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Resumen de la tesis de Jahaziel Gasperin Bulbarela, presentada como requisito parcial

para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion
en Biotecnologia Marina.

Clonacion y expresion de la conotoxina recombinante cal26a de Conus
californicus en Escherichia coli

Resumen aprobado por:

Dra. Edna Sanchez Castrején
Directora de tesis

Las conotoxinas son péptidos de longitud menor a 50 aminoacidos, ricos en enlaces
disulfuro, las cuales son producidas por los caracoles del género Conus y empleados
para paralizar a sus presas como estrategia de defensa y/o alimentacién. Estos péptidos
son ligandos de diferentes blancos moleculares, entre los que se encuentran canales
ibnicos y receptores membranales. Como consecuencia de su gran afinidad y
especificidad a su blanco molecular, estas toxinas representan una fuente potencial para
el desarrollo de nuevos farmacos. El estudio de las conotoxinas se ve limitado por la
dificultad que representa su obtencion por vias naturales, ya que se requiere de la
diseccion de una gran cantidad de especimenes para recabar suficiente material
biologico para su analisis. Una alternativa a esto es la produccion de proteinas
recombinantes, la cual se basa en la clonacion del gen que codifica para la conotoxina y
su produccién en sistema de expresion asi como su posterior purificacion. En este
proyecto se plantea como obijetivo obtener la conotoxina cal26a de manera recombinante
en E. coli para su andlisis de actividad, asi como para su posterior empleo en estudios
de estructura y caracterizaciéon de blancos moleculares, entre otros. Para lo cual se
disefiaron cinco construcciones empleando el vector pET-22b (+), cal26a-His,
His-cal26a'? y His-SP-cal26a'?, para su expresion con la cepa BL21 (DE3). Solo cal26a-
His fue expresado en cantidades suficientes para su evaluacion, pero permanecio unido
al péptido sefial (pelB) y formé cuerpos de inclusion. Los agregados fueron aislados y
cal26a-Hisr purificada en condiciones desnaturalizantes, obteniendo un rendimiento de
1.19 mg/L. La proteina recombinante fue replegada en columna de Ni-NTA mediante dos
soluciones renaturalizantes, Tris-HCI 20 mM y Tris-HCI 20mM adicionado con glicina
10 mM. Un ensayo preliminar de actividad contra M. tuberculosis mostré una tendencia
de inhibicion del crecimiento, donde cal26a-Hisr renaturalizado con glicina [8 pg/mL]
redujo la actividad en un 20 % en comparacién con el control, sin embargo estudios
posteriores deben ser realizados para corroborar su actividad.

Palabras clave: Conotoxina, expresion, proteina recombinante, Escherichia coli.
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Abstract of the thesis presented by Jahaziel Gasperin Bulbarela as a partial requirement

to obtain the Master in Science degree in Life Sciences with orientation in Marine
Biotechnology.

Cloning and expression of recombinant conotoxin cal26a from Conus californicus
in Escherichia coli

Abstract by:

Dra. Edna Sanchez Castrején
Thesis director

Conotoxins are peptides rich in disulfide bonds with less than 50 amino acids in length.
These are produced by snails of the Conus genus which employ them to paralyze their
prey as a feeding/defensive strategy. These peptides are ligands of different molecular
targets, among which are ion channels and membrane receptors. Because of their high
affinity and specificity to their molecular targets, these toxins represent a potential source
for developing new drugs. Conotoxins research is limited by the difficulty of obtaining them
the native way, as it requires dissection of a large number of specimens to obtain sufficient
biological material for analysis. An alternative to this is the production of recombinant
proteins, which is based on the cloning of the gene encoding the conotoxin and its
expression in a protein production system and further purification. This project therefore
seeks to obtain the conotoxin cal26a recombinantly in E. coli for analysis of activity as well
as for subsequent use in studies of structure and characterization of molecular targets,
among others. For this purpose five constructs were designed using the vector pET-
22b(+), cal26a-His, His-cal26a'? and His-SP-cal26a'-?, for expression in the BL21 (DE3)
strain. Only cal26a-His was expressed in quantities sufficient for evaluation, but remained
attached to the signal peptide (pelB) and formed inclusion bodies. The aggregates were
isolated and cal26a-Hisr purified in denaturing conditions, obtaining a yield of 1.19 mg/L.
The recombinant protein was refolded on Ni-NTA column through two renaturing solution,
20 mM Tris-HCl and 20 mM Tris-HCI supplemented with 10 mM glycine. A preliminary test
of activity against M. tuberculosis showed a trend of growth inhibition, where cal26a-Hisr
renatured with glycine [8 pg/mL] reduced the activity by 20 % compared to control, but
further studies must be performed to corroborate its activity.

Keywords: Conotoxin, expression, recombinant protein, Escherichia coli.
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Capitulo 1. Introduccidén

El veneno de los caracoles del género Conus esta constituido por una gran variedad de
proteinas y elementos no proteicos como carbohidratos, compuestos cuaternarios de
amonio y posiblemente aminas (Kohn, Saunders and Wiener, 1960), el cual es empleado
por estos organismos como estrategia de defensa y/o alimentacion. Uno de los
componentes proteicos mayoritarios de esta mezcla, son las conotoxinas, con un peso
menor a 5 kDa, un arreglo rico en cisteinas y enlaces disulfuro, las cuales se ha
demostrado tienen un amplio potencial como herramientas para la investigacion
biomédica y farmacolégica (Olivera and Teichert, 2007). Las conotoxinas afectan la
funcion de moléculas sefalizadoras ubicadas en la membrana plasmatica, siendo los
canales ionicos localizados en neuronas sus principales blancos moleculares (Buczek,
Bulaj and Olivera, 2005).

Uno de los principales obstaculos en el estudio de las conotoxinas es la dificultad que
presenta la obtencién de estos péptidos de forma natural, es por ello que se han buscado
alternativas para su obtencion (Gao et al.,, 2013). La forma mas efectiva para su
produccion es mediante la sintesis quimica, sin embargo, su elevado costo y la dificultad
en la formacién de mdultiples enlaces disulfuro imponen una desventaja, es por ello que
se esta optando por su biosintesis en diversos sistemas de expresion recombinante que
permitan generar conotoxinas activas en gran cantidad y alta pureza. Uno de estos
sistemas de expresion es la bacteria Escherichia coli, que brinda la posibilidad de obtener
péptidos ricos en enlaces disulfuro a un costo relativamente bajo en comparacién con
cualquier otro sistema (Gao et al., 2013; Hernandez-Cuebas and White, 2012; Pi et al.,
2007; Spiezia, Chiarabelliand Polticelli, 2012).

Un hito en la historia de los péptidos de Conus, fue la aprobacion por la FDA en el 2004
del farmaco conocido como ziconotide (Prialt, Elan); es empleado en el tratamiento de
dolor cronico y agudo. Prialt es un péptido sintético idéntico a la conotoxina MVIIA
procedente del caracol Conus magus y el cual también se ha obtenido de forma
recombinante a partir de E. coli (Xia et al., 2006).
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En este trabajo se plantea el uso de un sistema de expresion procariota para la obtencion
de conotoxinas activas con el propésito de proveer de material suficiente y de manera
constante para la investigacion desarrollada en el Departamento de Innovacion
Biomédica del CICESE.



