbalanza. Se obtuvo un total de 2.241 mg de la tamapina con las mutaciones
E25K/K27E/P30K pura. El rendimiento de corte de CNBr fue de 48 %. Al final del proceso de
purificacion se obtuvieron 0.747 mg/L de cultivo.

5.3. Determinacién de estructura tridimensional por RMN

En la Figura 5.7 se muestra el espectro de 'H obtenido de la proteina. Se observa un
espectro convencional de una proteina plegada, debido a la dispersién de las senales. El grupo
funcional NH de la lisina 30 se asigné a la senal indicada con la flecha roja en la figura 5.8.
Una vez confirmada esta primera caracterizacion de estructura de la proteina se adquirieron los
espectros RMN bidimensionales para determinar su estructura tridimensional. En la Figura 5.9
se muestra el experimento NOESY y en la figura 5.10 se muestra el experimento TOCSY.
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Fig. 5.7: Espectro "H-RMN de la proteina recombinante E25K /K27E/P30K. Muestra liofilizada disuelta en HyO
desionizada con D20 al 3% (V/V) y adquiridos en un equipo Bruker Avance III HD 700 MHz.
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Fig. 5.8: Comparacion de los espectros de 'H de E25K/K27E y E25K/K27E/P30K. La flecha roja indica en dénde se
ubicé el grupo funcional NH de la lisina. El espectro de la doble mutante fue adquirida en un Bruker de 500 MHz y la

triple mutante en un Bruker de 700 MHz.
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Fig. 5.9: Espectro NOESY con tiempo de mezclado de 300 ms de la tamapina con las mutaciones E25K/K27E/P30K.
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Fig. 5.10: Espectro TOCSY con tiempo de mezclado de 80 ms de la tamapina con las mutaciones E25K/K27E/P30K.

5.3.1. Asignacion de las senales

Para la asignaciéon de los sistemas de espin se utilizaron los espectros NOESY y TOCSY.
En el experimento TOCSY se identificaron los sistemas de espin de todos los aminoacidos.

Posteriormente, se realizé la asignacion de los NOEs en el experimento NOESY de 300 ms.
Al hacerlo, fue posible encontrar las correlaciones que se utilizaron para calcular la estructura de
la proteina.

Ademas, utilizando el espectro NOESY fue posible determinar la conectividad de las
cisteinas que se encuentran formando un enlace disulfuro. Estas se observan por la correlacion
entre los protones 3 de las cisteinas. Se pudo confirmar que los puentes disulfuro entre las cisteinas
de la mutante fueron los esperados: C3—Ca1, Cg—Cag, C12-Cog.

FEn la Figura 5.11 se observa la conectividad de Cg—Cag. Se muestra la correlacién entre
H@3 de C26 y HBQ de Cg.
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Fig. 5.11: Experimento NOESY 300 ms. Interacciones de los protones 3 de las cisteinas 8 y 26 marcadas con un
circulo rojo.

5.3.2. Calculos de estructura

Se realiz6 la asignacion del 98 % de los protones en los espectros para la mutante. Una vez
concluida la asignacién, se integraron las senales del experimento NOESY de 150 ms.

A partir de la integracion se calculd la estructura tridimensional utilizando el programa
de CYANA. Se calcularon 200 estructuras de las cuales fueron elegidas las mejores 20 que se
muestran en la figura 5.12. Dichas estructuras no presentaron una violaciéon mayor o igual a 0.5 A.
Las estadisticas y los datos del grafico de Ramachandran de las estructuras generadas se muestran
en el Apéndice B.

En el grafico se obtuvieron 69.0 % de los angulos diedros en regiones muy favorecidas,
31.0 % se encuentran en regiones permitidas, 0.0 % en regiones generosamente permitidas y 0.0 %
en regiones desfavorables. Las estructuras se obtuvieron con un valor de RMSD de 0.17.
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5.3 Determinacion de estructura tridimensional por RMN

Fig. 5.12: Alineamiento de las 20 mejores estructuras obtenidas en el programa CYANA de la tamapina con las
mutaciones E25K/K27E/P30K.

La determinacion de la estructura parcial se puede obtener mediante un enfoque empirico
para la identificacién de estructuras secundarias regulares en cadenas polipeptidicas, que se basa
en el reconocimiento de patrones distintos de NOEs [33].

En la Figura 5.13 se muestran las interacciones que ofrecen una primera prediccion de los
elementos de estructura secundaria presentes en la mutante. Las primeras 3 filas son distancias que
se manifiestan en los NOEs secuenciales y el grosor de la linea es proporcional a la intensidad del
NOE. Se observan las interacciones NOEs por cada residuo de la triple mutante E25K/K27E /P30K
para sus protones.

