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RESUMEN

Las toxinas extraidas de animales terrestres como escorpiones, serpientes, arafias y
anfibios, asi como las aisladas de animales marinos, tales como medusas, anémonas,
serpientes de mar, peces, conus, etc. han sido estudiadas con mayor interés en los ultimos
afos, debido a la gran variedad de proteinas y péptidos que contienen, que han mostrado un
efecto potente en diversos sistemas?.

En el presente trabajo se describen las caracteristicas especificas de las toxinas de
anémonas, asi como su clasificacion principal: neurotoxinas y citolisinas. Por ser OspTx2b y
BcsTx1 neurotoxinas, se redunda mas sobre la funcidn de las neurotoxinas en canales de
Potasio. Algunas neurotoxinas provenientes de anémonas han mostrado tener efectos en
canales de Potasio Kv1.3. Estos canales estan asociados a la proliferacion de células T, que

pueden desencadenar enfermedades autoinmunes tales como: psoriasis y esclerosis multiple.

En la metodologia, se describen las toxinas con las que se trabajaron: OspTx2b
proveniente de la anémona Oulactis sp., una especie endémica de las costas de Australia y
BcsTx1 procedente de anémona Bunodosoma caissarum, endémica de Brasil. Se puntualiza el
procedimiento para la produccion de BcsTx1 de forma recombinante y para OspTx2b de forma
sintética, asi como el procedimiento de la purificacion de cada una, para llegar a la obtencion

de la muestra adecuada para continuar con los estudios de RMN.

Algunos resultados, como en el caso de BcsTx1, no fueron favorables a pesar de
realizar cambios en diversos parametros, para la optimizacion de la produccion del péptido
recombinante. Por el caso contrario, no se observaron mayores problemas al trabajar con
OspTx2b. Sin embargo, inesperadamente OspTx2b no mostré tener actividad en canales de
Potasio como sus homoélogas ShK y BgK, pero este estudio revela que ademas de ciertos
aminoacidos, la disposicién espacial de los residuos es importante para la unién de la toxina y

el canal.

En este trabajo, se determind la estructura tridimensional de OspTx2b por RMN.
Mientras que para la toxina BcsTx1 de la anémona Bunodosoma caissarum, que tiene un 54%
de identidad con OspTx2b, por lo que, tedricamente la estructura seria similar, no se pudo

determinar la estructura tridimensional.



ABSTRACT

Peptide toxins from scorpions, shakes, spiders and amphibious, as well as, marine
animals like jellyfish, sea anemones, sea snake, fishes and conus have come into increasing
use in studies of the various ion-channels controlling membrane excitability and secretion, and
have proved the means by which some of the active proteins have been purified and analyzed

the last years.

Methodology section describes toxins that we studied OspTx2b and BcsTx1l from
different sea anemone. Oulactis sp. is an endemic sea anemone from Australia. In a
transcriptomic study on Qulactis sp., was identified a 36-residue peptide, OspTx2b, containing a
ShK/BgK-like cysteine framework, with high sequence similarity to BgK. OspTx2b was obtained
by chemical synthesis. BcsTx1 is a toxin that belongs to Bunodosoma caissarum an endemic
sea anemone from Brazil, BcsTx1 obtained by recombinant technique. Additionally, this section

shows procedures to obtain the NMR sample to structural studies.

Results chapter shows the solution structure of OspTx2b. OspTx2b structure was
determined using nuclear magnetic resonance spectroscopy. OspTx2b possesses a BgK-like
scaffold with the same disulfide bond connectivity. However, OspTx2b doesn’t have activity
against the K, channels assessed in this study implies that the ShK/BgK scaffold is capable of
supporting functional activity beyond potassium channel blockade, also OspTx2b showed no
growth inhibitory activity against several strains of bacteria and fungi. On other hands, BcsTx1
was produce by expression system. Unfortunately, the expression was very inconsistent,
although, we tried different host, vector, temperature, media concentration and expression time
to optimized expression. NMR results showed that BcsTx1l could be random coil and
electrophysiology results did not show strong activity against the K channel compare to native

toxin.

Elucidation of chemical structures is imperative of mechanisms of actions but also for
designing proper countermeasures such as detection, determination and therapeutic methods.
In summary, we determinate OspTx2b tridimensional structure by NMR spectroscopy. We
cannot obtain BcsTx1 structure, due to recombinant peptide obtained exhibit random coll
behavior. However, BcsTx1 has 54% sequence identity to OspTx2b; therefore, BcsTx1 structure

could be similar to OspTx2b.
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M- Molar
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n- nano
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p- pico
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OD- Densidad 6ptica
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Bgk— Toxina proveniente de Bunodosoma
granulifera

ShK- Toxina proveniente de Sticholactila
helianthus
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caissarum
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caissarum
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Simbologia de los aminoacidos
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Gly
His
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I o MmO O O =z 31 >

Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

< < s 4w 7TVTNm=ZRC

Alanina
Arginina
Asparagina
Aspartato
Cisteina
Glutamina
Acido glutamico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Triptéfano
Tirosina

Valina
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Los Cnidarios constituyen uno de los principales filos en el reino animal debido a la
gran cantidad de organismos que lo integran. Esta constituido por medusas, anémonas,
corales e hidroides (Figura 1), que agrupa cinco clases: Hydrozoa, Scyphozoa, Cubozoa,
Staurozoa y Anthozoa. Esta ultima clase constituye el 68% del total del filo. Los Cnidarios son
organismos sencillos que tienen un enterocele, es decir, una cavidad interna que se abre al
exterior y esta dotada de paredes que segregan los jugos digestivos. Son organismos que
han ido evolucionando de una forma muy selectiva, con cerca de 600 millones de afios de

antigtiedad*2.

Fig. 1 Ejemplos de Cnidarios: medusa, pdlipos y anémonas.
http://zoology2014peter.weebly.com/cnidaria.html

Este filo, es considerado uno de los mas venenosos puesto que de las 11,000
especies que lo conforman, aproximadamente el 70% de éstas causan dafio al hombre por
contacto directo o ingestion. Los cnidocistos son organelos microscépicos urticantes
intracelulares, abundantes principalmente en los tentaculos y alrededor de la boca, cuya
mision es la defensa y/o atagque contra sus depredadores y presas?. La presencia de estos

cnidocistos, es el motivo por el cual este filo es uno de los mas venenosos.

Existen cerca de 28 tipos de cnidocistos, divididos en tres categorias: espirocistos,
ptycocistos y nematocistos. Los espirocistos se encuentran en la subclase Hexacorallia, la
cual tiene la caracteristica de tener un multiplo de seis en cada camara que integra la
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cavidad gastrovascular. Los ptycocistos, se encuentran también en la subclase Hexacorallia,
carecen de espinas y tiene una funcion adhesiva. Los nematocistos aparecen en todos los

Anthozoarios?.

Los nematocistos estén localizados a lo largo de la epidermis y se encuentran entre
las células del epitelio muscular®. Los nematocistos estdin compuestos por una capsula de
coldgeno que es secretada por el aparato de Golgi. Ademas, contiene una capsula
invaginada de doble pared, un opérculo que la cierra y un filamento enrollado en su interior
gue con frecuencia esta erizado de espinas (Figura 2). Cuando el nematocisto es estimulado
se produce la evaginacion del filamento que se clava en la piel de la victima o depredador e

inyecta el liquido venenoso contenido en la capsula .

Filamento
urticante

Espinas
Estilete
Cnidocilio
Opérculo

Capsula del
nematocisto

Mitocondria

Nucleo

Fig. 2 Esquema del general de un cnidocistos
https://www.asturnatura.com/articulos/cnidarios/general.php

Existen 28 tipos de nematocistos, cada uno de ellos tiene funciones, formas y
estructuras diferentes para cada especie. En la siguiente Figura 3, se muestran diferentes

tipos de nematocistos?.

«19»



INTRODUCCION

&

= \é :'-
— - F 3
= ¥ L
%‘ % ‘ : f
~ -
S E
S S ¥
S 1 1
S :
S
S
Spirocyst  Ptychocyst Holotrich Basitrich Microbasic
b-mastigophore
Microbasic Macrobasic Microbasic Macrobasic
p-amastigophore p-amastigophore p-mastigophore p-mastigophore

Fig. 3 Diferentes tipos de nematocistos
http://www.meghanrocktopus.com/blog-2/2016/10/10/portfolio-update

Clase Anthozoa

En los Anthozoarios, encontramos a las anémonas, corales y las plumas de mar. En
esta clase, los nematocistos son “el arma secreta”. Estos organelos diminutos les han
permitido alcanzar un enorme éxito como depredadores, a pesar de ser organismos muy

sencillos desde el punto de vista fisiolégicol4.
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Orden Actiniaria

El orden Actiniaria, estd compuesto s6lo por anémonas, las cuales presentan simetria
primaria birradial. Los Actiniarios, estan esencialmente compuestas de dos capas epiteliales y
una cavidad interna gastrovascular o celenteron. Esta cavidad se abre por la boca. Las
anémonas tienen un cuerpo cilindrico y la cavidad oral estad rodeada de tentaculos®. Son
organismos sésiles, es decir, casi no se trasladan de lugar; viven en sustratos solidos y se
deslizan con el disco pedal o basal (Figura 4). Los largos tentaculos incorporan y eliminan
sustancias del metabolismo que contienen venenos producidos por los nematocistos®. La

mayoria de las anémonas miden entre 1.5y 10 cm de longitud y de 1 a 5 cm de didmetro”2.

tentaculos

boca

mesenterio

faringe
incompleto

musculo gbnadas
longitudina musculo
trasnversal
musculo
basal

‘disco  mesenterio
basal completo

Fig. 4 Fisiologia de una anémona.
http://www.biologia.edu.ar/animales/phylum_cnidarios.htm

En los dltimos afios, la caracterizacion funcional y estructural de las toxinas de
anémonas ha comenzada a obtener mayor interés por parte de la comunidad cientifica. En
1968, se purificd por primera vez la toxina de la anémona Condylactis gigantea y se observo
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que esta toxina era capaz de incrementar el potencial de accién del nervio ventral de
langosta®. Mientras que Béress, en 1975, aisl6 tres toxinas de Anemonia sulcata que fueron
estudiadas en canales de sodio® Sin embargo, fue hasta 1988 cuando se determiné la
primera estructura tridimensional de una toxina activa en canales de sodio proveniente de

Anthopleura xanthogrammia y en 1989, de la anémona Anenonia sulcatal®-12,
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2.1 Toxinas de anémonas

Las toxinas de anémonas son una mezcla compleja de componentes activos que van
desde moléculas orgénicas sencillas hasta moléculas poliméricas como poliaminas, péptidos
y proteinas3®'4. Los compuestos bioactivos segregados por los nematocistos comprenden:
citolisinas, neurotoxinas, hemolisinas, fosfolipasas, inhibidores de proteasas y metabolitos
secundarios. Estas moléculas pueden tener propiedades biomédicas deseadas (por ejemplo:
agentes para tratar el cancer) o propiedades patolégicas (cardiotoxicidad, dermatitis,
pardlisis, necrocris, etc.). A pesar del gran niumero de toxinas que han sido purificadas y
caracterizadas, las toxinas de anémonas han sido poco estudiadas en comparacion con las
provenientes de otros animales terrestres (escorpiones o serpientes), y se sabe poco acerca

de sus mecanismos de accioni®.

En la Tabla 1 se muestran algunos tipos de toxinas encontrados en anémonas y

algunos ejemplos de sus blancos.

Las anémonas representan una fuente potencial de compuestos farmacolégicos,
debido a que algunos compuestos activos actian en canales sensibles al voltaje. La
interferencia por toxinas de diferentes animales con canales de sodio (Nav) ha sido reportada
ampliamente, sin embargo, existen pocos registros de la interaccion de toxinas con canales

de potasio (Kv)*.
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Tabla 1 Tipos de toxinas, encontradas en anémonas.

CLASE TOXINA ESPECIE BLANCO
Neurotoxina ATX | (Asl) Anemonia sulcata Navl
bloqueadora de | Anthopleurin A | Anthopleura xanthogrammica Navl
Canal Na* (AP-A)
Anthopleurin B | Anthopleura xanthogrammica Navl
(AP-B)
CgNa Condylactis gigantea Navl
Shl Stichodactila heliathus Navl
ATX 111 (As 1II) Anemonia sulcata Navl
APETXx2 Anthopleura elegantissima ASIC
Neurotoxina ShK Stichodactila heliathus Kvl, IKCa
bloqueadora BgK Bunodosoma granulifera Kvl, IKCa
Canal K* BDS-I Anemonia sulcata Kv3.4
APETx1 Anthopleura elegantissima HERG
Citolisina Equinitoxina Il Actinia equina Membranas con
(Actinoporinas) (Eqtll) esfingomielina
Sticholisin II (St 1) Stichodactila heliathus Membranas con
esfingomielina
FraC Actiniea fragacea Membranas con
esfingomielina
Inhibidores de ShPI Stichodactila heliathus Proteasa
proteasa (inhibidor tipo
Kunitz)
AEI Anemonia sulcata Proteasa
(inhibidor tipo
Kazal)

El estudio de las neurotoxinas y las citolisinas procedentes de anémonas, ha
demostrado ser una herramienta importante en el desarrollo de posibles farmacos. En el caso
de los canales i6nicos, han servido como guia para determinar los mecanismos de accion.

Las caracteristicas de las citolisinas y las neurotoxinas, se describiran posteriormente.

Ademas de las toxinas citolisinas y neurotoxinas, que son procedentes de
nematocistos generados en los tentaculos y el cuerpo, se han obtenido otro tipo de toxinas
gue proceden de los 6rganos especificos de las anémonas, como la acontia y el acrorhagi
(especificos de especies de la familia Actiniidae!’). Acrorhagi es un 6rgano que se encuentra

en la base de la boca, tiene forma de pequefios sacos, son ricos en nematocistos,
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principalmente del tipo holotricus (Fig. 3). Este 6rgano funciona como un érgano agresivo,
gue al sentirse en competencia puede dilatarse y por movimientos de la columna entra en
contacto con otro organismo. Después del contacto, alguna parte del ectodermo acrorhagial

se adhiere al cuerpo de la victima y descargan los nematocistos > 18 19,

En el 2005, Honma y colaboradores'® aislaron toxinas provenientes del 6rgano
Acrorhagi de la anémona Actinia equina. Hasta la fecha, la secuencia de la toxina no tiene
homologia con ninguna toxina de anémona reportada. Una de las caracteristicas de este
grupo de toxinas es que poseen ocho cisteinas, las cuales no son conservadas, lo que

sugiere una diferente conformacion a toxinas ya reportadas*’~2°.

Lo mas interesante de este tipo de toxinas es que por primera vez se reporta el ataque
intra-especie. Se sabe que las anémonas poseen proteasas digestivas, las cuales
desintegran la composicién de sus propias toxinas, sin embargo, en el caso de las toxinas
provenientes del acrorhagi, la anémona atacada, presenta dafios, a pesar que son

organismos de la misma especie?..