Capitulo 2. Antecedentes

Los caracoles del género Conus (conidos) son gasteropodos marinos que pertenecen a
la superfamilia Conoidea. Mas de 700 especies de estos caracoles estan distribuidas por
todo el mundo (Filmer, 2001), principalmente en las costas tropicales de la regién central
del Indo-Pacifico, pero también en regiones mas frias como el sur de California, el norte
del golfo de México y el Mediterraneo. La mayoria viven en aguas poco profundas
(< 5 m) preferentemente en los arrecifes de coral, sin embargo se han encontrado
especies a profundidades mayores a los 150 m (Olivera, 2003; Peters, O’Leary, Hawkins,
Carpenter and Roberts, 2013).

Los conidos son cazadores nocturnos con una vision pobre y desventaja locomotora que
compensan con un sistema quimiosensorial para ubicarse y un veneno potente capaz de
paralizar instantaneamente a otros organismos, ya sea para alimentarse o para
defenderse (Terlau and Olivera, 2004). Estos gasterépodos son clasificados
principalmente de acuerdo a su alimentacion estricta en: vermivoros, moluscivoros y
piscivoros, sin embargo algunas especies pueden tener una dieta mixta (Duda, Kohn and
Palumbi, 2001).

Los cénidos poseen un aparato venenoso especializado, constituido por un ducto
venenoso donde se sintetiza el veneno y éste es expedido, por la fuerza generada en un
bulbo muscular, hacia la probdscide donde un diente radular (formado en el saco radular)
funciona de arpén y aguja hipodérmica para la inyeccion del veneno en el organismo
objetivo (Figura 1) (Olivera, 2003).
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Figura 1 Diagrama del aparato venenoso de un caracol marino del género Conus. Editado de Norton
and Olivera (2006).

Estudios realizados por Dutertre et al. (2014) en el caracol piscivoro Conus geographus,
que es capaz de envenenar y producir la muerte de personas, demostraron que el veneno
utilizado como defensa es producido en la parte proximal del ducto venenoso (fraccion
cerca del bulbo) y que esta conformado principalmente de toxinas paraliticas, mientras
que, en la parte distal del ducto (fraccién cercana a la probdscide) se producen los
péptidos en respuesta a depredacion especificos, estos carecen de actividad paralitica y
en su lugar producen efectos anestésicos y somniferos. En ese trabajo también se
describié que el veneno de C. geographus producido como defensa tiene efecto en

células humanas, mientras que el de depredacién es especifico para peces.

El veneno de los conidos estda compuesto mayoritariamente de péptidos menores a 5
kDa, a los que se clasifica en dos grupos: aquellos ricos en enlaces disulfuro conocidos
como conotoxinas y péptidos que carecen de enlaces disulfuro (contulacinas,
conantocinas y conoformidas) o tienen solo uno (conopresinas y contrifanos), a los que
se les denomina de manera general como conopéptidos (Terlau and Olivera, 2004). Sin
embargo, también existen reportes de polipéptidos con tamafio mayor a los 13 kDa
(Ghomashchi, 1995), lipidos, carbohidratos y en algunos casos de moléculas pequefias
como serotonina reportada en el veneno de C. imperialis (McIntosh, Foderaro, Li, Ireland
and Olivera, 1993) y 4cido araquiddnico en C. textile (Nakamura, Kobayashi, Ohizumi and

Hirata, 1982). La dificultad por describir la composicion del veneno de estos caracoles se
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debe en gran medida a que cada uno produce de entre 100 a 200 péptidos bioactivos,
gue no se encuentran en ninguna otra de las mas de 700 especies, estimando un posible
repertorio de 50,000 a méas de 140,000 péptidos diferentes producidos por Conus spp
(Thapa, Espiritu, Cabalteja and Bingham, 2014).

2.1. Conotoxinas

Las conotoxinas son moléculas de origen proteico que presentan dos o mas enlaces
disulfuro y con una longitud que varia de 12 a 30 aminoacidos, por lo que se dice que
tienen un tamafo pequefio en comparacion con toxinas de 40-80 aminoacidos de otros
organismos venenosos. Estas conotoxinas tienen la capacidad de reconocer y modular
selectivamente un amplio rango de objetivos moleculares, en los que se incluyen canales

iGnicos, receptores y transportadores membranales (Norton and Olivera, 2006).

Otra caracteristica notable de las conotoxinas, es su alto grado de modificaciones
postraduccionales (MPT), entre las que se encuentran protedlisis del amino y carboxilo
terminal, amidacion, hidroxilacion de aminoacidos (prolina, valina y lisina), carboxilacién
de glutamato, bromacién de triptéfano, epimerizacion (L a D- triptéfano, leucina y valina),
ciclacion (N- terminal piroglutamato) y glucosilacion (Buczek et al., 2005). Estas
modificaciones tienen una influencia considerable en la estructura y actividad biolégica
de estos péptidos, permitiendo una distinguida afinidad por sus blancos moleculares
(canales iGnicos en su mayoria) y una especificidad capaz de distinguir entre subtipos de
receptores (Thapa et al., 2014). Debido a la diversidad de las MPT presentes en los
péptidos de coénidos, estos se han convertido en un modelo potencial para el
entendimiento de estas modificaciones, tal es el caso de la bromacion de triptéfano, que
fue descubierta en conotoxinas, o la carboxilacion de glutamato, la cual se creia Unica de

mamiferos (Buczek et al., 2005).

Todas las conotoxinas son expresadas como precursores conocidos como
“‘prepropéptidos”, estos se componen de una secuencia senal, “pre”, de
aproximadamente 25 aminoacidos en la regiéon N-terminal seguido de una region
intermedia de 20 a 40 aminoacidos conocida como region “pro” y en el carboxilo terminal

la toxina madura de entre 20 a 50 aminoéacidos (Figura 2) (Olivera, 2006).
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La regién “pre” dirige a la proteina al reticulo endoplasmico para su sintesis y maduracion,
mientras que la seccion “pro” provee de un sitio de anclaje para las enzimas encargadas
de las modificaciones postraduccionales, como la formacion de enlaces disulfuro
asistidos por la proteina disulfuro isomerasa (PDI), la y-carboxilacién de glutamato o la
O-glucosilacion (Bandyopadhyay et al., 1998; Buczek et al., 2005; Buczek, Olivera and
Bulaj, 2004; Terlau and Olivera, 2004).

Con respecto a la estructura gendémica de las conotoxinas, esta incluye dos exones
separados por un intron de mas de 700 pb. El exon | codifica para el péptido sefial y los
primeros aminoacidos de la region “pro” y en el exdn 2 se encuentran las secuencias para
el resto de aminoacidos del propéptido, toda la conotoxina madura y la region no
traducida 3’ (Figura 2). Esta estructura es probablemente la involucrada en la
recombinacién genética y evolucion de las conotoxinas (Yuan, Han, Wang and Chi,
2007).

A
Pept:do Propéptido Péptido
sefial maduro
| 3-UTR
- ‘ 233333333333
B
Péptido L . Péptido
seial Propéptido Propéptido maduro
. =
Exon| Intrdn Exdn Il

Figura 2 (A) Estructura del RNA mensajero y (B) el gen codificante para el precursor peptidico de
una conotoxina. Modificado de Yuan et al. (2007).
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La clasificacion de las conotoxinas se basa en tres criterios, el primero es la agrupacion
por superfamilias en base a la similitud en el péptido sefial presente en su transcrito
(MclIntosh et al., 1995), el segundo se fundamenta en las diferencias en sus marcos de
cisteinas y el motivo de enlaces disulfuro presentes en la toxina madura. El altimo criterio
estéa relacionado con sus blancos moleculares y se le conoce como familia farmacoldgica
(Cruz, Gray, Yoshikami and Olivera, 1985) (Figura 3).