42



5.3 Determinacion de estructura tridimensional por RMN

10 20 30

AFCNLRRCELSCRSLGLLGKCIGEKCECVKY
dyn(G,it])
dyn(,it]) —— ] — e S e =

dBN(i’i+ 1 ) —_

(i +2) ==

don(i,it2)
dDLN(l'ai+3)
dop(i,i43)

don(i,it4)

Fig. 5.13: Relaciones de las sefiales NOEs de las conectividades de la secuencia de la triple mutante E24K/K27E/P30K.

En la Figura 5.13 se corroboran las interacciones provocadas por el plegamiento esperado
de la mutante.

Finalmente se realiz6 el afinamiento por dindmica molecular mediante el programa AMBER
para las 20 estructuras calculadas por CYANA. En la figura 5.14 se muestra las estructura
obtenida. La triple mutante conservo el motivo estructural tipo CS-«/f estabilizado por tres

puentes disulfuro entre C3—Ca1, Cg—Caog v C12—Cag. que presenta la tamapina y la doble mutante
E25K/K27E.

43



5.3 Determinacién de estructura tridimensional por RMN

a) Estructura tridimensional de menor energia de la tamapina con las mutaciones E25K/K27E/P30K.

b) Alineamiento de las 20 estructuras afinadas mediante el programa AMBER de la tamapina con las mutaciones
E25K/K27E/P30K.

Fig. 5.14: Estructura tridimensional afinada mediante el programa AMBER de la tamapina con las mutaciones
E25K/K27E/P30K.
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5.3 Determinacion de estructura tridimensional por RMN

a) Alineamiento de la estructura tridimensional de la doble mutante E25K/K27E y la triple
mutante E25K/K27E/P30K de la tamapina.

b) En la doble mutante E25K/K27E se muestra el residuo de prolina en la
posicién 30. En la triple mutante E25K/K27E/P30K se muestra el residuo de
en la posiciéon 30.

Fig. 5.15: Comparacién entre la estructura tridimensional de la doble mutante E25K/K27E y la triple mutante
E25K/K27E/P30K de la tamapina.
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5.3 Determinacion de estructura tridimensional por RMN

En la Figura 5.15 se muestra el alineamiento de las estructuras tridimensionales de la
doble mutante E25K /K27E y la triple mutante E25K /K27E/P30K. Se observa que en las zonas
con mayor similitud son los elementos de estructura secundaria. Es decir, la hélice a y las dos
hebras (3. En la figura antes mencionada, se senala el aminoacido 30 mutado en ambas proteinas.
En el caso de la doble mutante se muestra de color naranja la prolina. En la triple mutante
se muestra de color amarillo la lisina. De forma general se percibe que la mutaciéon no genero
cambios importantes. Sin embargo, en el C-terminal y el N-terminal se observan zonas de menor
similitud, esto se atribuye a que son zonas altamente flexibles en las proteinas.
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Capitulo 6

Conclusiones

Se realizo la produccion heterologa de la tamapina con las mutaciones E25K/K27E /P30K
empleando como microorganismo huésped E. coli. Dicha proteina se obtuvo pura y estructurada.

Se obtuvieron cantidades suficientes de la triple mutante de la tamapina. Esto permitio
determinar su estructura tridimensional mediante Resonancia Magnética Nuclear.

Al comparar la estructura de la doble mutante E25K/K27E con la triple mutante
E25K/K27E/P30K se concluy6 que esta tltima conservo el motivo estructural CS-o/ esta-
bilizada por tres puentes disulfuro. Las diferencias entre ambas estructuras es un pequeno giro en
el C-terminal y N-terminal.

47



Apéndices

48



Apéndice A

Disoluciones

. Medio LB (1 L)

= 10 g de triptona.
= 5 g de extracto de levadura
= 10 g de NaCl

. Solucién amortiguadora de lisis

= 300 mmol L' NaCl
= 20 mmol L' Imidazol
= 50 mmol L Tris/HCI pH=8

. Soluciéon amortiguadora de HiTrap (LH1)

= 300 mmol L NaCl
s 50 mmol L' Imidazol
= 50 mmol L' Tris/HCl pH=8

. Solucién amortiguadora de elucion (BE1)

» 300 mmol ! NaCl
= 300 mmol L' Imidazol

» 50 mmol L' Tris/HCI pH=8

5. Soluciéon amortiguadora de eluciéon 2

(BE2)

» 300 mmol L' NaCl
= 500 mmol L1 Imidazol

= 50 mmol L' Tris/HCl pH=8

6. Solucion amortiguadora de corte con

TEV

= 300 mmol L' NaCl

» 50 mmol L' Tris/HCl pH=8
= 5 mmol L' MgCly

= 5% glicerol
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Apéndice B

Grafico de Ramachandran
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Fig. B.1: Grafico de Ramachandran para las 20 estructuras calculadas por CYANA.
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