2.2 Citolosinas y neurotoxinas

2.2.1 Citolisinas

Estudios realizados por Anderluh & Macek (2003)??, identificaron que en mas de 32
especies de anémonas se ha reportado un efecto citolitico letal de péptidos y proteinas. Las
primeras citolisinas purificadas de anémonas fueron las actinoporinas?. Estas, son
extremadamente citotoxicas y citoliticas, tienen una masa molecular de 18 a 20 kDa, un
punto isoeléctrico basico, y una estructura secundaria compuesta mayormente por hojas-3
gue les permite formar poros oligoméricos en membranas?42°. Estas toxinas tienen una

elevada similitud en estructura, a pesar que el porcentaje de identidad es baja (30%)?13.
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Las actinoporinas son moléculas Unicas, debido a su capacidad de insertarse en la
membrana, mediante la formacion de canales hidrofilicos. La presencia de esfingomielina (un
tipo de esfingolipido que se encuentra en las membranas de los animales) permite la
formacion de dichos canales. Los efectos citotdxicos y citoliticos de las actinoporinas afectan
a un gran numero de células, incluyendo plaquetas, fibroblastos, células tumorales y células

parasitas 26:27:28,

Los canales de las actinoporinas son selectivos a cationes y estan integrados por
monomeros que se insertan en la membrana lipidica, formando polimeros de 3, 6 6 9
mondmeros, segun la especie (Figura 5), con un diametro cercano a 13 nm que permite que
pasen las moléculas de 400 a 900 Da?°. En este modelo, los monémeros de las toxinas se
unen a la superficie de la membrana por medio de grupos aromaticos, generando un cambio

conformacional, dando pie a la formacién de los poros en la membranas°.

Fig. 5 Propuesta de mecanismo de formacién de poros por actinoporinas?®
Los mondmeros de la toxina FraC se unen a la superficie de la membrana por medio de los grupos arométicos

dando pie a la formacién de poros.
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2.2.2 Neurotoxinas

Las neurotoxinas han demostrado ser herramientas muy valiosas para el estudio de
diferentes aspectos mecanisticos de neurotransmision3.. Un grupo diverso de toxinas,
interactla con los canales i6nicos aumentando o inhibiendo la funcién del mismo32. Otras
neurotoxinas, interfieren con la accion de los canales neuronales de Na*y K* regulados por

voltaje33:34

Algunos de los efectos observados en crustaceos al inyectar toxinas de anémona, son
la actividad altamente paralitica 6 movimientos involuntarios. Estos movimientos estan
vinculados a la presencia de al menos una proteina neuroactiva, la cual es responsable de
causar el incremento en la actividad motora®®. Los efectos téxicos debido a las toxinas de

Cnidarios se deben al deterioro de la permeabilidad de la membrana36:37:38,

En 1995, Schweitz y colaboradores?® reportaron las primeras dos toxinas provenientes
de la anémona Anemonia sulcata como bloqueadoras del canal de potasio. A estas toxinas
se les conoce como Kalicludines y Kaliseptine. Existen tres tipos de toxinas de anémona que
interaccionan con los canales de potasio dependientes del voltaje, cada uno de estos tipos

tienen caracteristicas especificas que se describen a continuacion:

Tipo |

Estan conformadas por 35 a 38 aminoacidos y tres puentes de disulfuro. Las familias
en las que se han encontrado este tipo son Actiniidae, Hormathiidae, Stychodactylidae y
Thalassianthidae. Se sabe que los aminoacidos como Ser 20, Lys 22 y Tyr 23 son esenciales
para la unién al canal de potasio, ademas, de los enlaces disulfuro formados se observan
entre la Cys1l-Cys6, Cys2-Cys4 y Cys3-Cys5. Los canales que son afectados son Shaker
Kvl. Adicionalmente, se ha encontrado que comparten algunas caracteristicas parecidas a

las toxinas de escorpion?.
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Tipo Il

Este tipo de toxinas suelen ser menos potentes que las Tipo I. Poseen de 58 a 65
aminoacidos, y tres enlaces disulfuro, aunado a ello, se han caracterizado como inhibidores
de proteasa tipo Kunitz que intervienen en la degradacion digestiva o metabdlica de las
proteinas, por ello, comparten similitud con toxinas de las serpientes (b-Bungarotoxina

proveniente de Bungarus multicinctus)**

Tipo IlI

Las neurotoxinas del Tipo lll, tienen de 41 a 42 aminoacidos, con tres enlaces disulfuro

y tienen interaccion en canales de tipo Kv3 y en ether-a-go-go*L.

En general, las anémonas son conocidas por ser ricas en toxinas peptidicas
principalmente de dos tipos, las que actuan en el sitio tres del Nav y en diferentes sitios del
canal de potasio Kv33. A principios de los afios 90, se encontré una nueva clase de toxinas
blogueadoras de Kv 1.3 a partir de diferentes especies de anémonas tales como
Bunodosoma granulifera®?, Stichodactyla helianthus, Anemonia sulcata®®4® y Heteractis
magnifica**. Algunas mutantes de estas toxinas peptidicas, estan siendo utilizadas como
prototipo de farmacos, por su gran afinidad con canales especificos®. Es por ello, que
consideramos muy importante el estudio de las neurotoxinas blogueadoras del canal de

potasio, especificamente Ky1.3.

2.3 Canales de potasio

Los canales idnicos estan formados por proteinas que atraviesan la membrana celular,
permitiendo el paso de iones a favor de un gradiente de potencial electroquimico. Los
canales se pueden abrir y cerrar como compuertas y se encuentran en todos los tipos de

membranas celulares, incluidas las membranas plasmaticas de las neuronas y de las células
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musculares#®. Estan involucrados en muchos procesos fisiolégicos como la sefializacion
eléctrica de los muasculos y neuronas, y el mal funcionamiento de éstos puede provocar la
aparicion de diversas enfermedades (fibrosis cistica, epilepsia, la ataxia episédica, etc.)*®.
Estos canales estan formados por una parte hidrofébica que permite la interaccién con los
lipidos que forman la membrana y una parte hidrofilica que permite el paso de los iones a

través de la membrana®>4’.

Los canales, se pueden clasificar en funcion del tipo de estimulo para su apertura o
cierre en: canales activados por voltaje, canales activados por ligando y canales

mecanosensibles?*®.

En los canales de compuerta dependientes de voltaje, un dominio de una proteina
cargada se mueve en relacion a la membrana en respuesta a un cambio del potencial

eléctrico transmembranal, provocando que el canal iénico se abra o se cierre®.

Se han estudiado distintas isoformas de los canales de potasio, que han ido cobrando
interés por que se han correlacionado con enfermedades autoinmunes®. Por medio de
cristalografia, se han determinado algunas estructuras de canales de potasio, lo que ha

permitido conocer su conformacion.

El primer estudio realizado en el canal de potasio fue realizado en la bacteria
Streptomyces lividans, a este canal se le conoce como KcsA, el cual ha servido como modelo
para el estudio de canales de potasio. KcsA esta formado por cuatro subunidades idénticas,
compuestas por tres segmentos. En medio del dominio existe un filtro selectivo que mide 12
A de largo y 2.8 A de diametro, este filtro se ha alineado con los grupos carbonilos de seis
residuos TTVGYG, los cuales son conservados en los canales de potasio*®#°, En la Figura 6

podemos observar la estructura de KcsA, en tres diferentes vistas.
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Fig. 6 Canal de potasio de KcsA.
A) Se observa la cavidad interna, B) Cavidad externa, C) vista lateral en la cual se resaltan los residuos
TTVGYG PDB 1BLS.

2.3.1 Canal de potasio Kv1.3 y su relacion con células T

La familia de canales de potasio Kl estd integrada por seis genes (Kvl.1, Kv1.2,

Kv1.3, Kvl.4, Kv1.5 y Kv1.6) cada uno con funciones especificas®’.

El canal Kv1.3 pertenece a la familia Shaker (Kv1), participa en la diferenciacion de

tejidos y en el crecimiento celular y la sefalizacién por calcio en las células T efectoras de

memoria en humanos. Ademas, ayuda promoviendo la proliferacién, regulaciéon del volumen

celular, activacion, apoptosis y produccion de citosinas proinflamatorias®°!. Se encuentra

presente en diversos sistemas y 6rganos como el sistema nervioso central, higado, rifidn,

musculo esquelético, testiculos, espermatozoides, osteoclastos, plaquetas y Macréfagos. Se

ha demostrado que Kv1.3 es muy importante para la regulacion del peso, el gasto de energia

y la homeostasis de glucosa®?.
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La busqueda de moléculas que inhiban la activacién del canal Kv1.3 ha ido en
aumento, debido a que enfermedades autoinmunes, como esclerosis multiple®?, diabetes
mellitus tipo 1, vitiligo, psoriasis y artritis reumatoide estan ligadas a dicho canal. Las
moléculas bloqueadoras de canales Kv1.3, representan una nueva clase de
inmunomoduladores con un menor riesgo de inducir una inmunosupresion, debido a que se
dirigen (preferentemente) a los linfocitos Tem)y de memoria efectora, implicados en
enfermedades autoinmunes, con poco o0 ningun efecto sobre otros subconjuntos de

linfocitos®.

Un pequefio numero de toxinas de origen animal (escorpiones, serpientes, anfibios,
arafias y anémonas) es capaz de bloguear el canal Kv1.3%6. Dichas toxinas, tiene la
caracteristica de poseer tres o cuatro puentes de disulfuro, estos bloqueadores se unen con

gran afinidad al vestibulo externo del poro bloqueando el flujo de la corriente iénica.

Las toxinas que se estudiaron en este trabajo, fueron BcsTx1l y OspTx2b, ambas
pertenecen al grupo de las neurotoxinas blogueadoras del canal Kv1.3 provenientes de

anémonas.

2.4 Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de Proteinas

La RMN se basa en el estudio de las interacciones magnéticas que existen entre el
ndcleo atdbmico con el medio circundante, cuando se encuentran sometidos a un campo

magnético externo.
Desde su desarrollo inicial como técnica espectroscopica en 1946, la RMN ha

expandido continuamente su area de aplicacion. En la actualidad, RMN es una herramienta

imprescindible en la determinacion de estructuras, ademas de proporcionar informacion de
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los entornos quimicos de los nucleos, relaciones geométricas entre atomos, distancias,

dinAmica e interacciones moleculares®°:56.57,

La determinacion de estructuras tridimensionales de biomoléculas mediante RMN, en
particular de proteinas y &acidos nucleicos, ha constituido la frontera de la investigacion
cientifica en este campo. En estas biomoléculas, se han aplicado sisteméticamente las

técnicas e instrumentos mas novedosos en los Ultimos 30 afios para su caracterizacion®®,

Para poder estudiar un sistema por RMN en solucion, se requiere cumplir con ciertas
condiciones. Dependiendo de las caracteristicas de las muestras, la concentracién éptima se
encuentra cerca de 1 mM, el volumen minimo requerido es de 450 pL en tubos
convencionales y se busca normalmente una pureza mayor al 90%°°. La sensibilidad puede
mejorase con el uso de equipos de mayor campo magnético y sondas criogénicas. En el
caso de estudio de proteinas, la cantidad y el tipo de aminoacidos presentes determinan el
namero de sefiales que apareceran en los espectros. A mayor numero de aminoécidos las
probabilidades de traslape de sefiales incrementa, lo que dificulta la asignacion y se vuelve

un requisito, el uso de marcaje isotoépico.

El desplazamiento quimico es la medida indirecta del entorno quimico que rodea a cada uno
de los nucleos, es por ello que se puede identificar, mediante este parametro, los distintos
tipos de nucleos que componen una molécula. La frecuencia de resonancia de cada nucleo

depende del ambiente quimico del nacleo en la molécula.

El desplazamiento quimico es sensible a cambios de pH, temperatura, solvente y
concentraciones®%6!, También describe la presencia de estructuras secundarias en proteinas
tipo a-hélices y hojas B. En la presencia de a-hélices, el desplazamiento quimico presenta
cambios positivos en tres residuos consecutivos con respecto a los valores reportados para

proteinas desplegadas. Mientras que si los cambios son negativos, se predice hojas [3.
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En una proteina, la mayoria de los atomos que podemos encontrar son protones, los
cuales aparecen en una region especifica del espectro de RMN. Con la informacion que se
puede obtener de estos atomos, se puede calcular la estructura tridimensional de proteinas

pequefias (menores a 60 aminoacidos).

En la Figura 7 se observan los desplazamientos quimicos tipicos de una proteina en
un espectro de 1D. Las sefiales observadas, son la suma de todas las sefiales de los
protones presentes en la estructura. Los 'H de grupo amida (NH), aparecen entre 6.5y 11.5
ppm, mientras que los 'H de grupos aromaticos aparecen entre 6.5 a 8.0 ppm (excepto los
desplazamientos de He de Trp e His que normalmente se encuentran en 8.0 y 10.2
aproximadamente). Entre 3.5 a 5.0 ppm, se encuentran los espines de los Ha (Hidrégenos
alfas), mientras que a campos mas altos entre 1.0 y 3.5 ppm se encuentran los Ha de

metilos alifaticos y los metilos se observan desplazamientos menores a 1.0 ppm.

Debido al gran numero de traslape de sefales presente, se hace imposible interpretar
un espectro de una proteina, sin embargo, las sefiales de la cadena principal (NH), nos dan
informacion acerca del plegamiento de la proteina. Sefales en la region de 8 ppm
(aproximadamente con mayor dispersion) implican que la proteina probablemente se
encuentre plegada (Fig.7). Por el contrario, cuando hay poca dispersion la proteina se

encuentra desplegada.
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Metilos
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Fig. 7 Desplazamientos quimicos

Las constantes de acoplamiento escalar o acoplamiento J, dependen de la geometria

de los enlaces covalentes y tienen un profundo efectos en la sefial de RMN. Estos

acoplamientos se originan cuando un nucleo forma un enlace covalente con otro nucleo, es

decir, la interaccion entre ndcleos—electrones. Este acoplamiento es muy utilizado en el

estudio de moléculas pequefias, donde ésta constante es muy importante para la

identificacion de estructuras.

Los acoplamientos escalares pueden ser usados para definir los rangos de

conformacién de los angulos diedros, los cuales ayudan a mejorar el calculo de una
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estructura. A continuacion se muestran los valores tedricos de los acoplamientos escalares

en estructuras secundarias (Tabla 2).

Tabla 2 Valores teéricos de 3 JHN-aH en estructuras secundarias tipicas.

Estructura secundaria 0 3 JHN-aH
a-hélice -57° 3.9 Hz
310-hélice -60° 4.2 Hz
B-antiparalela -139° 8.9 Hz
B-paralela -119° 9.7Hz

Otro tipo de interaccion es la dipolar o acoplamiento dipolar, que se produce por las
interacciones entre nucleos y el campo magnético externo, la cual es dependiente de la
distancia entre nlcleos®. Por otra parte, el efecto nuclear Overhauser (NOE), proporciona
informacién acerca de las distancias entre nudcleos, debido a la transferencia de

magnetizacion entre niicleos proximos en el espacio®,

Existen patrones observados en los experimentos NOE los cuales nos dan informacion
de la estructura secundaria como regiones con hélices (a, 310) y las cadenas extendidas
(correspondientes a las hojas ). En el caso de las regiones con hélices, se observan que los
protones de amida secuencial estan cerca en el espacio (Figura 8A). En el caso de las hojas
B, se observan regiones secuenciales NHi«1-aHi, y sefiales de NOE entre ndcleos lejanos

como se observa en la Figura 8B.

«35»



2. ANTECEDENTES

Fig. 8 Estructura secundaria de una proteina. A) Estructura a- hélice. B) Estructura hojas .
de los grupos funcionales correspondientes a una proteina plegada.

Para lograr la determinacion de estructuras por RMN, es importante obtener espectros
multidimensionales. En el caso de péptidos, experimentos homonucleares bidimensionales
como TOCSY, COSY y NOESY, son suficientes. Cuando la complejidad de la molécula es
mayor, existen diferentes experimentos homonucleares y heteronucleares bidimensionales
(2D) y tridimensionales (3D) de RMN, que nos dan informacion de las interacciones entre

nucleos®s. En la Tabla 3 se muestran algunos de los experimentos de RMN mas utilizados.

Tabla 3 Principales experimentos de RMN en 2D.

NOMBRE CARACTERISTICAS
COSY (COrrelated Spectroscopy)
Muestra la correlacion de nacleos de la misma especie.
TOCSY (TOtaI Corrglated Spectroscopy) 2D Correlaciéon de nudcleos de un mismo
sistema espin.
NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy)
Correlacién de nucleos a través del espacio, a una distancia no mayor a 5 A.
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)
Correlacion de heteronucleos a un enlace de distancia.