Una base de datos especializada en la secuencia y estructura de péptidos de Conus es
‘Conoserver’; donde a la fecha se reportan veintisiete superfamilias (A, B1, B2, B3, C, D,
E,F, G H, 11,1213, J, K, L, M, 01 02 03,P,Q, S, T, VYY) ydentro de ellas se
subdividen en grupos de acuerdo a 25 diferentes marcos de cisteinas y 11 familias
farmacolodgicas (a, v, O, €, I, K, U, p, 0, T, X Y w) (Kaas, Westermann and Craik, 2010).

Conopéptidos
Pocos enlaces disulfuro
Sin SS Un enlace SS
Familia Contalucina Conantocina Conformamida Conopresina Contrifano
Blanco Receptor Receptor Receptor Receptor Canal Ca
molecular neurotencina NMDA Rfamida vasopresina tipoL
Ricos en enlaces disulfuro
Superfamilia QO M A S T P |
Marco Vi/vil l I/ v Vil vV X IX X
MotivoSS  c-c-ccc-C Cc-c-c-cC Cc-c-C cc-c-c-c-Cc c-c-c-c-c-c-c-c-c-C ce-cec CC-CPC c-c-c-c-c-C c-c-ce-ce-c-c
Blanco Canal Canal Canal Canal Recep Canal Receptor  Canal Receptor Transportador Canal
molecular na K Ca Na nACH K nACH K 5-HT3 NE K
Familia 6 p0 k w H v kM o oA KA o X

Figura 3 Diagrama que muestra la clasificacion de los conopéptidos. Editado de Norton y Olivera
(2006).



2.2. Blancos moleculares

Uno de los principales blancos moleculares de las conotoxinas son los canales iénicos,
los cuales se pueden diferenciar en: dependientes de voltaje y dependientes de ligando.
Los canales ionicos dependientes de voltaje estdn encargados de la generacion y
transduccion de sefales eléctricas, en este grupo se incluyen a los canales de sodio,
calcio y potasio, cada uno es blanco de una familia de conotoxinas y cada familia actia
de forma diferente, tal es el caso de las p-conotoxinas que bloquean los canales de Na,
mientras que las pO-conotoxinas inhiben su conductancia (Terlau and Olivera, 2004). Un
resumen con los blancos moleculares de las conotoxinas, la familia correspondiente y

ejemplos representativos se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1 Familias farmacolégicas de las conotoxinas. Editado de (Kaas et al., 2010).

Toxina(s)
Familia Blanco molecular represent Referencia
ativa
L I (Gray, Luque,
a (alfa) Receptores nicotinicos de acetilcolina al Olivera, Barrett and
R Cruz, 1981)
v Canales marcapasos neuronales (corriente PnVIIA, (Fainzilber et al_,
(gamma) | catidnica entrante) TxVIIA 1998)
. : Fainzilber, Gordon
Canales de Na dependientes de voltaje ( - ’
b (delta) . " o TxVIA Hasson, Spira and
(agonistas, retraso de inactivacion) Zlotkin, 1991)
E canales de Ca presinapticos o receptores .
(épsilon) | presinapticos acoplados a proteinas G TxVA (Rigby et al., 1990)
. Canales de Na dependientes de voltaje (Buczek et al
I (iota) (agonistas, sin retraso de inactivacion) RXIA 2007)
Canales de K dependientes de voltaje
K (kappa) (bloqueadores) PVIIA (Terlau et al., 1996)
Canales de Na dependientes de voltaje
W (mu) (antagonistas, blogueadores) GlllA (Cruz et al., 1989)
p (rho) Receptores adrenérgicos al (GPCR) TIA g%rée;r}pe otal,
. Canales idnicos activados por Serotonina (England et al,
o (sigma) (GPCR) GVIIA 1998)
T (tau) Receptor de somatostatina CnVA (Petrel et al, 2013)
X (chi) Transportador neuronal de noradrenalina MrlA gSDréa;r}pe e
w Canales de Ca dependientes de voltaje GVIA (Kerr and
(omega) (bloqueadores) Yoshikami, 1984)




2.2.1. Canales de calcio dependientes de voltaje

Los canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC) son los importadores de calcio
mas importantes en las células excitables (células musculares y neuronas). La funcion
del calcio en estas células es regular una gran variedad de procesos, como la contraccion
muscular, la secrecion de neurotransmisores, la modulacion de la excitabilidad de la

membrana y el crecimiento de neuritas entre muchas otras (Izaguirre y Zavaleta, 1998).

La familia w son las principales conotoxinas que presentan un efecto en los canales de
calcio dependientes de voltaje encontrados en las neuronas, estos canales estan
descritos como los encargados de la transmision del dolor. Por lo que estas toxinas son
empleadas como potentes farmacos antinociceptivos, tal es el caso de la w-conotoxina

MVIIA conocida también como ziconotide (Prialt, Elan) (Xia et al., 2006).

2.2.2. Canales de potasio dependientes de voltaje

Los canales de potasio dependientes de voltaje (VGPC) no solo tienen una importancia
para la repolarizacion de la membrana, también estan involucrados en mantener el
potencial de membrana en reposo y su ruptura (Hille, 2001). La primera conotoxina que
mostré un efecto en VGPC fue PVIIA, perteneciente a la familia de las k-conotoxinas,
otras familias de conotoxinas involucradas con canales de potasio son las kKA y kM-

conotoxinas (Terlau and Olivera, 2004).

2.2.3. Canales de sodio dependientes de voltaje

Los canales de sodio dependientes de voltaje (VGSC), son los responsables de la
despolarizacién de la membrana mediante la entrada de sodio en las células excitables,
por lo que son importantes en la funcion del tejido cardiaco y nervioso, ya que modulan

el potencial de accion en estos tejidos (Denac, Mevissen and Scholtysik, 2000).

Existen dos formas en las que las toxinas modulan la actividad de los VGSC, una de ellas
es mediante el bloqueo fisico del poro evitando la entrada del ion. Las familias p y pO-
conotoxinas emplean este mecanismo de accion, aunque se desconoce la interaccion de

las pO-conotoxinas con el canal. La otra forma es mediante la disminucion o inhibicion
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de la inactivacion, la cual es llevada a cabo por las &-conotoxinas (Ekberg, Craik and
Adams, 2008).

2.3. El estudio de las conotoxinas en México

Pese a la gran variedad de material cientifico generado referente a las conotoxinas auln
existen muchas incognitas que resolver, un claro ejemplo es que de los millares de
péptidos presentes en el veneno de estos gasteropodos, solo unas centenas de
conotoxinas han sido caracterizadas. Es por ello que centros de investigacion Mexicanos,
como lo son, el Instituto de Neurobiologia de la UNAM, el Departamento de Inovacion
Biomedica (DIB) del CICESE vy el Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, se han
sumado a la causa, mediante la caracterizacion del veneno de especies que habitan en

la region.

Uno de los objetivos del grupo de trabajo del Dr. Alexei F. Licea Navarro (DIB), es el de
desarrollar al méaximo las capacidades de aplicacion biomédica que tienen las
conotoxinas. Y mediante la consecuente transferencia de tecnologia, a la industria

farmacéutica, lograr la consolidacion de estas moléculas como nuevos medicamentos.

En el DIB se han realizado diferentes proyectos de investigacion sobre la caracterizacion
y aplicacion de conotoxinas, las cuales han tenido resultados prometedores. Jiménez
Flores (2011) identificé diferentes conotoxinas obtenidas de C. ximenes y C. regularis con
una actividad analgésica sistémica, aliviando el dolor agudo en modelos murinos.
Adicionalmente, se ha evaluado el efecto de las conotoxinas en canales de calcio, potasio
y TRPV1 asi como del receptor de acetilcolina AChBP y diferentes lineas celulares de
cancer, entre las que se encuentra el cancer de colon (Bernaldez Sarabia, 2008; Guillén
Lépez, 2011; Juarez Moreno, 2005; Medina Elizalde, 2012; Oroz Parra, 2011; Rubio
Pitones, 2009).

En el estudio realizado por Bernaldez Sarabia (2013), se describe el aislamiento de la
conotoxina cal26a de C. californicus con capacidad para inhibir el crecimiento in vitro del
patdogeno Mycobacterium tuberculosis. Esta conotoxina constituida por 32 aminoéacidos,

pertenece a la superfamilia —O, presenta cuatro enlaces disulfuro con un marco de
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cisteinas CCC-C-CC-C-C, cuatro prolinas hidroxiladas y amidacion en el carboxilo

terminal (Figura 4).

ATG AAA CTG ACG TGC GTG TTG ATT GTG GCT GTG CTG ATC TTG GCT GCC TGC CAG TTC ACC

M A R Y GK T Q! A R S D V K S I

N ATG GCG AGA TAT GGC AAG ACT CAG ATA GCA AGA AGT GAT GTC AAG TCG ATT

GAC GCG AGGlAGG CCAAAG TGT TGT TGC GTT TGC GGT GTG GTG GGT CGT AAATGC TGC AGT
D A R P K C CC VvV CG VV G RK C C S

ACT TGG AAG GAT TGT CAT CCT GTT CAC CTT CCT TGC CCC AGC AGT GGC TGA
T W K D C HP V H LP C P S S G *

Figura 4 Secuencia nucleotidica y de aminoacidos de la conotoxina cal26a. Resaltado en gris se
muestra la region “pre”, seguido de la region “pro” y la toxina madura se muestra
subrayado, la flecha muestra el sitio de corte para la maduraciéon. Obtenido de Bernéaldez
Sarabia (2013).

2.4. Aplicacion farmacoldgica de cal26a

La tuberculosis es la enfermedad infecciosa que mas ha afectado a la humanidad, a lo
largo de su historia, y hasta el momento, continua siendo una importante causa de
enfermedad y muerte, reportandose en el 2013, a nivel mundial, un estimado de 1.5
millones de defunciones y 9 millones de personas que padecen la enfermedad, de los
que, el 64 % corresponde a casos nuevos (Barrios-Payan, et al., 2010; OMS, 2014).
Considerandose como la segunda principal causa de muerte ocasionada por un solo
agente, después del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Bozzano, Marras and
De Maria, 2014).

Esta enfermedad es causada por Mycobacterium tuberculosis, una bacteria alcohol-acido
resistente, de lento crecimiento (se duplica cada 16 a 20 h), que infecta principalmente a
los pulmones. El tratamiento de la tuberculosis se basa en la administracion combinada
de farmacos especificos contra el patégeno, durante un periodo prolongado (6 a 12

meses). El procedimiento recomendado por la OMS incluye: isoniacida (INH), rifampicina
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(RIF), etambutol (ETB) y pirazinamida (PZA) durante los primeros dos meses y

posteriormente INH y RIF, hasta completar seis meses (Coll, 2009).

Este tratamiento posee una tasa de éxito del 95 %, si se completa. Sin embargo a causa
de la larga duracién del tratamiento, muchas personas tienden a abandonarlo,
ocasionando la aparicion de cepas resistentes a multiples drogas (MDR, por sus siglas
en inglés). El incremento en la resistencia de esta bacteria por INH y RIF, los antibiéticos
principales, ha motivado el interés cientifico, para el estudio de estas cepas, junto con la

consecuente investigacion de nuevos farmacos capaces de inhibir su crecimiento.

En 2013, Bernaldez Sarabia caracterizé bioguimica y biolégicamente, a dos conotoxinas
capaces de inhibir el crecimiento in vitro de Mycobacterium tuberculosis (cepa H37Rv), a
las que nombro cal26a (proveniente de Conus californicus) y xmla (Conus ximenes).
Para evaluar la actividad sobre la micobacteria, se empled un método colorimétrico, que
evalla la actividad metabdlica de la bacteria, al convertir el anillo de tetrazolio del bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolio (MTT) a formazén, ocurriendo un cambio
de coloracion de amarillo a purpura, el cual es directamente proporcional con el nimero

de células viables.

Los resultados de este ensayo mostraron que cal26a logré inhibir a la cepa H37Rv con
una concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) de 4.08 pg/mL, en
comparacion xml1b tuvo un efecto ~ 11 veces menor, con una MIC de 44.12 pg/mL. Sin
embargo, debido a la dificultad por sintetizar quimicamente a cal26a, su estudio quedo
suspendido, colocando a xmla como el mejor candidato para su evaluacién in vivo, ya

que esta presenta una estructura menos compleja, permitiendo su sintesis quimica.

Dada la complejidad que representa la sintesis quimica de cal26a, aunado a su potente
capacidad para inhibir el crecimiento de M. tuberculosis, el empleo de sistemas de
expresion recombinantes, se convierten en la alternativa viable para la obtencion de esta
proteina en forma activa, lo que permitiria evaluar su actividad en ensayos in vivo, entre

otros posibles estudios de caracterizacion bioguimica y biologica.
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2.5. Conotoxinas recombinantes

Las proteinas recombinantes juegan un papel importante como herramientas en la
biologia celular y molecular, debido a la posibilidad de producir grandes cantidades de
estas moléculas a un bajo costo, esto gracias a la capacidad de manipular genéticamente
organismos como fuente de expresion (Palomares, Estrada-Mondaca and Ramirez,
2004).

La dificultad que representa obtener conotoxinas de fuentes naturales, ya que se requiere
colectar y disectar centenares de especimenes para obtener cantidades de material
suficiente para realizar diferentes estudios, surgiere la necesidad de utilizar otras
alternativas para la obtencidn de este recurso de manera mas sencilla, econémica y con
alta pureza, una vez que los péptidos nativos han sido caracterizados bioquimicamente
(Becker and Terlau, 2008).

Una de las opciones empleadas para la obtencién de conotoxinas, es la sintesis quimica
con el método de Fmoc (Becker and Terlau, 2008; Buczek et al., 2007; Craig et al., 1999;
Lee et al.,, 2010; Peng et al., 2010). La sintesis quimica es una estrategia rapida,
automatizada y escalable, proporcionando cantidades significativas de péptidos nativos,
también permite la incorporacion de una gama de modificaciones postraduccionales,
como aminoacidos inusuales, amidacién y ciclacion (Akondi et al., 2014). Sin embargo,
la produccion de péptidos por esta via es altamente costosa. Como ejemplo, el laboratorio
de biopolimeros (UCLA, 2014) cotiza la sintesis de una proteina simple (100 pumol) en
$60 dolares por aminoacido mas $300 dolares por uso de equipo, un péptido de 32
aminoacidos costaria $2,220 dlls, y este costo aumenta con el nimero de enlaces
disulfuro y otras modificaciones presentes en la molécula, ya que estos reducen el
rendimiento obtenido al dificultar la adicibn de aminoacidos y fragmentando el péptido
producido (Thermo Fisher Scientific, 2015).