Las limitaciones de la RMN, en cuanto a sensibilidad y resolucion, han sido continuamente
superadas mediante el desarrollo de ingeniosas técnicas cada vez mas poderosas. La
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sensibilidad se ha incrementado con el desarrollo de potentes criomagnetos (resonancia

proténica hasta 1GHz) y el desarrollo de criosondas®*.

2.4.1 Experimentos de RMN bidimensional para la determinacion de estructura

COSY (Correlated spectroscopy)

Consiste en un experimento homonuclear, en el cual los contornos fuera de la
diagonal surgen de la transferencia de coherencia entre nlcleos acoplados escalarmente, es
decir, por medio de los electrones de enlace. Los protones que son observables en este
espectro son los que estan separados a 1, 2 o 3 enlaces de distancia (Figura 9). Las sefiales
gue se observan en este tipo de experimento son: sefiales en la diagonal, las cuales
corresponden a las sefales del espectro unidimensional y las sefiales fuera de la diagonal,
que corresponden a los desplazamientos quimicos de los protones que se encuentran
acoplados escalarmente. Estas sefiales proporcionan informacion acerca del enlace y los

nucleos®?.

T
F1 [ppml

T T T
a 3 2 1 F2 [ppm]

Fig.9 Espectro de COSY de una proteina.

«37»



2. ANTECEDENTES

TOCSY (Total Correlated spectroscopy)

Este experimento también es conocido como HOHAHA (HOmonuclear HArtman Hanh
experiment). Con el experimento TOCSY se pueden definir y encontrar los desplazamientos
guimicos de atomos de hidrégeno de cada sistema del espin (Figura 10). El experimento de
TOCSY se basa en una serie de pulsos continuos, que provocan que un mismo sistema de
espin se encuentre bajo una mezcla isotrépica, es decir, que todos los espines del sistema
estdn bajo el mismo campo efectivo, y la magnetizacion es transferida entre nucleos
acoplados a mas de 3 enlaces de distancia®. Las sefiales que se observan en este tipo de
experimento son: sefales en la diagonal, las cuales corresponden a las sefales del espectro
unidimensional y las sefiales fuera de la diagonal, que corresponden a los desplazamientos

guimicos de los protones que se corresponden a un sistema de espines (aminoacido).

10 8 6 4 2 [¢] F2 [ppm]

Fig. 10 Espectro TOCSY de una proteina.
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NOESY (Nuclear Overhauser-Effect SpectroscopY).

El efecto Nuclear Overhauser (NOE) es el resultado de la interaccion con dipolos a
través del espacio®. Este efecto es de corto alcance, por lo que permite la mediciéon de
distancias menores a 5 A. La intensidad de las sefiales debidas al NOE puede ser

relacionada con la distancia entre los nlcleos®S.

Las sefales observadas en el espectro NOESY (Figura 11) permiten realizar la
asignacion secuencial de los aminoacidos de una proteina, asi como la determinacion de la
estructura tridimensional por medio de la asignhacion de sefiales NOE. Las sefales que se
observan en este tipo de experimento son: sefiales en la diagonal, las cuales corresponden a
las sefales del espectro unidimensional y las sefiales fuera de la diagonal, que corresponden
a los desplazamientos quimicos de los protones que se encuentran cercanos

espacialmente.®’

F1 [ppml

-

B &
) . Be

[ -T-2-3
=00

T

3

e &

T T T T T T T T T T T T T T T T —
4 3 2 1 F2 [ppm]

Fig. 11 Espectro NOESY (rojo) traslapado con TOCSY (azul) de una proteina.
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2.4.2 Proceso de asignacion

La asignacion de las resonancias de cada uno de los amino4cidos, en una secuencia,
es el primer paso para la determinacion de estructura de las proteinas por RMN. A partir de
1990, se empezaron a realizar estudios de RMN en proteinas y a partir de alli se revolucioné
el estudio de moléculas de mayor tamafio como carbohidratos y &cidos nucleicos, para lo
cual se desarrollaron nuevas técnicas. Entre las nuevas técnicas que se empezaron a
implementar esta la produccién de proteinas recombinantes marcada isotopicamente con 3C
y 15N, para llevar a cabo la RMN en tres dimensiones. Con el incremento de dimension, se
pudieron resolver problemas como el traslape de sefiales caracteristico de proteinas de
mayor tamafo. El proceso de asignacion es distinto con proteinas marcadas isotépicamente

gue a las proteinas sin marcar.

A continuacion, se describe el proceso de asignacion en dos dimensiones (H-H)®e:

1) Identificar en el experimento COSY, las sefiales correspondientes al Ha

(Hidrégenos alfa) de los residuos en el experimento.

2) Agrupar todas las sefales en el experimento TOCSY que estan asociadas con
el mismo sistema de espin (mismo residuo). Estas frecuencias estan divididas en

nacleos que pertenecen a la cadena lateral (HN, Ha, HB, H8, HZ, He).

3) Agrupar al sistema espin basado en el tipo de patron de aminoacido que

presente.

4) Determinar cuales pares del sistema espin se conectan con el residuo
adyacente de la proteina (traslapar experimentos TOCSY y NOESY). En este paso,

pueden coincidir mas de un sistema espin. Se pueden determinar segmentos
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discontinuos debido a la pérdida de sefiales, al traslape de sefiales o a la presencia de
prolinas (las cuales no poseen proton de amida).

5) Asociar la conexion de segmentos del sistema espin con los segmentos de la

secuencia que mejor coincidan con el tipo de residuo del sistema espin.

indice de desplazamiento quimico

El método de indice de desplazamiento quimico (CSI) relaciona los cambios de
desplazamiento quimico de los atomos: 'Ha, 3Ca, *CB y 3CO de cada aminoacido con
respecto a los valores de referencia establecidos.

2.4.3 Célculos estructurales mediante CYANA

Para determinar la estructura de moléculas, tales como proteinas o péptidos, es necesario
obtener datos sobre las interacciones de los nulcleos a través del espacio, estas
interacciones se encuentran en el espectro de NOESY. En las sefiales derivadas del NOESY,
podemos encontrar sefiales de larga y corta distancia en secuencia. En especial las sefiales
de larga distancia son de mayor utilidad para la determinacién de estructura terciaria.

La asignacion de las sefiales en NOESY, no es una tarea sencilla, debido a que estas
sefiales pueden sobreponerse, ademas que existen diversas posibilidades en la asignacion,
es por ello que se tiene que realizar con el mayor cuidado y realizar varias veces, para lograr
gue las restricciones de distancia concuerden unas con respecto a otras y se pueda obtener
un modelo adecuado, basado en la estabilidad energética. El célculo de estructura engloba
varios parametros como restricciones de distancia, angulos de enlace, angulos de torsion y

longitudes de enlace.
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El calculo de estructura mediante el programa CYANA consta de varias etapas, las cuales
hay un incremento y estabilizacion de temperatura y diferentes valores de angulos de torsion.
El nimero de modelos aleatorios es normalmente de 200 y al finalizar el proceso se llegan a
las 20 estructuras mas estables en base al parametro elegido. Para llegar a estas estructuras
estables, el programa realiza siete ciclos, en los que la estructura se va definiendo en base a
las restricciones establecidas.

CYANA requiere algunos archivos como: la secuencia de aminoacidos, la lista de
desplazamientos quimicos, una lista de interacciones nOe asignados para calibrar las
restricciones de distancia y generar una lista de asignaciones creada para cada pico tomando
en cuenta los desplazamientos quimicos. Las asignaciones son filtradas de acuerdo a las
tolerancias establecidas y se generan las restricciones de distancia para todos los picos de
cruce. Posteriormente, se calculan las estructuras mediante un proceso dindmico de angulos
de torsidn usando un protocolo de enfriamiento en el cual el movimiento se reduce y estas
estructuras son utilizadas para el siguiente ciclo y asi iterativamente. De esta manera, se
garantiza que las interacciones de NOE tengas asignaciones especificas para cada atomo de

hidrogeno.

2.4.4 Afinamiento de estructura

Una vez obtenida la estructura de CYANA, se realiza un afinamiento de estructura, basados
en los valores de las contribuciones de fuerzas de Van der Waals, interacciones
electrostéticas, angulos de torsion, potenciales energéticos y longitudes de enlace, los cuales
generan gradientes de energia potencial. Lo que se busca es minimizar la energia potencial
debida a los movimientos de los atomos y para ello se somete la estructura a una simulacion
a alta temperatura y posteriormente se disminuye, permitiendo asi la formacion de diversas
conformaciones, asi mismo el uso de simulaciones en solventes ayuda al afinamiento de la

estructura.

«42»



2. ANTECEDENTES

2.4.5 Validacién de estructura

Para evaluar la calidad de una estructura determinada por RMN, se utilizan distintos
parametros como el numero y tipo de restricciones de NOE a corta, mediana y larga
distancia, el valor de RMSD, las restricciones de &ngulos de torsion, el valor de RMSD (Root
Mean Square Deviation), es la medida de desviacion estandar de la distancia entre atomos
que conforma la molécula. Mientras menos sea el nimero de violaciones obtenida y el valor

de RMSD sea menor o igual a 1 A, se considera que la estructura es viable.

La técnica de RMN es una herramienta muy versétil, que puede ser utilizada para
determinar la estructura tridimensional de proteinas, ademas de proveer otro tipo de
informacion, como la dinamica de moléculas en diferentes escalas de tiempo o la interaccion
gue existe entre diferentes moléculas. Esta técnica espectroscopica ha sido aplicada para el
estudio de modelos estructurales tridimensionales, asi como para conocer las interacciones

que presentan las toxinas®®-72.

2.4.6 Estudio de neurotoxinas por RMN

En 1989, Driscoll”® reporté la primera estructura tridimensional de una fraccion llamada
BDS-I (Blood Depressing Substances) proveniente de la anémona Anemonia sulcata que

presentd actividades antihipertension y antivirales’.

Las neurotoxinas son el tipo de toxinas que han sido mayormente determinadas por
RMN. En el caso de las neurotoxinas de anémonas las cadenas de aminoacidos suelen ser
pequefias, van de 10 a 45 aminoacidos y determinar la estructura de estas secuencias es
relativamente sencillo, siempre y cuando se tengan las condiciones 6ptimas*!, sin embargo,
también existen estudios de elucidacién, con actinoporinas mayores a 20 kDa’®, con ello se

muestra la versatilidad de la técnica RMN’S,
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De acuerdo con la NBCI (National Center of Biotechnology Information), existen 78
estructuras de anémonas de mar, 27 de ellas son por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
y 51 por difraccién de rayos X. Mientras que, el total de secuencias de aminoacidos, que se
encuentra en esta base de datos provenientes de anémonas es de mas de 50 mil, es decir,
solamente cerca del 0.05% de las secuencias conocidas han sido determinadas

estructuralmente.

En 1996, Dauplais y colaboradores*? realizaron la sintesis quimica en fase sélida y
determinacién de estructura de la toxina BgK, de la anémona Bunodosoma granulifera. BgK
interacciona con los canales de Potasio. Asimismo en 1997 se estudid y elucidé la toxina ShK
donde se demostré que la proteina nativa, la sintética y la recombinante tienen un

comportamiento similar bloqueando canales de Potasio.

La alineacion de las toxinas ShK y BgK se muestran en la Figura 12. Como se puede
observar en el alineamiento, algunos aminoacidos son conservados, entre ellos las cisteinas,
el porcentaje de identidad entre ShK y BgK es del 35%. Estas dos toxinas son interesantes

porque han mostrado bloguear el canal de potasio sensible al voltaje Kv1.3.

ShK RSCIDTIPKSRCTAFQ----CKHSMKYRLSF--CRKTCGTC
BgK VCRDWFKETACRHAKSLGNCRTSQKYRAN---CAKTCELC

Fig. 12 Alineamiento de secuencias de la toxinas ShK (Stichodactyla helianthus) y BgK (Bunodosoma
granulifera)

La toxina nativa de ShK (Figura 13), consiste en dos alfa hélices cortas que van de los
residuos 14-19, 21-24 y un N-terminal con una conformacion extendida hacia el residuo 8,
seguida por una hélice 310”’. Se estima que la superficie de ShK provoca una unién con el
canal de Potasio sensible al voltaje (Kv), siendo los residuos Lys22, Tyr23, Argll, His19,

Ser20 y Arg24 los aminoacidos que contribuyen a esta interaccion’’-"°,
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Fig. 13 Estructura tridimensional determinada por RMN de la neurotoxina ShK (PDB 1RO0)7®

Por su parte, BgK (Figura 14) esta formada por dos hélices, una desde 9 al 16 y la otra
del residuo 24 al 30. Las cisteinas forman puentes disulfuro con funciones especificas Cys2-
Cys37 mantienen la aproximacion espacial, mientras que el enlace Cys20-Cys34 conservar
los loops 16-24 y 31-37 dentro del centro de la molécula, de esta manera la toxina adquiere
una forma globular. El RMSD (Root Mean Square Deviation) entre las estructuras de BgK y
ShK es de 0.718. El enlace de Cysl1-Cys30 une las dos hélices, adquiriendo una

conformacioén Gnica*?*

Fig. 14 Estructura tridimensional determinada por RMN de la neurotoxina BgK (PDB 1BGK)“3.
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En el presente trabajo, se estudiaron las toxinas: BcsTx1 y OspTx2b cuyo porcentaje
de identidad entre ellas es de 54%, en la siguiente Figura 15 se muestra el porcentaje de

identidad entre ShK y BgK con respecto a OspTx2b.

ID (%)
0spTx2b ACKDNLPAATCSNVKANNNC-SSEKYKTN---CAKTCGEC 100
ShK RSCIDTIPKSRCTAFQ----CKHSMKYRLSF——CRKTCGTC 35
BgK VCRDWFKETACRHAKSLGNCRTSQKYRAN---CAKTCELC 43
BcsTx1 ACIDRFPTGTCKHVKKGGSCKNSQKYRIN---CAKTCGLCH 54

Fig. 15 Alineacion de secuencias de OspTx2b con secuencias que han demostrado tener interaccién con
canales de potasio, como ShK, BgK y BcsTx1.

2.5 Toxina OspTx2b proveniente de la anémona Oulactis sp.

Oulactis sp. es una anémona endémica de las costas sureste de Australia, se
encuentra en las costas a profundidad de 0 a 1 m, se pueden encontrar en colores amarillo,
marrén y verde. La longitud de la columna puede ser hasta 6 cm de longitud
(https://collections.museumvictoria.com.au/species/8617).

Se desconocen el tipo total de toxinas presentes en este organismo, sin embargo, se
estan realizando estudios del trascriptoma de esta especie y se han aislado mas de 14
secuencias de toxinas diferentes, procedentes de esta anémona (comunicacién personal Dr.

Norton).
OspTx2a y OspTx2b, son dos toxinas obtenidas de Oulactis sp. Sus secuencias tienen

homologia con neurotoxinas ShK, BgK, BcsTx1 y BcsTx2, denominadas bloqueadores del
Kv1.3.
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Tabla 4 Taxonomia de Oulactis sp.

Reino Animal

Filo Cnidaria
Clase Anthozoa
Subclase Hexacorallia
Orden Actiniaria

Suborden Nyantheae
Infraorden Thenaria
Familia Actiniidae
Género Oulactis
Especie  |Oulactis sp.

Fig.16 Anémona Oulactis sp.

2.6 Toxina BcsTx1 proveniente de anémona la Bunodosoma caissarum

La anémona Bunodosoma caissarum (nombrada por Corréa, 1964), es una especie
endémica Brasil, distribuida a lo largo de las costas de Sao Paulo y Rio de Janeiro. B.
caissarum se reproduce de manera sexual y abunda en las aguas contaminadas, donde la
densidad de poblacién puede alcanzar 150 individuos por metro cuadrado?3. Esta anémona
es utilizada para la extraccion biolégica de compuestos activos y como biomonitor de la

radioactividad en las costas.

El extracto crudo de B. caissarum ocasiona convulsiones en ratén'®, se han logrado
identificar neurotoxinas que atacan a los canales de sodio y potasio, ademas de hemolisinas
con un peso molecular de 15 y 20 kDa. Otras fracciones como BcPLA (2) de 14.7 kDa mostro
efectos sobre Fosfolipasa A2, especificamente en las funciones renales’®, ademas se
observaron efectos antimitéticos y citotoxicos en erizos de mar®. El estudio con los
nematocistos de B. caissarum comenz6 con pruebas para obtener capsulas del cnidocito in
vitro, asi como su veneno. Sin embargo, como las técnicas anteriores utilizadas con esta

especie no tuvieron éxito, se utilizé un método in vivo.
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Tabla 5 Taxonomia de Bunodosoma caissarum

Reino Animal

Filo Cnidaria
Clase Anthozoa
Subclase |Hexacorallia
Orden Actiniaria

Suborden |Nyantheae
Infraorden [Thenaria

Familia Actiniidae

Género Bunodosoma

Especie Bunodosoma
caissarum

Fig.17 Anémona Bunodosoma caissarum (fotografia
de: http://cifonauta.cebimar.usp.br/photo/3811/)

En el articulo de Orts, et al (2013), se realiza un estudio de nuevas neurotoxinas
provenientes de la anémona B. caissarum denominadas: BcsTx1, BcsTx2 y BcsTx31%81, En
este estudio, se muestrearon organismos en dos zonas geograficas diferentes en Brasil, con
el objetivo de comparar los efectos que tienen las toxinas de B. caussiarum en ovocitos de
Xenopus leavis. Las neurotoxinas BcsTx1 y BesTx2 presentaron actividades en canales de
potasio sensibles al voltaje y se obtuvo la secuencia de aminoacidos de cada una de estas
toxinas. BcsTx1l y BcsTx2 tienen 38 y 37 aminoacidos respectivamente y tres enlaces

disulfuro?®.

El porcentaje de identidad entre BcsTx1 y BgK, es del 42% sin embargo, se han
reportado diferencias en la interacciéon con el canal de Potasio*?. Lo que podria sugerir una

diferencia estructural que conduce a la discrepancia de las interacciones con dicho canal.

En este trabajo se estudiaron las neurotoxinas OspTx2 provenientes de la anémona
Oulactis sp. y BcsTx1 de la anémona Bunodosoma caissarum. Se obtuvieron estas toxinas
por métodos sintéticos y recombinantes, respectivamente y se realizaron experimentos de

RMN con el fin de determinar la estructura de dichas toxinas.
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Parte de este trabajo se desarroll6 en Monash Institute of Pharmaceutical Science,
Victoria Australia con una colaboracion con el Profesor Raymond S. Norton, como parte de

una estancia de investigacion.

El trabajo mas extenso fue realizado en r-BcsTx1, debido a que se realizé el disefio
del plasmido con la toxina, la optimizacion del protocolo de expresion y purificacion, sin
embargo, fue complicado la obtencion del péptido puro y en buenas cantidades, asi como la
utilizacién de los equipos de RMN del LANEM-CIQ. Por estos motivos, no se logré concluir

estos estudios y solamente se presentan los avances obtenidos para esta toxina.
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3. OBJETIVO GENERAL

Determinar la estructura terciaria de la toxina OspTx2b, proveniente de la anémona
Oulactis sp., y de la toxina BcsTx1 por medio de la técnica Resonancia Magnética Nuclear
(RMN).

Objetivos Particulares

. Obtener los péptidos OspTx2b y BcsTx1.
. Purificar los péptidos OspTx2b y BcsTx1.
. Asignar las sefales de RMN de OspTx2b y BcsTx1.

. Determinar la estructura tridimensional de los péptidos OspTx2b y BcsTx1.
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4. HIPOTESIS

La estructura tridimensional de OspTx2b y BcsTx1 serd semejante a la estructura de
las neurotoxinas ShK y BgK, provenientes de otras anemonas (Stichodactyla helianthus y

Bunodosoma granulifera, respectivamente).
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5. JUSTIFICACION

En la actualidad el estudio de toxinas de origen marino en México, es muy reducido;
los grupos de investigacion se centran en la purificacion y caracterizacion biolégica de estos
organismos, para tratar de comprender el comportamiento de la variedad de péptidos y

proteinas que poseen los Cnidarios.

La importancia del estudio de toxinas de origen marino, en especial de anémonas,
radica en que se ha podido obtener un homdélogo de la toxina ShK, el cual se encuentra en
fase de prueba para enfermos de psoriasis. Esta enfermedad es autoinmune y se ha podido
controlar la proliferaciéon de las células T, es decir, se ha observado el detenimiento de
despigmentacion de la piel en los pacientes que presentan este dafio. Asi como la psoriasis,
existen otras enfermedades autoinmunes, que no tienen un tratamiento efectivo, por ello la
blusqueda de nuevas moléculas que puedan ayudar al tratamiento de este tipo de

enfermedades, sin comprometer el éptimo funcionamiento de organismo.

Existen pocas secuencias de aminoacidos descritas provenientes de anémonas, y
consecuencia de ello, la cantidad de modelos estructurales obtenidos por RMN y por
difracciéon de rayos X es muy limitada. Es por ello, que con este proyecto se pretende
producir diferentes tipos de toxinas y determinar la estructura tridimensional por medio de
RMN, asi como comprobar su actividad en distintos sistemas.
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6. METODOLOGIA

En la Figura 18 se muestra un esquema general de la metodologia de este trabajo. Como
se puede observar una toxina (r-BcsTx1) se produjo por técnica recombinante, mientras que
otra (OspTx2b) por sintesis quimica. En la primera parte de la metodologia se describe la

produccién de OspTx2b y en la segunda rBcsTx1.

Sistema de Sintesis
expresion quimica
Toxina recombinante Toxina sintetica
rBcsTx1l OspTx2b

Columna de

purificacion

Analisis
quimico y
bioensayos

Fig. 18 Diagrama de flujo de metodologia, modificado de Vetter (2015)8?
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6.1 Produccion del péptido OspTx2b

6.1.1 Sintesis de los péptidos OspTx2b y OspTx2a

OspTx2a fue la toxina con la que se empezo a trabajar en el laboratorio de Monash
Institute of Pharmaceutical Science (MIPS), se realizd la sintesis por fragmentos de esta
toxina, sin embargo, al tratar de unir los fragmentos, se pudo apreciar que las masas
moleculares de los productos mayoritarios no coincidian y se realizaron algunas

modificaciones al método sin cambios significativos en los resultados.

Al mismo tiempo la comparfiia Peptide Internacional, sintetizé OspTx2b, la cual, se
obtuvo en grandes cantidades (63 mg) y con pureza del 98%. Por esta razén se comenzé a
trabajar con OspTx2b. Un mes después se obtuvo OpsTx2a, mediante sintesis quimica. La
sintesis de OspTx2a dio como resultado dos conformaciones mayoritarias OspTx2a pico 1y
OspTx2a pico 2. Con los cuales se empezaron a trabajar y a sacar algunos experimentos en

RMN. Estos resultados, no son mostrados en el presente trabajo.

Enseguida se muestra el alineamiento de OspTx2a y OspTx2b:

OspTx2a ACKDVFPAAT CRHAKSVGNC SSEKYKRNCA ITCGAC
OspTx2b ACKDNLPAAT CSNVKANNNC SSEKYKTNCA KTCGEC

OspTx2b fue sintetizada quimicamente, la metodologia utilizada se describe a
continuacion (Figura 19):

1) El dltimo aminoacido de la secuencia en éste caso C36 es acoplado a la resina Fmoc.

2) El a-amino del residuo anterior (C36) es desprotegido y posteriormente el grupo carboxilo

del residuo siguiente (E35) es acoplado al a-amino de C36.
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3) El paso 2) es repetido hasta llegar al amino&cido inicial, en este caso Al. En cada
acoplamiento una pequefia alicuota es desprotegida para corroborar que la sintesis sea

correcta, por medio de espectrometria de Masas.

4) Una vez completada la sintesis se procede a la escision de la resina y posteriormente a la

desproteccion de los grupos protectores de cada aminoacido.

5) El producto de la reaccion es purificado en un equipo de HPLC con una columna C18 y

posteriormente una alicuota es evaluada en un espectro de masas.
6.1.2 Espectrometria de masas del péptido OspTx2b
Se diluy6 0.2 mg de OspTx2b en 20 pL de 0.1 % TFA en agua. El blanco fue 0.1% TFA

en agua y se aplicé en un equipo de cromatografia liquida acoplada a masas (Shimadzu
2020 LC-Mass).
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Fig. 19 Esquema de sintesis quimica en fase sélida de péptidos de OspTx2b.
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6.1.3 Experimentos de RMN del péptido OspTx2b

Para evaluar las condiciones Optimas, se realizaron experimentos de RMN a diferentes
pH (2.0, 3.0, 3.8, 4.0, 5.0, 6.0 y 7.2) y con diferentes temperaturas (10 y 20°C). Asimismo, se

evaluaron dos concentraciones de OspTx2b (0.25 mM y 1 mM).

Se prepararon cuatro muestras de OspTx2b: la primera de ellas a 1 mM de OspTx2b
disuelta en 100% de ?H20 a pH 3.8. La segunda muestra de 1 mM con 5% de 2Hz20, y 0.01
NaNs a pH 3.8 con la que se realiz6 la mayoria de experimentos. La tercera muestra fue 0.25
mM con 5% de 2H20, y 0.01 NaNs a pH 3.8, esta muestra se utiliz6 para comparar las
sefiales en diferentes concentraciones y posteriormente, a ésta Ultima se adicion6 2% de

dioxano para calibrar los espectros obtenidos, siendo la cuarta muestra.

Los experimentos fueron realizados en un equipo Bruker Avance 1ll de 600 MHz en el
laboratorio de Bioquimica del Profesor Raymond S. Norton en MIPS, Melbourne, Australia, a

continuacion, se enlistan los experimentos que se realizaron.

Experimentos 1D:

v Titulacion de pH (de 3 a 7) en H20

v Variacion de temperatura (283 y 293 K)
v 20 mM Buffer de fosfatos a pH 5.0

v 20 mM Buffer de fosfatos a pH 3.8

Experimentos 2D a pH 5.0:

v 2D TOCSY, tiempo de mezclado de 80 ms and 40 ms

v 2D TOCSY, tiempo de mezclado de 70 ms temperaturas (10 y 20°C)
v 2D NOESY, tiempo de mezclado de 150 ms 'y 250 ms (10 y 20°C)

v DQF-COSY y NOESY en D20
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Experimentos 2D a pH 3.8:

2D TOCSY tiempo de mezclado de 70 ms 'y 100 ms (10 y 20 °C)
2D NOESY tiempo de mezclado de 150 ms 'y 250 ms (10 y 20°C)
DQF- COSY y NOESY en D20

15N-HSQC

13C-HSQC

AN NN

Los espectros TOCSY y NOESY fueron adquiridos a diferentes tiempos de mezclados
para tener datos con tiempos cortos y tiempos largos. Los datos fueron procesados con el
programa Topsin de Bruker. Mientras que Ccpnmr Analysis 2.4 fue el programa que se utilizé

para la asignacion de los sistemas de espin de cada residuo.

6.1.4 Calculo de estructura del péptido OspTx2b

Las asignaciones de los sistemas de espin y secuencial, se realizaron siguiendo la
estrategia de Wagner y Withrich®. Los sistemas de espin fueron identificados con los
experimentos DQF-COSY y TOCSY. Mientras que con los espectros NOESY en pH 5.0 y
posteriormente pH 3.8 se llevo a cabo la asignacién secuencial, mediante el analisis de las
correlaciones HN-HN, HN-Ha y HN-Hp.

Una vez obtenida la asignacién secuencial, se asignaron las sefiales de NOE
vecinales y las producidas por interacciones a larga distancia. De esta manera, se obtuvo
informacion estructural. Teniendo en cuenta que la intensidad del NOE es inversamente
proporcional a la sexta potencia de la distancia entre los dos nucleos que generan esta sefial

se obtuvieron distancias.

El calculo de estructura terciaria se realizé utilizando el programa CYANA, empleando
la lista de desplazamientos quimicos establecida (la asignacion fue del 100%). Ademas de la
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lista de los puntos de cruce integrados del espectro 2D H-H NOESY (distancias), se utilizaron
restricciones de distancia entre los atomos de azufre que se encuentran formando enlaces
disulfuro, y las mediciones de los acoplamientos J fueron utilizados para obtener

restricciones de los angulos de torsion®2.
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6.2 Produccion de péptido rBcsTx1

Durante el curso de esta investigacion, ademas de trabajar con OspTx2b, se trabajé
con rBcsTx1l. Y aunque no se concluyd con este trabajo, se presentan los resultados
obtenidos.

El primer paso fue la busqueda de una secuencia de aminoacidos que perteneciera a
una toxina de anémona, la cual hubiera sido caracterizada biolégicamente, para poder
comparar la funcion de la toxina nativa con la obtenida recombinantemente. La secuencia de
aminoacidos elegida fue BcsTx1l extraida de NCBI es ACIDRFPTGTCKHVKKGGSC
KNSQKYRINC AKTCGLCH.

El segundo paso fue el disefio del vector. Con la finalidad de facilitar su expresion, se
utilizé el plasmido pET32a, debido a que posee una etiqueta (tag) de Tiorredoxina que facilita
la formacién de enlaces disulfuro, ademas de poseer otra etiqueta de Histidina la cual ayuda

a llevar a cabo la purificacion.

Secuencia de la proteina de fusion:
MSDKIHLTDDSFDTDVLKADGAILVDFWAEWCGPCKMIAPILDEIADEYQGKLTVAKLNIDQN
PGTAPKYGIRGIPTLLLFKNGEVAATKVGALSKGQLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHHHSSGL
VPRGSGMKETAAAKFERQHMDSPDLGTDDDDKAMADIGSEFACIDRFPTGTCKHVKKGGS
CKNSQKYRINCAKTCGLCH

Peso Molecular de la proteina de fusion: 22 137.10 Da.

Secuencia del inserto:
AMABIESERACIDRFPTGTCKHVKKGGSCKNSQKYRINCAKTCGLCH
Peso Molecular del inserto: 5 079.89 Da.
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Se probaron diferentes cepas de E. coli con el fin de encontrar las condiciones 6ptimas
para realizar el proceso de transformacion del plasmido rBcsTx1, debido a que esta toxina se
trabaja por primera vez en este vector y no esta reportada su clonacion ni expresion. La Tabla

6 muestra las cepas utilizadas, asi como las caracteristicas especificas de cada una.

Tabla 6 Caracteristicas de las diferentes cepas utilizadas para la produccion de r-BecsTx1.

CEPA CARACTERISTICAS

Rosseta 2 Optimiza la expresion en codones poco comunes.

BL21 (DES3) Es la mas utilizada debido al alto porcentaje de
induccion.

Origami Ayuda a la formacion de enlaces disulfuro

6.2.1 Expresion del plasmido pET32a-BcsTx1

Una vez obtenidas colonias en la caja de Petri, se dejaron crecer los cultivos
incubandolos con ampicilina 200 rmp a 37°C por 6 h. Una vez alcanzado la ODesoo de 0.8-0.9,
se agreg6 1 mM de IPTG y se dej6 incubar por 6 h a 25°C debido a que se observé una

mejor expresion a esas condiciones.
6.2.1.1 Rompimiento de pared celular del plasmido pET32a-BcsTx1

Realizada la expresion se centrifugé el medio a 4000 rmp por 40 min, el pellet fue
resuspendido en 15 mL de Buffer 20 mM Fosfato de Sodio, 0.5 M NaCl, 30 mM Imidazol pH
7.4 y se agrego 5 mg de lisozima, debilitando asi la pared celular. Una vez resuspendido el

pellet, se sonico por 12 ciclos10 s con descansos de 20 s produciendo la lisis de las células.