Pero la verdadera limitante en la produccion de una conotoxina es el numero de enlaces
disulfuro, ya que empresas dedicadas a la sintesis quimica de péptidos, aunque llegan a
ofrecer hasta 400 diferentes modificaciones, se restringen a un maximo de tres enlaces
disulfuro (Eton Bioscience, 2015; GenScript, 2015b; GL Biochem, 2009; LifeTein, 2015;
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Thermo Fisher Scientific, 2015). Por lo que péptidos como cal26a (cuatro enlaces

disulfuro) requieren de otras alternativas para su obtencion.

Existen diferentes sistemas de expresion de proteinas recombinantes entre los que se
encuentran, bacterias, levaduras, células de insecto, plantas o células de mamifero. Cada
uno de estos sistemas tiene sus ventajas y desventajas, como su costo, rendimiento,

eficiencia y posibilidad de modificaciones postraduccionales.

Escherichia coli fue el primer organismo utilizado como sistema de expresion de
proteinas, pero en la actualidad esta siendo remplazado por sistemas basados en células
eucariotas debido, a que E. coli no tiene la capacidad de producir modificaciones
postraduccionales, y la baja eficiencia en la formacion de enlaces disulfuro (Andersen
and Krummen, 2002). No obstante, E. coli sigue siendo uno de los principales sistemas
de expresion, gracias a su bajo costo y al respaldo cientifico que continta en la busqueda
de mejorar la eficiencia de expresion, generando mutantes genéticas que brinden un

mejor potencial de formacion de enlaces disulfuro (Baneyx, 1999).

A la fecha, se han expresado conotoxinas de diferentes géneros de Conus con tamafios
y enlaces disulfuro que fluctian entre 13-42 aa y 2-3 enlaces, respectivamente (Tabla 2).
Para la expresion en E. coli, el comin denominador de estos trabajos es el empleo de
vectores en los que las conotoxinas se expresan como proteina de fusién, es decir, unida
a otra proteina como tiorredoxina (trx) o glutation-S-transferasa (GST), entre otras. La
ventaja de utilizar una proteina de fusion es que esta puede aumentar la solubilidad y
estabilidad de la proteina de interés (Esposito and Chatterjee, 2006). Aparentemente, en
estos estudios la produccion de proteina soluble y activa no estuvo relacionada con el
vector utilizado, por lo que su eleccion podria ser indistinta. Xia y colabordores (2006)
describieron el procedimiento para la obtencién de la conotoxina w-MVIIA en E. coli
(ziconotide), aun cuando el rendimiento fue bajo, el péptido tuvo actividad analgésica. Por
otro lado, Bruce y colaboradores (2001) reportaron la biosintesis de la conotoxina, con
actividad insecticida, 3-TxVIA procedente de Conus textile en P. pastoris, sin embargo,
cuando emplearon E. coli como sistema de expresién esta no fue activa. Estudios

recientes describen la obtencién de la conotoxina pnO-MrVIB en E. coli correctamente
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plegada y de forma soluble mediante la induccion a bajas concentraciones de IPTG y a

una temperatura de 21 °C (Gao et al., 2013).

Tabla 2 Conotoxinas recombinantes expresadas en diferentes sistemas de expresion. Modificado
de Gao et al. (2013).
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Capitulo 3. Justificacion

Existen tres opciones para la obtencion de conotoxinas, la primera y mas utilizada es la
extraccion y purificacion de material a partir de caracoles, la segunda es por la obtencion
directa mediante sintesis quimica; y la tercera es mediante la obtencion de conotoxinas
recombinantes empleando diferentes sistemas de expresion. La obtencién de estos
péptidos de fuentes naturales se ve limitada a la dificultad de colectar material suficiente
para su purificacion. La sintesis quimica directa se ve afectada por el bajo rendimiento
obtenido ya que es dificil de generar las condiciones para la formacion de la gran cantidad
de enlaces disulfuro que estas moléculas presentan, ademas de su alto costo de
produccion. Es por esto que el empleo de los diferentes sistemas de expresion
recombinantes, ya sean eucariotas como procariotas, se convierte en una alternativa
viable para la obtencién de estas conotoxinas a bajo costo y con rendimientos mas altos

gue los otros métodos (Gao et al., 2013).

En este proyecto se plantea obtener la conotoxina cal26a recombinante activa, mediante
un sistema de expresion procariota para facilitar su disponibilidad como material de
trabajo, y asi prescindir, en la medida de lo posible, de la colecta y manipulacion de

organismos vivos, mejorando la relacion costo/beneficio de los productos obtenidos.
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Capitulo 4. Hipodtesis

Mediante la utilizacion de un sistema de expresion procariota con E. coli, es posible la
expresion de conotoxinas recombinantes con propiedades efectoras similares a las que

presentan las obtenidas de fuentes naturales (nativas).



18
Capitulo 5. Objetivo general

Producir la conotoxina recombinante cal26a de Conus californicus mediante un sistema

de expresion procariota.

5.1. Objetivos particulares

e Generar un vector de expresion procariota que contenga el gen que codifica para
el péptido maduro de cal26a.

e Estandarizar la expresion de la conotoxina cal26a recombinante en E. coli.

e Obtener de manera pura la conotoxina cal26a recombinante.

e Evaluar la actividad de la conotoxina cal26a recombinante en ensayos in vitro.
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Capitulo 6. Materiales y metodos

6.1. Vector de expresion pET22b(+)

Para la produccién de la conotoxina recombinante cal26a (cal26ar) en E. coli, se utiliz6 el
vector de expresion pET22b(+) (Novagen). Este vector se caracteriza por presentar la
secuencia sefal pelB que dirige la proteina de interés al espacio periplasmico de la
bacteria, donde se promueve su plegamiento mediante la formacion de los enlaces
disulfuro. Adicionalmente, presenta un promotor T7 inducible por IPTG, un origen de
replicacion pBR322, un gen de resistencia a ampicilina (AmpR), un sitio de clonacién

multiple y una secuencia especifica para su purificacion (etiqueta 6xHis) (Figura 5).

/|Promotor T7

Neol ./

Xhol p€|B

AmpR

Lacl

PET-22b(+)
5.5kB

4

Figura 5 Mapa del vector de expresion pET-22b(+). Modificado de (Everett-Patriquin, 1998).

El vector pET-22b(+) utilizado en este trabajo fue purificado a partir de una clona de E.
coli DH5a que contenian al vector. La clona fue sembrada en medio liquido Luria Bertani
(LB) con carbenicilina (triptona 1 %, extracto de levadura 0.5 %, NaCl 0.5 %, carbenicilina
100 pg/ml) e incubada a 37 °C y 250 rpm por 12 h. La extraccion del plasmido se realizo

empleando el kit comercial Mobius 200 (Novagen) y la técnica de lisis alcalina a baja
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escala (Sambrook and Russell, 2001). El plasmido purificado fue resuspendido en 50 pL
de agua destilada estéril y fue evaluado en gel de agarosa (1 %), cuantificado y

almacenado a -20 °C hasta su empleo posterior.

6.2. Clonacion y expresion de cal26a

La secuencia del gen que codifica para la conotoxina cal26a fue obtenida mediante la
técnica de amplificacion rapida de los extremos de ADNc (RACE por sus siglas en inglés)
a partir de ARN extraido del ducto venenoso del caracol Conus californicus (Bernaldez
Sarabia 2013). Con el propdésito de expresarlo de manera recombinante, los codones que
codifican para el péptido maduro fueron optimizados y la secuencia resultante (TXCC-KD)

fue sintetizada por la empresa GenScript (Piscataway, NJ).