Cuando la solucion se tornd viscosa, se centrifugd a 15 000 rpm por 30 min a 4°C, el

sobrenadante fue filtrado (0.20 um) y posteriormente se aplicé al equipo de purificacion. Se
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tom6 una muestra del pellet para observar si la proteina se encontraba en cuerpos de

inclusién en geles de SDS-PAGE y comprobar que el rompimiento de células fuera efectivo.

6.2.2 Purificacion de la proteina de fusion Trx-r-BcsTx1

Debido a que la proteina de fusion posee una etiqueta de Histidina, se decidi6 realizar
como primer paso una purificacion por afinidad, con una columna de Ni-HisTrap, a
continuacion se muestran las condiciones en las que se llevo a cabo la cromatografia (ver

Anexos).

Columna Ni*2- NTA GE (5 mL)

Equipo FPLC GE. Flujo 1.0 mL/min

Buffer de equilibrio 20 mM Fosfato de Sodio, 0.5 M NaCl, 20 mM Imidazol pH 7.4
Buffer de elucién 20 mM Fosfato de Sodio, 0.5 M NaCl, 500 mM Imidazol pH 7.4

Una vez que se realiz6 la purificacion, se concentr6 la fraccion de interés con

concentradores de corte 5 kDa, hasta obtener un volumen de 1.5 mL.

6.2.3 Cuantificacién por espectrometria UV

Por medio del programa http://protcalc.sourceforge.net/ se obtuvo el coeficiente de
extincion de la toxina recombinante €= 0.7082 mol/L, por lo que se calculd la concentracion
de toxina por UV, de acuerdo a la Ley de Lamber y Beer.

6.2.4 Corte con enteroquinasa de la proteina de fusion Trx-r-BcsTx1

Una vez calculada la concentracion de toxina, se hizo reaccionar con 1.5 unidades de
enteroquinasa de porcino por 72 h a 4°C, posteriormente se realizaron geles de acrilamida
SDS-PAGE para asegurar el corte de la toxina.
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6.2.5 Gel de acrilamida SDS-PAGE 15y 18%

Se realizaron geles de acrilamida/bis al 15 y al 18%, segun el método de Laemmli
(1970) y fueron tefiidos con Comassie (ver Anexo 2), con el fin de observar los pesos

moleculares de las fracciones obtenidas.

6.2.6 Inoculacion de medio minimo M9 del péptido r-BcsTx1

Cuando las condiciones Optimas en medio rico LB fueron encontradas, se empezo la
inoculacion en medio minimo (este medio es marcado con 3C-glucosa y '°N-cloruro de
amonio). Debido a que se observé baja cantidad de proteina obtenida se cambid la
metodologia. Se inoculd desde un inicio en medio M9 y se probaron otras cepas como

Rosetta y Origami, para evaluar la mejora de la expresion.

Posteriormente se llevo a cabo la purificacién de la proteina. Solamente se utilizé la
columna de afinidad debido a que se observd la pérdida de péptido al llevar a cabo la

purificacion en la columna de exclusion molecular.
6.2.7 Experimentos de RMN del péptido r-BcsTx1
La muestra denominada r-BcsTxlsm, representa la toxina r-BcTx1 sin marcar, la
concentracion de dicha muestra fue de 5 mM. Se tomaron 500 mL de muestra y se realizo el
experimento de 1H, TOCSY y NOESY en un equipo de 700 MHz.
6.2.8 Pruebas en canales idnicos de potasio del péptido r-BcsTx1
En un trabajo en colaboracién con el Dr. Emilio Salceda y Dr. Enrique Soto de la UABP, se

entreg6 28 mg de r-BcsTx1lsm para realizar estudios sobre canales idnicos.
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7. RESULTADOS

7.1 Resultados del péptido OspTx2b

7.1.1 Espectrometria de masas del péptido OspTx2b

Se obtuvieron cerca de 100 mg de OspTx2b, de los cuales 34 mg fueron enviados
para pruebas electrofisioldgicas en canales de potasio. El aspecto de OspTx2b fue un sdlido

de color blanco de textura muy fina.

Para corroborar la presencia de OspTx2b después de la purificacion, se determiné la
masa molecular por medio de un equipo Mass—LC Shimadzu. Se utilizaron 2 pL de OspTx2b
a 1 M para el andlisis. En el cromatograma 1 se puede observar un sélo pico de OspTx2b,

por lo que el porcentaje de contaminantes es minimo.
OspTx2b
3500000
3000000
2500000
2000000

1500000

Intensity

1000000

500000

-500000 :
Time (min)

Cromatograma 1 de OspTx2b sintetizada quimicamente por PEPTIDES International, en el cromatograma se
observa un solo pico mayoritario.
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Por otro lado, el espectro de masas obtenido se observa en la Figura 20, en el cual se

observan los fragmentos de las masas moleculares observadas (3781.25 m/z) que coinciden
con las masas moleculares esperadas (3780.3 m/z). Por lo que se concluy6 que la sintesis

se realiz6 de manera correcta.

Tabla 7Fragmento de masa molecular esperadas y observadas de OspTx2b

CARGA ESPERADA OBSERVADA
MASA MOLECULAR 3780.3 3871.25
M+2 1889.6 1891.3
M+3 1259.4 1261.1
M+4 944.3 946.2
M+5 755.3 757.2
OspTx2b
300000
1261.1
250000
946.2
200000
150000
100000
50000 1891.3
752.2
0
0 500 1000 1500 2000
mz

Fig. 20 Espectro de masas de OspTx2b. Las masas obtenidas en el espectro, corresponden con las masas
moleculares esperadas
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7.1.2 Resultados de RMN del péptido OspTx2b

En la Figura 21 se muestra el espectro en 1D de OspTx2b, en el cual se puede
observar que el péptido OspTx2b esta plegado debido a que las sefiales en la region de NH
se encuentran bien definidos. Las condiciones en las que fue tomado el experimento se

describen en la Tabla 8.

Tabla 8Pardmetros de OspTx2b para RMN.

PARAMETROS VALORES

Concentracion 250 uM

Disolvente H-0

pH 6.0

D20 5%

Temperatura 20°C
293K _@
L o
w s T e T T T4 T T o ppml

Fig. 21 Espectro de H de OspTx2b (1mM) a 25°C, pH 5.9.

Se tomaron varios experimentos con diferentes parametros (pH, temperaturas y
concentraciones) con el fin de optimizar las condiciones para obtener mejores espectros de

dos dimensiones, en la Figura 22 y Figura 23 se muestran los resultados de las titulaciones.
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Fig. 22 Espectro de RMN 1H de la titulacién acido-base de OspTx2b. OspTx2b (1 mM) fue diluida en H20 ( 5%
de 2H20) a 25°C: La titulacion se realizé6 con pH desde 3.0 hasta 8.0. se observa el cambio de los
desplazamientos quimicos en la region del NH.
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Fig. 23 Espectro de RMN 1H de la titulacion acido-base OspTx2b (region NH) en los cuales se pueden observar
cambios en los desplazamientos quimicos de acuerdo a la variacion del pH. Condiciones de OspTx2b: 1 mM,
25°C, disuelto en H20 (5% 2H:20).
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El espectro seleccionado para realizar la asignacion de sefiales fue de pH 5.0, sin

embargo, debido a que algunos aminoacidos mostraban traslapamiento de sefales, se
tomaron experimentos a diferentes pH, siendo pH 3.8 en el que se podian identificar mejor

las sefiales anteriormente traslapadas y de esta manera completar la asignacion.

Por otra parte, se realizaron experimentos en dos diferentes temperaturas 283 y 293
K, para tratar de mejorar el espectro, especialmente las sefiales de los aminoacidos Leu 6 y
Lys 31, asi como Lys 15, Gly 34 y Cys 36 que mostraban traslapamiento. Algunas sefales
mejoraron al bajar la temperatura, sin embargo, otras areas mostraban pérdida de sefial. Con

lo cual se decidio trabajar con 283 K.

La asignacion de los residuos (sistema de espines) especificos fue obtenida de los
experimentos en 2D DQF-COSY y TOCSY®, Mientras que la asignacion secuencial fue
obtenida con el espectro 2D NOESY. Por otra parte, los angulos diedros fueron obtenidos de
los valores de los acoplamientos escalares (*JHN-Ha), y las restricciones de distancias
fueron obtenidas de las intensidades de las sefiales de NOE. Para el célculo de la estructura
se utilizé el programa CYANAZ®?, y posteriormente XPLOR®3, Se realizaron experimentos de
TOCSY con la muestra en 100% 2H20, con el fin de predecir las amidas involucradas en

puentes de hidrégeno.

Los experimentos de dos dimensiones mostraron sefiales que pertenecian a una
segunda conformacién, esto se observo para residuo del Cys 29 al Glu 35; estas multiples

conformaciones complicaron la asignacion de sefiales de NOE principalmente.

En la Figura 24 se muestra un espectro traslapando las sefiales de TOCSY y NOESY
en la region de “finger print” (comprende la region HN y Ha), en donde se puede observar
qgue la Thr 32 tiene dos conformaciones, una mayoritaria la cual concuerda con toda la
asignacion secuencial y otra minoritaria (sefialada en la figura 3.5) en la cual la asignacion

secuencial comienza a partir del aminoacido 29 hasta el 35.
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Fig. 24 Espectro TOCSY (azul) y NOESY (rojo) de OspTx2b, en el que se pueden observar las distintas
conformaciones, principalmente en el T32 sefialado.

En la Tabla 9 se muestra la asignacion de las sefiales correspondientes a la
conformacién mayoritaria y en la Tabla 10, se muestran la asignacion de la conformacion

minoritaria.
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Tabla 9. Desplazamientos Quimicos de OspTx2b

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS (ppm)

RESIDUO NH Ho Hp Hy HG He
Al - 3.93 134
c2 8.74 4,73 2,70,2.90
K3 8.55 4.47 164 1.01 124 2.90
D4 B.68 4,73 3.08, 2.57
ME B.42 4.7 296,284 £.89,7.59
L& 8.14 3.80 1.33 0,95 062,067
F7 - 4.27 241,256 1.99 3.40,3.80
AB 8.53 4,01 132
A9 8.90 4.00 1.30
T10 T7.07 3.91 4,17 1.08
C11 8.11 4.28 260
512 8.9% 3.93 3.79
MN13 T7.17 4,32 274 7.55, 6.86
V14 T7.75 3.37 197 0.20,0.09
K15 T.67 4.08 1.77,1.42 126
AlB 7.99 3.99 1.35
N1 7.45 4,63 2.80,2.44 7.25, 68,79
MN1B 7.80 4,62 3.05, 2.6% 6.76, 7.53
N13 8.13 2.26,3.02 3.03, 227 7.20,6.97
Cz20 8.18 4.08 2.86,3.04
521 T7.78 4,17 3.88,3.7%
522 7.34 4,35 4,08, 3.98
EZ3 9.12 3.80 1.86 2.29
K24 7.29 4,67 169,157 0.94 132
Y2k 7.05 4,43 2,75, 2.87 6.97 B.57
K26 B.40 3.82 176, 163 162 1.37
T27 T.63 4,02 4,10 1.0&
MZ8 7.63 5.01 2.87,2.70 £.89, 7.23
CZ9 8.30 £.28 3.15, 2,76
A3D B.84 3,76 1.33
K31 7.33 3.97 1B7 1.34 1.17 2.82
T32 10.48 3.65 377 0.89
C33 B.70 450 3.14, 2.88
G34 7.65 3.92,3.92
E3E 8.80 4,22 175,222 240,240
C36 T7.61 4.28 3.23
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Tabla 10 Desplazamientos Quimicos de OspTx2b conformacion minoritaria

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS (ppm)

RESIDUO NH H o Hp Hy
C29 B.77 4,82 293, 2.69
A30 8.61 4.5 16
K31 7.28 3.91 1t4 1.19
T32 10.41 3.64 377
C33 B.07 4,25 3.15, 2.91
G34 7.52 3.91
E3t 8.47 4.27 185

En la Figura 25, se muestra el espectro NOESY en el area de HN de la amida. Las
sefiales a corta distancia entre los protones de HNi y HNi+1 de la cadena principal, que

presenta el espectro son caracteristicas de las conformaciones de alfa hélice.

Fig. 25 Espectro 2D NOESY de OspTx2b, regién HN amida.

Se puede observar en las Figuras 26 y 27, la comparacion de los desplazamientos
quimicos de la regién denominada “finger print” (region HN y Ha, respectivamente), de
OspTx2b, ShK y BgK. Esta region es importante para la determinacion de la estructura
secundaria debido que en la regiébn HN, es donde se observan las interacciones de los

enlaces hidrégenos, estos a su vez tienden a ser de muy corto alcance y altamente
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direccional, por lo que pequefios cambios de desplazamientos quimicos en HN, seguidos de

Ha, pueden tener grandes efectos en la estructura calculada®26.

Las desviaciones se obtuvieron haciendo una sustraccion del valor de los
desplazamientos quimicos reportados de la conformacién desplegada® con respecto a los
desplazamientos obtenidos experimentalmente en los péptidos plegados.

2.5 A

1.5 4

0.5 - H 0spTx2b

Deviations

ShK

0 ||||"| ||”| I‘ I | ‘ I | || I‘
LT
-0.5 4

TN O~N0N O AN OGO A o~ o N~ WO O A Nm<t N W
T UMz Jodd 3= dd oA~~~ ol NN NN NNMmMMm MMM M m
FUOUWVZo>xxgd=Z=22=20WV V1l o= N 2 U X =00 wo

Amino sequence OspTx2b

OspTx2b ACKDNLPAAT CSNVKANNNC S-SEKYKT-NCA KTCGEC
ShK RSCIDTIPKSR CTAF----QC KHSMKYRLSEFC RKTCGTC
BgK —VCRDWFKETA CRHAKSLGNC RTSQKYRA-NC AKTCELC

Fig. 26 Comparacioén de los valores del desplazamiento quimicos en la region NH de las toxinas OspTx2b, ShK
y BgK con respecto a los valores obtenidos de las proteinas desplegadas

Al comparar las desviaciones de Ha, se muestra una tendencia muy similar al caso
anterior, por lo que esto nos da una idea de que la estructura secundaria de OspTx2b es muy

similar a ShK'y BgK.
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Amino sequence OspTx2b

OspTx2b ACKDNLPAAT CSNVKANNNC S-SEKYKT-NCA KTCGEC
ShK RSCIDTIPKSR CTAF----QC KHSMKYRLSFC RKTCGTC
BgK —-VCRDWFKETA CRHAKSLGNC RTSQKYRA-NC AKTCELC

Fig. 27 Comparacién de los valores del desplazamiento quimicos en la region Ha de las toxinas OspTx2b, ShK
y BgK con respecto a los valores obtenidos de las proteinas desplegadas

7.1.3 Calculo de estructura del péptido OspTx2b
En la Figura 28 se observan las veinte mejores estructuras de OspTx2b de acuerdo a

sus energias, las cuales fueron resultado del procesamiento y el refinamiento de los datos
adquiridos por RMN?®.
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Fig. 28 Veinte mejores estructuras basada en las menores energias de OspTx2b (PDB id: 6BUC).