Para la expresion de cal26ar se siguieron tres estrategias en el disefio del péptido
recombinante. En la primera, la etiqueta de histidinas (6xHis) se ubict en el extremo N-
terminal del péptido (His-cal26a?), la segunda conformacion se bas6 en la anterior, pero
con la adicion de una glicina en el extremo C-terminal, con lo cual quedaria lista para su
potencial amidacion in vitro (His-cal26a?). En la tercera, la etiqueta de histidinas se
localizé en el extremo C-terminal del péptido (cal26a-His). Las representaciones
esquematicas de las estrategias propuestas, asi como la secuencia de aminoacidos de
cal26ar como proteinas de fusion se presentan en la Figura 6.

a) His-Cal26a Ncol Xhol
Promotor T7 - Operador Lac - _ - His-Tag - cal26a
ATG TGA
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA HHHHHHRPKCCCVCGVVGRKCCSTWKDCHPVHLPCPSSG*
pelB His-tag cal26a
b) Cal26a-His Ncol Xhol
Promotor T7 - Operador Lac _ cal26a His-Tag
ATG TGA
MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA RPKCCCVCGVVGRKCCSTWKDCHPVHLPCPSSLEHHHHHH*
pelB cal26a His-tag

Figura 6 Construccion del gen para la expresién en E. coli de la conotoxina cal26a y su secuencia
de aminoécidos. a) His-cal26a'?, b) cal26a-His. G solo esta presente en His-cal26a®.
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6.2.1. Construccion del plasmido recombinante

6.2.1.1. Amplificacion y digestion de los fragmentos cal26a

La secuencia que codifica para el péptido maduro cal26a fue amplificada mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), a partir del gen sintético TXCC-KD vy
oligonucledtidos especificos. Para cada estrategia de clonacion propuesta fue necesario
disefiar oligonucledtidos, los cuales incluyeron sitios de restriccién para las enzimas
Nco Iy Xho | (Tabla 3).

Tabla 3 Oligonucleoétidos para la amplificaciéon por PCR de la conotoxina cal26a. Los sitios de
restriccion paralas enzimas Nco |y Xho | estan subrayados

Nombre Secuencia (5°- 3")
His-cal26aror CATGCCATGGCACACCACCACCACCACCACAGACCAAAATGTTGCTG
His-cal26alrev CCGCTCGAGTCATGATGAAGGGCAAGGCAAGTGAACAGGATG

His-cal26a2rev CCGCTCGAGTCAACCTGATGAAGGGCAAGGCAAGTGAACAGGATG

cal26a-Hisror CATGCCATGGCAAGACCAAAATGTTGCTGTGTCTGC

cal26a-Hisrev CCGCTCGAGTGATGAAGGGCAAGGCAAGTGAAC

La temperatura 6ptima de alineamiento para cada par de oligonucleétidos se establecio
mediante un gradiente de temperatura, que comprendi6 de 50 °C a 60 °C con
incrementos de 2 °C. La reaccion de PCR (25 uL) estuvo conformada de solucién tampon
Green GoTaq Flexi 1X, MgCl2 3 mM, cada nucleétido (0.2 mM), el par de oligonucleétido
(0.4 uM), GoTaq DNA Flexi polimerasa (1 U) (Promega) y el gen sintético TXCC-KD
(50 ng), como templado. Se incluyé como control negativo de la amplificacion una
reaccion sin templado para cada juego de oligonucleétidos. Las condiciones de
amplificacion para cada ciclo térmico se describen en la Tabla 4. Los productos de PCR

fueron evaluados por electroforesis en geles de agarosa al 2 % y fotodocumentados.



22

Tabla 4 Condiciones de la reaccién en cadena de la polimerasa.

Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 30s
Alineamiento 50-60 A2 °C 30s 30
Extension 72 30s
Extension final 72 5 min
Conservacion 4 oo !

Una vez establecida la temperatura de alineamiento Optima para cada par de
oligonucledtidos, y con el propdésito de contar con material suficiente para los
procedimientos subsecuentes, se realizaron seis reacciones adicionales de PCR. El total
de los productos amplificados de cada fragmento fueron mezclados y purificados
empleando el kit ‘QlIAquick PCR purification’ (QIAGEN) recuperandolos en 30 pL de agua
destilada estéril. Los fragmentos purificados fueron evaluados mediante electroforesis en
gel de agarosa (2 %), cuantificados por espectrofotometria con un Nanodrop Lite (Thermo
Fisher Scientific) y almacenados -20 °C hasta su empleo posterior. EI nombre de los

fragmentos amplificados es acorde a la estrategia de expresion del péptido recombinante.

Los fragmentos purificados (His-cal26al, His-cal26a? y cal26a-His) fueron digeridos
empleando las enzimas de restriccion Nco |y Xho | (Promega) mediante una reaccion de
40 uL que contenian soluciéon tampdn de enzima de restriccion 1X, BSA acetilado (4 pg),
las enzimas de restriccio (10 U) y cada fragmento (~2.3 pg). Las reacciones de digestion
se incubaron a 37 °C durante 12 horas. Una vez concluida, los productos de la digestion
fueron purificados con el kit ‘QlAquick PCR purification’ (QIAGEN) recuperandolos en 30
uL de agua destilada estéril, evaluados en un gel de agarosa (2 %) y cuantificados por

espectrofotometria.
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6.2.1.2. Digestién del vector pET-22b(+)

Se llevé a cabo la doble digestién del vector pET-22b(+) con las enzimas de restriccion
Nco | y Xho | (Promega) como se describe en el apartado 6.2.1, excepto porque esta
ocasion se prepararon cuatro reacciones utilizando al vector pET-22b(+) (1.5 pg). Una
vez concluida la digestion, a cada reaccion se adicion6 la enzima fosfatasa alcalina
intestinal de ternero (1.5 U) (Fermentas) y se incubd a 37 °C durante 1 hora, lo anterior
con el propodsito de remover los fosfatos libres 3° y 5 generados por la digestion
enzimatica y evitar la recircularizacion del plasmido. Posteriormente el vector fue
purificado mediante electroforesis preparativa en gel de agarosa al 0.8 %. La banda de
interés fue escindida y purificada utilizando el kit ‘QlAquick Gel extraction’ (QIAGEN)
recuperandola en 30 pL de agua destilada estéril. Finalmente, el vector purificado fue

evaluado en un gel de agarosa (2 %) y cuantificados con por espectrofotometria.

6.2.1.3. Ligacion del vector pET-22b(+) con los fragmentos cal26a

La ligacién de los productos de la digestion His-cal26a!, His-cal26a?, cal26a-His y
pPET-22b(+) se llevé a cabo mediante la enzima T4 DNA ligasa (Promega) la cual une las
regiones complementarias de los sitios de corte de las enzimas de restriccion. Los
componentes de la reaccién fueron: solucion tampon de ligacion 1X, T4 DNA ligasa (3 U)
(Promega), vector digerido (100 ng) e inserto (~10 ng) (relacion molar 1:5 (vector:inserto))
en un volumen final de 10 L. La reaccion se llevé a cabo a 4 °C durante 12 h.