La estructura tridimensional determinada por RMN de OspTx2b consta de dos hélices
alfa que van desde Ala 8 al Ala 16, y la segunda hélice se forma de Ala 30 a Cys 33. Las
sefales de corto alcance de NOE en la region HN, confirman la presencia de estas hélices
alfa (Figura 29). Los enlaces disulfuro que forman Cys 2 y Cys 36 generan que el Ny C-
terminal se encuentren cerca. Por otra parte, las hélices se mantienen cercanas, debido al

enlace formado por la Cys 11 y Cys 29.

Fig. 29 Estructura de OspTx2b en base a los experimentos de RMN. En color magenta se observan las alfa
hélices (8-16, 30-33), en naranja los enlaces disulfuro y en cyan los giros helicoidales (25-29).
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7.2 Resultados del péptido r-BcsTx1

La toxina BcsTx1, tiene 37 aminoacidos y tres enlaces disulfuro. Orts en 2013 mostro
gue esta toxina tiene una alta afinidad por los canales rKv1.2, rKv1l.6, hKv1l.3 Shaker IR y
rkKvl.l. Se reportd6 también la primera caracterizacion de una fraccion neurotoxica,
proveniente del veneno de Bunodosoma caissarum, el estudio se realizO comparando dos

poblaciones provenientes de diferentes zonas geogréaficas de Brasil.
En la Tabla 11, se observan las caracteristicas de la toxina BcsTx1, cuya secuencia de
aminodcidos es la siguiente:

AMADIGSEF-ACIDRFPTGTCKHVKKGGSCKNSQKYRINCAKTCGLCH

Tabla 11. Caracteristicas de la proteina de fusion pET-32a-BcsTx1

Caracteristicas BcsTx1 Valor
Numero de aminoacidos 205
pl 6.9
Férmula Co63 H1s520 N274 O297 S14
Total de atomos 3068
Peso molecular 22137.1
Peso molecular oxidado 221311
Coeficiente de extincién molar a 280 nm (mg/mL)
Cisteinas reducidas 0.7
Cisteinas aparedas 0.7
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7.2.1Plasmido pGS- 21a- BesTx1

El primer plasmido construido fue pGS-21a-BcsTx1 por la comparfia GenScrip, este
plasmido tenia la particularidad de tener una etiqueta de Glutation S-Transferasa, esta
etiqueta ayuda a la formacién de enlaces disulfuro. No obstante, se observdé un bajo
rendimiento en la expresion (Figura 30) y en la purificacion, a pesar de que se probaron
distintas de temperaturas de induccién (25 y 37°C) asi como, diferentes concentraciones de
IPTG (0.2, 0.5, 0.8 y 1 mM), por lo cual, se decidi6 cambiar el inserto al vector a pET-32a-
BcsTx1, que también fue construido por GenScrip, esto con la intensidbn de mejorar la

expresion y purificacion.

250 — 1. Marcado dg Peso Molecular
100 2. Densidad Optica (DO)
75 3. Sin induccion
| 50 ' -4 4. 1h
37 L3 - - ge— H 2 g E
e BN T .. sei el 7. 4h
15 9. 6h
10. 7h
10 .
5
2

Fig. 30 Cinética de expresion de pGS- 21a- BcsTx1 en Rosetta (la linea roja representa la linea de banda
esperada aproximadamente 22 kDa).
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Por otra parte, el pldsmido que se disefié fue en el vector pET-32a (Novagen). Este

vector tiene la caracteristica de poseer una etiqueta de Tiorredoxina.

En la siguiente Figura 31 se observa la secuencia de la proteina de fusion, de color
rosa se observa la secuencia de Tiorredoxina (Trx), de color amarillo, la etiqueta de Histidina,

color lila, el sitio de corte de Enteroquinasa y de color verde la secuencia de la toxina

BcsTx1.

i@ 20 30 40 50 60
MSDKIIHLTD DSFDTDVLEA DGAILVDFWA EWCGPCKMIA PILDEIADEY QGKLTWVAKLM
7O 80 =10 100 i c] 120
IDQNPGTAPK YGIRGIPTLL LFKNGEVAAT KVGALSKGQL KEFLDANLAG SGSGHM
13@ 140 158 160 i7e 180
SSGLVPRG SGMKETAAAK FERQHMDSPD LGTDDDDEKAM ADIGSEFACI DRFPTGTCKH
196 200
VEKKGGSCKNS QKYRINCAKT CGLCH

Fig. 31 Secuencia de proteinas de fusion

De manera ilustrativa se muestra a continuacion, la constitucién de la proteina de

fusion por diagrama de bloques.

Fig. 32 Diagrama de bloques proteina de fusién

7.2.2 Optimizacion de crecimiento y expresion del plasmido r-BcsTx1

Las condiciones de cultivo, como la temperatura de crecimiento, temperatura de
induccion y la concentracion del inductor, pueden optimizar la expresion de la proteina
recombinante, debido a que tanto los hospederos y los vectores de expresion presentan
distintos niveles de produccién de una proteina recombinante, bajo las mismas condiciones
de cultivo. Es por ello que se modificaron condiciones como: vectores, tipos de células,
concentraciones de IPTG, temperaturas y tiempos de incubacion, con el fin de obtener las

condiciones de mayor crecimiento y mejor expresion.
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7.2.3 Plasmido pET-32a-BcsTx1

Se realizdé una prueba de purificacion, en la cual 300 pL de extracto crudo fueron
afladidos a una mini columna de afinidad, después de haber sido inducido con 1 mM de
IPTG, con el fin de constatar la presencia de la proteina de fusion Trx-r-BcsTx1, el peso
molecular se esta proteina es de 22 kDa, y como se puede apreciar en la Figura 33, lo cual

nos indica que la proteina de fusion se expresa.

kDa i1 2 3 4 35 6 7 8 9% 10 11 12
250
150
100

75

Marcado de Peso Molecular
Vacio
Extracto crudo C1
Proteina de fusiéon Trx-r-
BcsTx1 C1
Vacio
Extracto crudo C2
Proteina de fusién Trx-r-
25 BcsTx1 C2
8. Vacio
20 9. Extracto crudo C3
10.Proteina de fusiéon Trx-r-
15 BcsTx1 C3
10 11.Vacio
12.Marcado de Peso Molecular

PoONPE

50

37

No o

Fig. 33 Prueba de purificacion de las tres diferentes colonias de Trx-rBcsTx1.

Se realizaron distintos ensayos con el plasmido pET-32a-BcsTx1, variando la
temperatura de induccion (25 y 37°C) y el tipo de cepa (Rosetta, BL21), aunado a ello, se

realiz6 una cinética de expresion para observar el tiempo 6ptimo de la expresion.

El crecimiento de 1L de cultivos se realiz6 a 37°C, debido a que a esta temperatura la
bacteria E. coli, tiene el crecimiento 0ptimo, una vez alcanzada la DOesoo de 0.9, se afiadio 1
mM de IPTG, una muestra (500 mL) fue incubada a 25°C y otra (500 mL) a 37°C, la cinética

se siguio por 14 h seguidas.
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7.2.4 Cinética de expresion en BL21 del plasmido pET-32a-BcsTx1

A continuacion, se observan los geles realizados en las 7 primeras horas de expresion.
En la Figura 34, se muestra la cinética de expresion del plasmido pET-32a-BcsTx1 en la cepa
de BL21 a 25°C, debido a que el peso molecular esperado es de 22 kDa, observamos que en
el carril 6 y 7, es decir, a las 4 y 5 h de induccion se obtiene la mejor expresion, el carril 10,

pertenece a otra proteina que se utiliz6 como control.

75 1 Marcado de Peso Molecular
2. Sin induccioén
50 3. 1h
37 4. 2h
5. 3h
6. 4h
25 7. 5h
20 8 6h
15 9 7h
10 10. Proteina 6a
5
2

1234 567 8 910

Fig. 34 Cinética de expresion de pET-32a-BcsTx1 en cepa BL21 a 25°C

Por otro lado, en la Figura 35 podemos observar el mismo plasmido en la misma cepa

a 37°C, aqui se observan en los carriles 4 y 5 (2 y 3 h respectivamente), la mejor expresion.
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1. Marcado de Peso Molecular
2. Sininduccién

3. 1h

4. 2h

5. 3h

6. 4h

7. 5h

8. 6h

9. 7h

10. Proteina 6a

1234567 80910

Fig. 35 Cinética de expresion de pET-32a-BcsTx1 en cepa BL21 a 37°C.

En algunos casos, la disminucion de la temperatura 6ptima de crecimiento, puede
reducir respuestas metabdlicas indeseables para la sintesis de proteinas foraneas y de esta
manera mejorar el rendimiento y/o solubilidad de proteinas de interés® es por ello que se

eligi6 realizar la induccion a 25°C, por 5 h en BL21.
7.2.5 Cinética de expresion en Rosetta del plasmido pET-32a-BcsTx1
Se probo la cepa de Rosetta, también a dos diferentes temperaturas 25 (Figura 36) y

37°C (Figura 37), en los geles realizados, nos dimos cuenta que a 25°C la induccion por 6h,
la temperatura 6ptima fue a 37°C, durante 6 h para Rosetta.
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75

50

37 1. Marcado de Peso Molecular
2. Sin induccion
3. 1h
4. 2h

25 5. 3h

20 6. 4h
7. 5h

15 8. 6h

10 9. 7h

5 10. Proteina 6a

9 10

e —

[T ey TS

- e e

Fig. 36 Cinética de expresion de pET-32a-BcsTx1 en cepa Rosetta a 25°C.

1. Marcado de Peso Molecular
2. Sininduccién

3. 1h

4, 2h

5. 3h
6

7

8

9

1

4 h
5h
6 h
. 7h
0. Proteina R25

PE23.4 5 6 7 €9 16

Fig. 37 Cinética de expresion de pET-32a-BcsTx1 en cepa Rosetta a 37°C

7.2.6 Purificacién por afinidad en BL21 de la proteina de fusion Trx-r-BcsTx1

Una vez sonicada la muestra, se procedié a centrifugar a 15 000 rpm (rotor 5427-R)
por 30 min, a -4°C y el sobrenadante fue filtrado con una membrana de 0.22 um,
posteriormente se inyectaron 20 mL aproximadamente al equipo de FPLC, y se hizo pasar el
sobrenadante a una columna de afinidad (His Trap Ni- 5 mL), debido a que el loop utilizado

es de 5 mL, se dividio el total del volumen en cinco inyecciones, como se puede observar en
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el perfil cromatografico 2, en la purificacion se hizo un gradiente con un buffer de elucion
inicial de 0.2 M y final de 0.5 M Imidazol.

BL21 BesTx1

2500 100
2000 80
5 —
£ 1500 60 N
— [+a]
o o
[+ a]
oo
5 1000 40
<L
500 20
0 0
0 50 100 150 200

Volumen (mL)

Cromatograma 2 Extracto crudo cepa BL21 inyectado a columna de afinidad.

Posteriormente se realizd un gel a acrilamida SDS-PAGE al 15%, para observar los
posibles contaminantes de la muestra extraida de la primera purificacion (Fig. 38). Se
observan las fracciones 50 y 52 con mayor cantidad de proteina, estas bandas se observan
entre 20 y 25 kDa, por lo que suponemos que es la proteina de fusién cuyo peso molecular
es de 22 kDa.

1. Marcado de Peso Molecular
2. Fraccion 46

3. Fraccion 47

4. Fraccion 50

5. Fraccion 52

6. Fraccion 53

7. Fraccion 54

8. Fracciéon 56

9

1

. Antes de Inducir
0. Después de Inducir

gZg =3 4 5 6.7 89 103

Fig. 38 Purificacion por columna de afinidad de BL21.
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7.2.7 Exclusion molecular en BL21 de la proteina de fusion Trx-r-BcsTx1

Una vez concentrada la proteina de fusion, se procedid a purificar por Exclusion
Molecular, antes de llevar a cabo el corte, para poder eliminar las bandas menores de 20 kDa
qgue aparecen en los geles y para hacer el cambio al tampdn de corte. En el cromatograma 3
se observa la curva obtenida, posteriormente se tomé una alicuota antes de proceder al corte

con enteroquinasa, mas adelante, en el apartado de corte se observan.

BL21 (2 mL)

ABS 280 (mUA)

%% % % %%

180 200 220 240 260 280 300 320 340

Volumen (mL)

Cromatograma 3 Inyeccion de las fracciones 50,51 y 52 procedentes de columna de afinidad.

7.2.8 Intercambio anidnico en BL21 de la proteina de fusién Trx-r-BcsTx1

Debido a que después de llevar a cabo la purificacion por exclusibn molecular (las
caracteristicas de la cromatografia, ver Anexos), se seguian observando bandas menores de
20 kDa, se decidi6 intentar por cromatografia por Intercambio anidnico, a continuacion, se

presentan los resultados de la cromatografia (cromotograma 4).
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ABS 280 (mUA)
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155
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115
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Intercambio anidnico

( 10mL)

40

60

80

100

Volumen (mL)

120

140 160

120

100

80

60

20

Cromatograma 4 Cromatografia por Intercambio aniénico de fracciones procedentes de BL21.

En la Figura 39 se muestra el gel SDS-PAGE (18%), en el cual se observan las

mismas bandas que en las purificaciones precedentes por lo cual llegamos a la conclusion

gue estas bandas se deben a una degradacion de la proteina. A partir de esta observaciéon se

tomd la decision de solo purificar por afinidad, cambiar el buffer de corte mediante

centricones y llevar a cabo el corte con Enteroquinasa, posterior al tiempo de incubacion,

volver a pasar por la columna de afinidad.

Kda

75
50
37
25
20
15
10

S
2

12 3 456 7891011121314 15
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Marcado de Peso Molecular
Inyeccién a la columna
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Fracciéon 3
Fracciéon 5
Fraccion 6
Fraccion 7
Fraccion 20
Fraccion 21

. Fraccion 22
. Fraccion 23
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. Fraccion 32
. Fraccion 34

Fig. 39 Gel SDS-PAGE 18% Fracciones de Intercambio Aniénico en BL21
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Después de probar la expresion en diferentes cepas como BL21, Origami y Rosetta,
observamos que Rosetta dio mejores resultados, debido a que la gran parte de la proteina
expresada se encontraba en fase soluble, por ello se decidié trabajar con Rosetta, para

facilitar la purificacion.
7.2.9 Purificacion de Rosetta de la proteina de fusion Trx-r-BcsTx1

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos con la cepa de Rosetta, como
anteriormente se mencion0 esta cepa sirve para expresar codones raros y ayuda a la
formacion de enlaces disulfuros, sin embargo, claramente se puede ver la diferencia en la
amplitud del pico con respecto al cromatograma 3.2, cuya intensidad es mayor que en el
cromatograma 5, no obstante, faltaria realizar un analisis para saber si los enlaces disulfuro
en ambas cepas se forman de acuerdo al modelo por homologia de BgK y dependiendo de

esto poder elegir una cepa u otra.

Rosetta BesTx1

16 mL

2499 100

1999 80
=)
< 1499 60 =
3 s
=] =
©  g99 40 @
0 8
m
< 499 K //\ 20

1 - 0
0 50 100 150 200

Volumen (mL)

Cromatograma 5 Extracto crudo cepa Rosetta inyectado a columna de afinidad.
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En la Figura 40 se observan las bandas de las fracciones obtenidas en la
cromatografia de afinidad, siendo las fracciones 54-57 las que mayor absorbancia presentan
(rectangulo rojo), ademas de que estas bandas oscilan entre los 20 y 25 kDa, que concuerda

con lo esperado en el peso de la proteina de fusién de 22 kDa.