El producto de la ligacion fue utilizado para transformar células electrocompetentes de E.
coli TOP10 mediante un electroporador MicroPulser (Bio-Rad Laboratories). Para lo cual
3 pL de la reaccién de ligacién y 50 pL de células electrocompetentes se mezclaron y
transfirieron a una celda para electroporar (2mm) pre-enfriada. Las condiciones de
electroporacion fueron 200 Q, 2.5 kV y 25 uF por 4 ms. Posteriormente las células fueron
recuperadas con 3 mL de medio SOC (triptona 2 %, extracto de levadura 0.5 %, NaCl
0.05 %, KCI 2.5 mM, MgCI2 10 mM, glucosa 20 mM) en un tubo cénico de 50 mL e
incubadas durante 1.5 h con agitacion constante (250 rpm) a 37 °C. Finalmente se

sembraron 50, 100 y 200 pL de la suspension en placas con medio LB agar 1.5 % y
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carbenicilina 100 pg/mL y se incubaron a 37 °C hasta que se observaron colonias
(15-18 hrs).

Las colonias obtenidas fueron resembradas en el mismo medio selectivo y se
seleccionaron cinco al azar para su analisis mediante PCR utilizando los oligonucledtidos
especificos para el promotor T7 (5"-TAATACGACTCACTATAGGG-3") y terminador T7
(5"-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3") para corroborar la presencia de los fragmentos que
codifican para cal26a-His y His-cal26a’?. La reaccién de PCR se realizd de acuerdo a lo
descrito en el punto 6.1.1 excepto por el templado que en esta ocasion fue un fragmento
de colonia. Las condiciones de PCR fueron: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94 °C
por 2 min, 30 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min a 55 °C, 1 min a 72 °C, y un ciclo final de
72 °C por 5 min. De las clonas que presentaron los respectivos insertos se seleccionaron
dos y se cultivaron en 3 mL de medio LB para la purificacion del plasmido mediante lisis

alcalina a baja escala (Sambrook and Russell, 2001).

Los plasmidos purificados fueron evaluados por electroforesis en agarosa al 1 %,
cuantificados y enviados al laboratorio Seqxcel, Inc. (San Diego, CA) para su
secuenciacion empleando el oligonucleotido para el promotor T7. Los resultados de la
secuenciacion fueron analizados con el programa CLC Main Work Bench 7 (CLC bio,
QIAGEN). Una vez que se corrobor6 la correcta clonacion de los diferentes insertos de
cal26a en pET-22b(+) estos fueron nombrados: pET22b-His-cal26a', pET22b-His-
cal26a?y pET22b-cal26a-His.

6.2.2. Transformacioén de E. coli BL21 (DE3)

A partir de los plasmidos con el inserto correctamente clonado, se eligié uno de cada
construccion para transformar células de E. coli BL21 (DE3) para su expresion. La
transformacién se realizé como se describe en el apartado anterior, excepto porque se
empled 1 pl de plasmido purificado (~600 pg). La cepa BL21 (DE3) esta modificada para
la expresion de proteinas recombinantes en grandes cantidades ya que al presentar el
gen RNaseE mutado, permite mantener cantidades abundantes de acido ribonucleico
mensajero (ARNm) para su transcripcién (Invitrogen, 2003). De las clonas obtenidas por

electroporaciéon se eligieron cinco para su analisis mediante PCR para corroborar la
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presencia del inserto. La reaccion y condiciones del PCR fueron como se describen en el
punto 6.2.1.3. De las colonias que mostraron contener al vector se seleccion6 una para
la expresion y se crio-preservé en glicerol al 15 % (Sambrook and Russell, 2001). Las
clonas resultantes fueron nombradas: BL21(D3)-pET22b-His-cal26al, BL21(D3)-
PET22b-His-cal26a? y BL21(D3)-pET22b-cal26a-His.

6.2.3. Expresién a pequena escala de cal26a

Con el propdsito de establecer las condiciones Optimas de expresion de cal26ar, se
realizé un ensayo de induccion a pequefia escala con la cepa BL21(D3)-pET22b-cal26a-
His la cual incluyé 16 tratamientos con diferentes temperaturas (21 y 37 °C), tiempo de
incubacion (6 y 12 h) y cantidad de IPTG adicionada (0, 10, 100 y 1000 uM) (Figura 7).
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37°C

12h

6h
21°C

12h

6h
37°C
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6h
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12h

—_— 6h
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Figura 7 Tratamientos para evaluar la expresion a pequefia escala de BL21(D3)-pET22b-cal26a-His.
Las condiciones evaluadas fueron temperatura (21 y 37 °C), tiempo de induccién (6 y 12 h)
y concentracion final de IPTG (0, 10, 100 y 1000 pM).
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Para este ensayo se preparé un pre-indculo con una colonia de la cepa BL21(D3)-
pET22b-cal26a-His en 6 mL de medio LB y carbenicilina (100 pg/mL) incubado a 37 °C
en agitaciéon constante durante 12 h el cual fue transferido a 600 mL de medio LB con
carbenicilina (100 ug/mL) e incubado nuevamente en las mismas condiciones hasta
alcanzar una densidad 6ptica de 0.6 (x 0.1) a 600 nm. Una vez que el cultivo alcanzé la
densidad Optica establecida, se repartieron 50 ml en 16 matraces Erlenmeyer de 250 mL
de capacidad y se procedi6 con la induccién de acuerdo a los tratamientos previamente
establecidos. Terminado el tiempo de induccion las células de cada tratamiento fueron
cosechadas por centrifugacién (4,000 x g a 4 °C, 15 min) y almacenadas a -80 °C hasta

su empleo posterior.

Para la induccién de BL21(D3)-pET22b-His-cal26a’ y BL21(D3)-pET22b-His-cal26a?,se
realizé un ensayo de expresion como lo definido para cal26a-His, pero con las siguientes
modificaciones: solo se evaluaron las concentraciones de IPTG 100 y 1000 pM vy el

in6culo para cada uno de los tratamientos fue de 25 mL en lugar de 50 mL.

6.2.4. Analisis de la expresion a pequena escala de cal26a

Previo al analisis de la expresion de cal26ar, fue necesario llevar a cabo la extraccion de
la proteina recombinante a partir de los botones celulares obtenidos del ensayo de
induccioén a pequefa escala, para lo cual se siguieron dos estrategias: en el caso de la
cepa BL21(D3)-pET22b-cal26a-His fue mediante extraccién periplasmica, mientras que
para BL21(D3)-pET22b-His-cal26a! y BL21(D3)-pET22b-His-cal26a? fue lisis celular.

Para la extraccion periplasmica, los botones celulares de BL21(D3)-pET22b-cal26a-His
fueron descongelados en hielo y resuspendidos en 10 mL de solucion de Tris-HCI 30 mM
y sacarosa al 20 % a los que se adicionaron 20 uL de EDTA 0.5 M. La mezcla se incubd
en hielo con agitacion suave por 10 min y se centrifugo (8,000 x g, 4 °C, 20 min). El
sobrenadante fue descartado y el boton celular resuspendido con 10 mL de MgSO4 5 mM
e incubado nuevamente en hielo y agitacion suave durante 10 min, posteriormente fue
centrifugado bajo las mismas condiciones. Finalmente, el sobrenadante fue transferido a
un tubo coénico y al igual que el detrito celular fueron almacenados a -20 °C para su

analisis posterior.
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En el caso de lisis celular, los pellets se resuspendieron en 1 mL de solucion que contenia
Tris1 M, EDTA 0.5 My urea 8 M, se incubaron en hielo durante 1 hora en agitacion suave
y se almacenaron a -20 °C para su andlisis posterior.

6.2.4.1. Electroforesis desnaturalizante en tricina (Tricina-SDS-PAGE)

Para el analisis del péptido recombinante, éste fue separado de acuerdo a su movilidad
electroforética en gel desnaturalizante de poliacrilamida al 16 % con dodecilsulfato sédico
(SDS) y tricina (Schéagger and von Jagow, 1987).