12834 5 6. 7:8.9G 10;1 1213 14 15 1. Marcado de Peso Molecular
Kda g™ PRy SR 2. Pastilla
50 3. Extracto crudo
37 - 4. Inyeccion
25 - --a‘ 5. Fraccion no retenida
20 pam 6. Fraccion 12
— 7. Fraccion 40
15 p— 8. Fraccion 44
10 - 9. Fracci6n 48
5 10. Fraccién 51
2 11. Fraccién 53

12. Fracciéon 54
13. Fraccién 55
14. Fraccion 56
15. Fraccion 57

Fig. 40 Purificacién por columna de afinidad de Rosetta

7.2.10 Corte con enteroquinasa de la proteina de fusion Trx-r-BcsTx1

Se probaron dos temperaturas de corte, se observé que la mejor temperatura fue de
4°C, debido a que, en la reaccién de 25°C, en la solucion se observé la presencia de un
precipitado color blanco, cabe mencionar que este precipitado no se observé en la reaccion
de 4°C. Ademas, se siguié la cinética de reaccién, con el objetivo de conocer el tiempo

optimo de corte de la proteina de fusion (no se muestran datos).

En la Figura 41, se observa la reaccion de las dos diferentes temperaturas a las cuales
se llevdo a cabo el ensayo. Las bandas obtenidas tienen pesos moleculares de
aproximadamente 5 y entre 10 y 15 kDa. Las alicuotas de los carriles 2 y 6 proceden de la

muestra después de la cromatografia por exclusion.
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kDa
75 = 1. Marcado de Peso Molecular
50 . 2. Rossetta sin EK
37 3. Rossetta con EK a 4°C
A B 4. Rossetta con EK a 25°C
20 5. Vacio
15 : 6. BL21 sin EK
10 - *. 7. BL21 con EK a4°C
5 1= & e 8. BL21 con EK a 25°C
9. Vacio
2 10. Vacio

I 2 3 4 9o & ¢ 38 910

Fig.41 Gel SDS-PAGE 15% Reaccion de corte con Enteroquinasa.

7.2.11 Purificacion del recombinante BesTx1

Una vez realizado el corte con Enteroquinasa, se observaron dos bandas, una entre
15-10 kDa y la otra debajo de 10 kDa, sin embargo, separar estas dos bandas se volvio

complicado.

Como se puede observar en la Figura 42, en el carril 2, se observa la proteina cortada,
después de 72 h de reaccion, posteriormente esta muestra se aplicé a la columna de Niquel
nuevamente, con el fin de separar las bandas, debido a que segun la construccion del
plasmido, la etiqueta de Tiorredoxina tiene una etiqueta de histidina, sin embargo, en las
bandas del carril 4 y 5 se observa la separacion de la proteina con menos peso molecular y
un remanente de la proteina de mayor tamafio, en las bandas 9 y 10 se muestra la mayor
cantidad de proteina entre 10 y 15 kDa.
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Corte después de 72 h
Fraccion 8

Fraccién 10

Fraccién 11

Fraccion 15

Fraccion 16

Fraccién 33

. Fraccioén 34

0. Fracciéon 35

Fig. 42 Gel SDS-PAGE 18% Purificacién por afinidad de la proteina previamente cortada.

Las fracciones 10 y 11 se concentraron en centricones de 2 kDa, y se pasaron

7.2.12 Obtencion del recombinante BcsTx1

nuevamente por columna de afinidad de forma manual, cambiando la concentracion de buffer
de equilibrio, para tratar de retirar la banda de 10 y 15 kDa, pero no se pudo observar la
separacion de esta banda (Figura 43). Se juntaron las fracciones 8, 9 y 10 y se decidio

realizar un experimento en el equipo de 700 MHz en 1D de Hidrégeno.

El proceso se llevo a cabo con 1 L de medio TY2X y al final de todo el procedimiento

se obtuvo 300 pL de proteina.

7.2.13 Espectrometria de masas del recombinante BcsTx1

La banda sefialada en la Figura 43, se envid a analizar en un equipo de

«88»

Espectrometria de Masas, en el laboratorio de Protedmica en el Centro de Ciencias
Genodmicas, UNAM.



7. RESULTADOS

kDa
50 &=
37 — 1. Marcado de Peso Molecular
25 2. Muestra Inyectada
20 3. Fracciéon 8
4. Fracciéon 9
15 5. Fraccion 10
10
5 .
2

a2 3 445

Fig. 43 Gel SDS-PAGE 18% Purificacion por afinidad de la proteina cortada

La banda fue tratada con tripsina, la masa nominal fue de 5419 kDa y se observé que
los cortes realizados por la enzima, coinciden con la secuencia esperada, por lo que se
concluye gue la banda enviada es la toxina BcsTx1. Estos experimentos se llevaron a cabo
con la colaboracion del Dr. Sergio Encarnacién Guevara y M.C. Magdalena Hernandez Ortiz
del Instituto de Ciencias Gendmicas de la UNAM, se utilizé el servidor de Mascot para su

analisis.
7.2.14 Resultados de RMN del recombinante BcsTx1

La muestra denominada BcsTxlsm (sin marcar), luego de ser caracterizada por
Espectrometria de masas se aplicé al equipo de RMN 700 MHz (Figura 44), para realizar
experimentos homonucleares con diferentes tiempos de mezclado TOCSY (35 y 80 ms) y
NOESY (100 y 200 ms).

Con estos espectros se empezo la asignacion de los 47 aminoacidos. Como se puede
observar en la Figura 44, en la region de los N-Ha, no se observan muchas sefiales, por lo

gue sugiere que r-BcsTx1sm no esta plegada correctamente.
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Ademas de que la cantidad obtenida no es suficiente y tampoco es pura para poder
llevar a cabo experimentos en el equipo de RMN, donde la pureza que se requiere es del

97% como minimo.
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Fig. 44 Espectro de RMN 1H de r-BcsTx1sm

7.2.15 Respuesta en canales de potasio del recombinante BcsTx1

La concentracibn maxima probada de BcsTx1 fue de 3 puM, se observé un efecto
inhibidor (un promedio de alrededor del 50%) sobre corrientes de potasio totales en neuronas
del ganglio de la raiz dorsal de rata. El efecto es parcialmente reversible luego de dos a tres

minutos de lavado. Los registros electrofisiologicos se muestras en la Figura 45.

Por otro lado, se probdé sobre corrientes de sodio, a menor concentraciéon, sin

embargo, no mostro tener ningun efecto.
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& «—— Control

Fig. 45 Respuesta de r-BcsTx1sm en canales de potasio.

Con el servidor Swiss-Model se realizd un modelo por homologia de BcsTx1. El
porcentaje de identidad entre BcsTx1 y la estructura calculada de OspTx2b es del 54%. El
resultado del modelo y del alineamiento de BcsTx1 y OspTx2b se muestra en la Figura 46.

A)

Fig. 46 A) Modelo de BcsTx1 obtenido por Swiss-Model. B) Alineacion de la estructura de BcsTx1 (verde) y
OspTx2b (azul).
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El proceso de purificacion de toxinas obtenidas del animal, es largo y las cantidades
puras que se logran obtener son muy bajas. Estas cantidades limitan el estudio y no permiten
caracterizar estructuralmente estos compuestos. En la actualidad es posible el uso de
sistemas de produccion recombinantes y/o la sintesis quimica para la obtenciéon de mayores
cantidades de muestra. Para poder llevar a cabo estas metodologias es necesario conocer la

secuencia de aminoacidos que constituyen a la toxina.

En este trabajo se decidié estudiar a BcsTx1 y a OspTx2b. Toxinas de las cuales se
conocia la secuencia de aminoacidos y cuya funcién estaba predicha como bloquedores del
canal Kv1.3%95289 por lo que la estructura teéricamente podria ser similar a las toxinas ShK y
BgK. rBcsTx1l se trabajo de forma recombinante, mientras que OspTx2b se sintetizd

guimicamente.

La sintesis quimica de OspTx2b fue exitosa, obteniéndose buenas cantidades de este
péptido.

El espectro de RMN de OspTx2b mostré la presencia de dos poblaciones, una
mayoritaria y otra minoritaria. Estas dos poblaciones no se observaron en el cromatograma
de purificacién, ni en el espectro de masas, lo que indica que se trata de la misma secuencia
en dos conformaciones distintas; la segunda conformacién en cantidades muy bajas. Esta
segunda conformacién complico el proceso de asignacion de las sefiales NOE, debido a que
habia algunas sefiales que se sobrelapan con otras, ocasionando dificultad para discernir

una sefial de la conformacion mayoritaria 0 minoritaria.
Los amino&cidos que se encuentran en la conformacion minoritaria son desde Thr 32

a Glu 35, asi como Ala 9. Se identificaron estas sefiales y se traté de ser lo mas minucioso

en la asignacion de sefales de NOE. La variacion de pH y de temperatura ayudo a
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diferenciar algunas de las sefiales de las diferentes conformaciones, asi como, identificar

sefales de residuos que se encontraban traslapados.

Los espectros utilizados para realizar la asignacion de OspTx2b fueron con pH 3.8 y
5.0. Estos pH fueron elegidos debido a que toxinas como ShK y BgK se obtuvieron bajo
condiciones similares, pH 5.0 y 3.9, respectivamente. Ademas de acuerdo al experimento de
titulacion, las sefales se observaban mejor definidas entre pH de 4.0 y 5.0. Al observar
cuidadosamente las sefiales en la parte del amino, nos dimos cuenta que a partir del pH 6.0
se observa una pequefia sefal alrededor de 9.8 ppm, en pH 7.2 es mas evidente. En el
espectro de 2D NOESY, nos percatamos que esta sefial pertenece al H del grupo OH- de la

Thr 32, asi mismo identificamos el H del grupo OH- de la Ser 22 muy cerca de 5.5 ppm.

La titulacion de pH nos permitié6 observar cuales son los residuos que cambian su
estado de protonacién®. El cambio mas evidente, en desplazamiento quimico, es la Thr 32 a
pH 3.8, el desplazamiento quimico fue de 10.2 ppm, mientras que a pH 8.0 cambia a 10.48

ppm, debido a que a pH menor el grupo hidroxilo de la Thr es protonado.

Por otra parte, al comparar los desplazamientos quimicos en los experimentos con
distintas temperaturas, se observdé que, al aumentar la temperatura, los valores de
desplazamientos quimicos cambian a campos mas altos. Se ha descrito para muchos
sistemas, que existe una correlacion entre la temperatura y el estado de plegamiento-
desplegamiento de una proteina®l. Al aumentar la temperatura los enlaces de hidrégenos
intramoleculares se extienden y el alargamiento de los enlaces de hidrogenos debilitan la
polarizacion del electrén *HN, esto causa que los desplazamientos quimicos se muevan a
campos mas altos. En este caso, se observo la pérdida de algunas sefiales a medida que la
temperatura aumentaba, esto puede indicar que algunas regiones tienen a perder enlaces de

hidrogenos.

La estructura de OspTx2b obtenida es similar a la estructura de BgK (RMSD 0.661) esto era
de esperarse debido a que tienen un porcentaje de identidad del 43%, sin embargo, en

resultados preliminares se observd que OspTx2b era mas potente que BgK en la inhibicion
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del canal Kv1.3, pero al realizar un estudio mas minucioso se observaron resultados

diferentes*2:92,

OspTx2b esté formada por dos alfa hélices, una formada a partir de Ala 8 a Ala 16, y la
segunda de Ala 30 a Cys 33. La presencia de NOEs de corto alcance entre los protones Ha(i)
y HN(i+3), asi como los protones Ha(i) y HB(i+3) en el espectro, nos daban una clara idea de
gue la estructura adoptaria una conformacioén de hélice. Por otra parte, se puede observar
(Figura 47) que los enlaces disulfuro ayudan a mantener la proximidad espacial a la
estructura, tal es el caso de los enlaces formados por la Cys 2 y la Cys 36. Los pares de
cisteina Cys 11 y Cys 29, unen a las dos hélices, la Cys 20 y Cys 33 mantiene la proximidad
hacia el centro de la molécula resultando asi en una estructura d forma globular. Se ha
reportado que existen otras conformaciones estructurales de algunas toxinas, esto debido a
las distintas formas en las que se unen los enlaces disulfuro 749394, sin embargo, en OspTx2b
solamente logramos detectar una conformacion para los enlaces disulfuro, con lo cual la

conformacién menor no se debe a este proceso.

Fig. 47 Estructura tridimensional de OspTx2b

En la Figura 48 se muestra el alineamiento de las secuencias de toxinas de distintos
organismos ShK, BgK, BcsTx1 y OspTx2b. Se puede observar que los residuos Asp 4, Lys
24 y Tyr 25 (en OspTx2b), asi como las seis cisteinas estan conservadas. Estas
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caracteristicas se han observado en las toxinas bloqueadoras de canales Ky 1.3, por lo que
se considera gque estos aminoacidos juegan un papel muy importante al interactuar con el
canal. Aun se desconoce el mecanismo de accion y el papel que realiza cada uno de estos

aminoacidos con certezal® 42 79, 95.

OspTx2b ACKDNLPAATCSNVKANNNC-SSEKYKTN---CAKTCGEC

ShK RSCIDTIPKSRCTAFQ----CKHSMKYRLSF—CRKTCGTC (35%)
BgK VCRDWFKETACRHAKSLGNCRTSQKYRAN---CAKTCELC  (43%)
BcsTx1 ACIDRFPTGTCKHVKKGGSCKNSQKYRIN---CAKTCGLCH (54%)

Fig. 48 Alineacion de secuencias de toxinas bloqueadoras de canal Kv1.3

La estructura de este tipo de toxinas en general, consiste en dos alfa hélices, estas
hélices estan unidas entre si, por un enlace disulfuro. Los enlaces disulfuro brindan la

estructura globular, asi como, una alta estabilidad a la molécula®?°.

ShK es una toxina proveniente de la anémona Stichodactyla helianthus, que ha sido
estudiada extensivamente, debido a la potencia que ha mostrado en canales de potasio
sensibles al voltaje, principalmente en Kvl1.3 (11 pM) y Kvl.1 (16 pM) en células de
mamifero. Se han sintetizado cerca de 380 andlogos de esta toxina buscando asi un

derivado que sea especifico para inhibir sélo el canal Kv1.379:%:

En ShK se ha observado que los residuos Ser 20, Lys 22, Tyr 23 y Arg 24, son muy
importantes en la interacciéon con el canal Kv1.3%, en OspTx2b los residuos Ser 22, Lys 24 y
Tyr 25 se conservan mientras que la Arg 24 esta remplazada por Lys 26, no obstante, ambos
residuos son béasicos por lo que no representa un cambio radical en el potencial

electrostaticol4.

Mutaciones en los aminoacidos Lys 22 y Lys 25 en ShK y BgK, respectivamente
revelan que Lys es un residuo critico para interacciéon con el canal Kv1.34’. Al mutar la Lys
por Ala se ha visto que el efecto bloqueador es cerca de 80 veces menor que al de la toxina
nativa®’. El mecanismo de accién aun no ha sido elucidado, pero se ha propuesto que esta
lisina es la que origina la interaccion con la superficie del canal, posiblemente provocando la

obstrucciéon de la permeabilizacién de los iones del canal’®%, Un modelo propuesto del
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complejo toxina-canal propone que, este es estabilizado por los enlaces salinos generados
entre los residuos acidos de las paredes del canal y los residuos basicos que se encuentran
en la toxina, generando el bloqueo del canal®’. En la Figura 49, se observa la posicion de
Lys-Tyr en OspTx2b, ShK'y BgK.

OspTx2b

ShK

BgK

Fig. 49 Representacion de las estructuras A) OspTx2b (PDB id 6BUC), B) ShK (PDB id 1ROO0) y C) BgK (PDB
id 1BGK). Localizacién de Lys (azul)- Tyr (magenta). La localizacion de Lys-Tyr en OspTx2b es muy similar a
ShK.
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En comparacion OspTx2b con respecto a ShK y BgK, se observa que OspTx2b tiene
un punto isoeléctrico (pl) mas bajo 7.98, mientras que para ShK el pl es de 9.30 y para BgK
es de 8.76. Aunado a esto, en OspTx2b se observa que junto al residuo Lys 24 se encuentra
el &cido glutdmico Glu 23, cuyo pl es de 3.22, comparado con la Met (pl 5.75) o GIn (pl 5.65)
gue se observan en las secuencias de ShK y de BgK, respectivamente. Este aminoacido, le
confiere una alta acidez. Sin embargo, al realizar la titulacién, se observa poca movilidad en
los desplazamientos quimicos en el residuo Glu 23 lo cual nos podria indicar que es

estabilizado por la Lys 24 (pl 9.74).

Se realiz6 un docking para observar la posible interaccion de OspTx2b y el canal de
potasio KcsA. En este modelo se observan cuatro subunidades del KcsA, en las cuales el
Asp 81 de cada subunidad es el que forma un filtro hacia el interior del canal. Se obtuvieron
varios complejos entre KcsA y OspTx2b, se eligi6 uno de estos complejos basado en la
bibliografia®.

En este complejo (Figura 50), se observa la interaccion del Asp 81 de subunidad 1 con
el Asn 5 de OspTx2b. Asp 81 de la subunidad 2 interacciona con el Glu 23 En este complejo,
se observa que la relacion entre la Lys 24 de OspTx2b y el Asp 81 de las subunidades 2y 3,
es muy fuerte. Varios estudios (anteriormente citados), mencionan la importancia de la
secuencia Lys-Tyr para el bloqueo de canales. En cuatro de los complejos obtenidos se
observa una interaccién entre Lys 24 y Asp 81 de diferentes subunidades, lo cual nos
confirma que Lys 24 es vital para la interaccion entre OspTx2b y KcsA.

El Asp 81 de la subunidad 3 tiene, ademas de Lys 24, otra interaccion con el Asp 19

de OspTx2b y finalmente se observa una cercania de Asp 81 de la subunidad 4 con la Thr
10.
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Fig. 50 Docking del complejo OspTx2b (en purpura) y el canal de potasio KcsA (verde).

Por otra parte, las mutantes de BgK en los residuos en Phe 6, His 13, Lys 25, Tyr 26, y
Thr 33 mostraron un cambio significativo en la interacciébn con el canal, siendo la mas
importante la realizada en la Lys 25%2. En OspTx2b estos aminoacidos corresponden a Leu 6,
Asn 13, Lys 24, Tyr 25y Thr 32. En la Lys 24 y al Tyr 25 se observé un cambio de posicién
cuando se realizé la titulacion de pH, esto nos podria sugerir la posibilidad de que estos

aminoacidos pudieran interaccionan con el canal.

Es interesante observar que ademas de las diversas toxinas de anémona que han
mostrado bloqueo en el canal de potasio, se han observado péptidos que conservan este

“dominio ShKT” y pueden causar filariasis, una enfermedad asociada con el elefantismo®2.

Contrario a lo esperado, OspTx2b no presentd bloqueo de canales Kv expresados en
ovocitos de Xenopus asi como canales Kv, KCa y Nav expresados en linfocitos de humanos.
Estos resultados no llevan a pensar que la funcién no solo es gobernada por la presencia de
ciertos aminoacidos como el par Lys-Tyr, sino también se ve influenciada por la disposicion
espacial y otros residuos funcionalmente importantes.
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En BgK la presencia de Phe 6, Lys 7, His 13 y GIn 24, se consideran importantes para
el bloqueo, en el caso de OspTx2b, estos residuos son reemplazados por Leu 6, Pro 7, Asn
13 y Glu 23, respectivamente. A pesar que Leu 6, es un aminoacido hidrofobico, quiza la
presencia de un grupo aromatico es requerida para unirse al canal. Por otra parte, Pro 7

podria reducir la flexibilidad.

Ademas, se realizaron pruebas de actividad anti-bacterial y anti-fungica (C. albicans y

C. neoformans), en los cuales tampoco se obtuvo actividad.

En el caso de rBcsTx1, se tuvieron que encontrar las condiciones Optimas para su
produccion. En el vector pGS-21a, la expresion fue muy escasa, y posteriormente se cambio
al vector pET32a, el cual en varios articulos se habia utilizado para la expresion de toxinas
recombinantes®. Este vector tiene una etiqueta de tiorredoxina, la cual le otorga un ambiente
oxidativo al citoplasma de la célula, permitiendo la formacion de enlaces disulfuro. Ademas,
los vectores pET se caracterizan por altos niveles de expresién, llevan a cabo la induccién

con IPTG y son compatibles en cepas especificas como Tuner, Rosetta y Origami.

Se probaron dos tipos de células para transformar la toxina, entre ellas Rosetta,
Origami y BL21. En el caso de Rosetta y Origami, la cantidad obtenida de r-BcsTx1 fue
menor, pero se observé que el producto estaba mas puro, es decir, se notaban pocas bandas
en los geles de SDS-PAGE correspondientes a contaminantes. Con BL21, la cantidad fue
mayor, pero se aprecian bandas correspondientes a contaminantes en los geles SDS-PAGE.

Por lo cual se decidio trabajar con células BL21 en muestras no marcadas isotépicamente.

Para la purificacion de rBcsTx1 se intento utilizar distintas columnas de cromatografia
con el fin de obtener el péptido mas puro para llevar a cabo experimentos de RMN, sin
embargo, la cantidad que se perdia era mas del 30% en cada paso de purificacién por lo cual
se decidié solo trabajar con la columna de afinidad antes y después del corte con

enteroquinasa.
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Se obtuvieron cerca de 6 mg de rBcsTx1 los cuales fueron enviados a andlisis de
masas, los resultados confirman que la masa molecular observada concuerda con la
esperada. Por otra parte, se envio a Dr. Emilio Salceda de la BUAP una muestra para
pruebas electrofisioldgicas, las cuales revelaron un efecto bloqueador reversible. Esta prueba
se realiz6 en canales de potasio, pero no se realizaron pruebas puntuales en canales Kv1.3,
por lo cual no pueden ser comparables con los resultados obtenidos con la toxina nativa®®. La

concentracion probada en estudios electrofisiolégicos fue de 3 uM de rBesTx1.

Cuando se tenian las condiciones establecidas en la proteina no marcada, se intentd
realizar el mismo procedimiento en proteina marcada con °N, sin embargo, la proteina de
fusion se fue a cuerpo de inclusion, ese resultado fue comprobado con geles SDS-PAGE. Los
cuerpos de inclusion son agregados citoplasmaticos insolubles de la proteina producidos
normalmente en un bajo nimero de copias, estan formados por artefactos estructurales
como enlaces disulfuro no nativos, intra o intermolecular®. Se intent6 recuperar la toxina de
los cuerpos de inclusion desplegada y volver a plegarla, pero no se tuvo éxito. Nos dimos
cuenta que al cambiar la cepa por Rosetta, la cantidad de proteina que se iba a cuerpos de
inclusion era menor, pero desafortunadamente la cantidad que se obtenia no era suficiente

para realizar estudios de RMN.

En el caso de BcsTx1 los resultados no fueron los esperados, a pesar de intentar
diversas modificaciones en el método de expresioni®, ésta no era lo suficiente para poder
obtener buenas cantidades y una muestra suficientemente pura para poder adquirir
espectros de RMN, debido a que el péptido tendia a precipitarse a través del tiempo. Se
logré6 tomar un experimento de 1D en la cual se observa que rBcsTxl se encontraba
desplegado por las sefiales que se observaron en la regién NH. Se intentd volver a purificar,

pero las concentraciones eran muy bajas y no se observaban sefales en el espectro.
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1)

2)

3)

. CONCLUSIONES

El objetivo general descrito al principio de este trabajo “Determinar la estructura
terciaria de la toxina OspTx2b, proveniente de la anémona Oulactis sp., y de la toxina
BcsTx1 por medio de la técnica Resonancia Magnética Nuclear (RMN)”, se cumplio

parcialmente.

Los estudios de electrofisiologia de la recombinante r-BcsTx1 demuestran que el

bloqueo en canales de Potasio es menor que el descrito en la toxina nativa.

La obtencion del péptido OspTx2b fue directa mediante el estudio del transcriptoma,
esto representa una gran ventaja, debido a que se requiere de pocos organismos y es

una forma rapida para encontrar secuencias especificas de interés.

4) OspTx2b es una proteina que resulté no tener efecto como bloqueador de canales de

5)

potasio Kv1.3. A pesar de que la homologia entre BgK, ShK 'y OspTx2b es de mas del
30% y constitucion de los enlaces disulfuros es igual a las descritas para toxinas

bloqueadoras de canales Kv.
La estructura de OspTx2b esta formada por dos a hélices que estan estabilizada por

los enlaces disulfuro, éstos enlaces dan a la toxina una forma globular, esta estructura

es muy similar a BgK y ShK.
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10. PERSPECTIVAS

1) En el caso de rBcsTx1 la expresion por el método recombinante fue deficiente, por lo

gue el método alterno para obtener mayores cantidades seria por sintesis quimica.

2) El estudio de toxinas basado en informacién obtenida del transcriptoma puede ser muy

atil y puede reducir el tiempo de purificacion con respecto a un extracto crudo.

3) México posee una enorme variedad de anémonas, por lo que, las caracterizaciones
biologicas y estructurales en especies endémicas podrian revelar el descubrimiento de

nuevas sustancias.
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. ANEXOS

ANEXO 1 SUSTANCIAS

MEDIO DE CULTIVO YT2X

CANTIDAD REACTIVO VOLUMEN TOTAL
16 g Pepetona de caseina 1L
10g Extracto de levadura
59 NacCl
pH 7.0

MEDIO DE CULTIVO CAJAS PETRI

CANTIDAD REACTIVO VOLUMEN TOTAL
10¢g Peptona de caseina 1L

5¢ Extracto de levadura

10g NaCl

159 Agar

pH 7.0
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12. ANEXOS

MEDIO MINIMO M9

SUSTANCIA CANTIDAD
KH2PO4 159
NaH2PO4 64 g
NaCl 2590
NHa4CI 50¢9
GLUCOSA 49
MgSO4 1mL
CaClz 1 mL
MnClz 1 mL
ZnS0O4 0.50 mL
FeCls 2 mL
Vitaminas 10 mL
ANTIBIOTICO
SUSTANCIA CANTIDAD
Ampicilina 100 pg/mL

Kanamicina 30 pg/mL
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12. ANEXOS

BUFFER DE PURIFICACION
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD:
COLUMNA Hi Trap- Ni*? 5 mL (agarosa 6%, tamafio de particula 34 um, capacidad del metal

ion ~15 pmol Ni*¥ml). Gradiente escalonado. Flujo 1 mL/min.

Buffer de Equilibrio:

SUSTANCIA CONCENTRACION
NaH2PO4 0.02 M
NaCl 0.5 M
Imidazol 0.08 M
pH 7.4

Buffer de Elucion:

SUSTANCIA CONCENTRACION
NaH2PO4 0.02 M
NacCl 05M
Imidazol 05M
pH 7.4

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR:
COLUMNA Superdex 75 (agarosa y dextrano) Flujo 1.5 mL/min.

Buffer de Equilibrio:

SUSTANCIA CONCENTRACION
Tris HCI 0.025 M

NacCl 0.05 M

CaClz 0.002 M

pH 7.6
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12. ANEXOS

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO
COLUMNA

Buffer de Equilibrio:

SUSTANCIA CONCENTRACION
Tris Base 0.02 M
pH 8.0

Buffer de Elucion:

SUSTANCIA CONCENTRACION
Tris Base 0.02M
NaCl 1M

pH 8.0

BUFFER DE CORTE

Buffer de Corte con Enteroquinasa (Ek)

SUSTANCIA CONCENTRACION
Tris HCI 0.025 M

NacCl 0.05M

CaCl2 0.002 M

pH 7.6
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12. ANEXOS

ANEXO 2 GELES SDS- PAGE AL 15% (3 kDa- 100 kDa)

GEL DE SEPARACION

REACTIVO CANTIDAD (total 10 mL)
Agua 2.2 mL
Acrilamida/Bis-acrilamida (30%/0.8% w/v) |5 mL
1.5 M Tris (pH= 8.8) 3.6 mL
10 % (w/v) SDS 0.1 mL
10 % (w/v) Persulfato de Amonio 100 pL
TEMED 10 pL
PRE- GEL
REACTIVO CANTIDAD (total 5 mL)
Agua 2.975 mL
Acrilamida/Bis-acrilamida (30%/0.8% wi/v) 0.67 mL
0.5 M Tris (pH= 6.8) 1.25 mL
10 % (w/v) SDS 0.05 mL
10 % (w/v) Persulfato de Amonio 0.05 mL
TEMED 0.005 mL

5X SAMPLE BUFFER (BUFFER DE CARGA)

REACTIVO CONCENTRACION
SDS 10 % wiv

B- Mercaptoetanol 10 mM

Glicerol 20 % v/v

Tris- HCI,pH 6.8 0.2M

Azul de Bromofenol 0.05% w/v
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12. ANEXOS

BUFFER DE CORRIMIENTO 1X

REACTIVO CONCENTRACION
Tris-HCI 25 mM

Glicina 200 mM

SDS 0.1% (wi/v)
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12. ANEXOS

ANEXO 3 CELULAS QUIMIOCOMPETENTES

A partir de una alicuota de células, se realizaron células quimiocompetentes, para su uso
posterior. Se probaron diferentes tipos de cepas con el fin de seleccionar la cepa con mejor
expresion para r-BcsTx1Tx1, a continuacidn se describe la metodologia:

Las siguientes soluciones se preparan y se mantienen en frio:

Solucién 1: 100 mM Cloruro de Rubidio, 30 mM de Cloruro de Calcio, 50 mM de Cloruro de
Manganeso (1), 30mM Acetato de Potasio, 15% Glicerol pH 5.8.

Solucion 2: 10 mM MOPS, 10mM Cloruro de Rubidio, 75 mM Coruro de Calcio, 15% Glicerol
pH 6.8.

1. Plaquear en una caja de petri sin antibiotico 1 uL de la cepa a utilizar.
2. Dejarlas en la incubadora a 37 ° C, durante 14 h.
3. Esterilizar:
a) 2 L de H20
b) 1 L de Medio 2XTY
c) Botes para centrifuga
4. Seleccionar una colonia y llevarla a 10 mL de medio y dejarlo crecer a 37 ° C toda la
noche.
6. Inocular 1 L de medio con los 10 mL de precultivo, despues de 15- 20 min medir la DO 600
hasta llegar a 0.5.
7. Dejar en hielo por 5-10 min, y colocarlo 250 mL en botes para centrifuga esteriles.
8. Centrifugar por 5 min a 4 000 rpm a 4°C.
9. Resuspender el pellet en 60 mL de Solucién 2 y mantener la suspencion por 90 min.
10. Centrifugar a 4000 rpm por 5 min.
11. Resuspender las células en 8 mL de Solucién 1.
12. Tomar aliquotas de 100 uL y congelar con N2 (I).

14. Guardar aliquotas a -70 °C.
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12. ANEXOS

ANEXO 4 TRANSFORMACION

Se tomo una alicuota de las cepas BL21 6 Rosetta, se dejé descongelar por 15 min y
se agrego 1 uL de plasmido llamado pET32a-BcsTx1. Se transformé la mezcla por choque
térmico, siguiendo la siguiente metodologia:

1. Reposar la mezcla en hielo por 30 min

2. Calentar la mezcla por 1:30 min a 42 °C

3. Dejar la mezcla por 2 min en hielo

4. Agregar 400 mL de medio 2XTY (ver Apéndice) a la mezcla

5. Dejar incubar la muestra por 1 h a 37 °C a 200 rpm

6. Tomar 100 yL/mL de la muestra y plaquear la muestra en una caja de petri con el
antibidtico correspondiente.

7. Dejar incubar la caja petri por 37°C toda la noche.
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