Con el propdsito de concentrar las muestras de cada uno de los sobrenadantes obtenidos
de la extraccion periplasmica, estos fueron precipitados con acido tricloroacético (TCA).
Para ello se adicion6 150 yL de TCA al 100 % a 1 mL de muestra, se incub6 a 4 °C por
20 min y se centrifug6 (16,000 x g, 15 min, 4 °C). Se descartd el sobrenadante y el
precipitado fue lavado con 200 uL de acetona fria y centrifugado nuevamente. Los pellets
obtenidos fueron secados a temperatura ambiente y resuspendidos en 30 uL de solucién
de carga (Tris-HCI 125 mM pH 6.8, SDS 4 %, glicerol 20 %, -mercaptoetanol 10 % y
azul de bromofenol 0.004 %). Adicionalmente se incluyeron los detritos celulares
obtenidos de la extraccion, para lo cual una fraccion de ellos fue resuspendida en 30 pL
de la solucién de carga. Estos fueron incubados por 10 min a 95 °C para la completa
desnaturalizacion de las proteinas. Las condiciones de corrida fueron 50 mA constantes
sin sobrepasar los 150 V hasta que el frente de azul de bromofenol alcanzara la base del
gel. Terminada la electroforesis el gel fue tefiido con azul de coomassie G-250 de acuerdo

a lo descrito por Candiano et al. (2004).

Para el caso de BL21(D3)-pET22b-His-cal26a® y BL21(D3)-pET22b-His-cal26a?> donde
la muestra fue obtenida por lisis celular con urea 8M, se analizaron 20 pL los cuales
fueron mezclados con un volumen igual de soluciéon de carga y se prosiguié con la

electroforesis de acuerdo a lo descrito en el parrafo anterior.
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6.2.4.2. Inmunodeteccion

La presencia de la cal26ar fue confirmada utilizando la técnica de western blot, para lo
cual un gel de acrilamida, preparado de acuerdo a lo descrito anteriormente, fue
transferido a una membrana de nitrocelulosa Trans-Blot Transfer Medium de 0.45 pm
(Bio-Rad Laboratories) mediante la técnica de transferencia semiseca (Harlow and Lane,
1988) en la que se utilizd6 una camara de electrotransferencia Semi-Dry Electroblotter
(CLP) y solucion Towbin 1x (tris base 250 mM, glicina 192 mM, metanol 20 % (v/v),
pH 8.3). Las condiciones de transferencia fueron 200 mA sin exceder de 20 V durante
1 h. Una vez concluida la trasferencia, la membrana fue lavada con PBST (NaCl 137 mM,
KCI 2.7 mM, NazHPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM y Tween-20 0.05 %, pH 7.4) e incubada
con agitacion en una solucion de 5 % de leche descremada en PBST a temperatura
ambiente por dos horas. Posteriormente la membrana se enjuag6 con PBST para eliminar
los restos de leche y se incubd con agitacién dos horas con el anticuerpo anti-histidinas
acoplado a peroxidasa de rdbano (Roche®) diluido a una concentracion de 100 mU en
una solucién de leche al 1 % en PBST, finalmente se hicieron cinco lavados con PBST
de 5 min cada uno. La deteccion de las proteinas se realizd6 mediante
qguimioluminiscencia, utilizando el sustrato Fast Western Kit, SuperSignal West Pico
(Pierce), el fotodocumentador ChemiDoc MP System (Bio-Rad Laboratories) y el software
Image Lab 5.2.1 (Bio-Rad Laboratories).

6.3. Clonacion y expresion de cal26a con sitio de protedlisis

Para la clonacién y expresion de cal26a con sitio de protedlisis, se disefié un péptido
recombinante con la etiqueta de histidinas en el lado amino-terminal pero con la insercion
de un sitio de protedlisis para la enzima enteropeptidasa entre la etiqueta de histidinas y
el inicio de la conotoxina. El propdsito de incluir el sitio de protedlisis fue eliminar mediante
la digestion enzimatica los aminoacidos adicionales correspondientes a la secuencia
sefial pelB. Con respecto al extremo carboxilo-terminal, se manejaron dos versiones sin
glicina (His-SP-cal26a') y con glicina (His-SP-cal26a?) para su potencial amidacion in
vitro (Figura 8).
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Neol Xhol

Promotor T7 Operador Lac - His-Tag - pf;fo‘,’;s cal26a

ATG TGA

MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMANIAHHHHHHDDDDKRPKCCCVCGVVGRKCCSTWKDCHPVHLPCPSSG*
pelB His-tag  Sp cal26a

Figura 8 Construccién y secuencia de aminoacidos del gen para la expresion en E. coli de la
conotoxina cal26a con sitio de protedlisis. G solo esta presente en His-SP-cal26a.

Para la amplificacion de los dos fragmentos se disefié un nuevo oligonucleétido sentido
(5’-CATGCCATGGCACACCACCACCACCACCACGACGACGACGACAAGAGACCAAA

ATGTTGCTG-3’) que incluyera la secuencia que codifica para el sitio de protedlisis

(subrayado) y como oligonucledtidos anti-sentido se utilizaron los mismos que los

disefiados para las construcciones His-cal26a.

El detalle de la clonacién de los fragmentos His-SP-cal26al2 asi como su posterior
induccion a pequefia escala se describen en el apartado 6.2. Los insertos y el vector
pPET-22b(+) fueron digeridos con las enzimas Nco | y Xho I, ligados mediante la enzima
T4 DNA ligasa y posteriormente el producto de esta Ultima utilizado para transformar
células de E. coli TOP10. Las colonias obtenidas se evaluaron por PCR con los
oligonucledtidos especificos para el promotor y terminador T7 (sentido y anti-sentido,
respectivamente), se purificd el plasmido de las colonias que mostraran tener el tamafio

de fragmento esperado y el producto de PCR fue enviado para su secuenciacion.

Una vez que se corrobor6 que las construcciones estaban en marco correcto de lectura,
células de E. coli BL21 (DE3) fueron transformadas con los vectores pET22b-His-SP-
cal26a' para su expresion basados en lo descrito en el apartado 6.2.3. Las condiciones
evaluadas fueron: 10, 100 y 1000 uM de IPTG a 37 y 21 °C durante 12 h.
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Concluida la induccién, los cultivos fueron transferidos a un tubo cénico de 50 mL y
centrifugado a 4,000 x g durante 20 min a 4 °C, los pellets obtenidos se lisaron con Tris
1 M, EDTA 0.5 My urea 8 M. El andlisis de expresién se realizé de acuerdo a lo descrito

en el apartado 6.2.4.

6.4. Purificacion por cromatografia de afinidad a metales de la proteina

recombinante cal26a-His.

Con el objetivo de purificar la proteina recombinante cal26a-His, se utilizo la metodologia
de cromatografia por afinidad a metales inmovilizados (IMAC) utilizando la resina de
Agarosa Ni-NTA (QIAGEN) la cual tiene afinidad por los anillos de imidazol que
conforman a las histidinas presentes en la conotoxina recombinante. Para el ensayo
1 mL de resina fue transferido a una columna de plastico con capacidad de 10 mL y se

procedio a su preparaciéon como lo describe el fabricante.
6.4.1. Purificacion en condiciones nativas

La purificaciébn en condiciones nativas se llevo a cabo a partir de los sobrenadantes
obtenidos de la extraccion periplasmica en los que se corroboré la presencia de la
proteina recombinante (cal26a-His), a los cuales se les adiciond imidazol a una
concentracion final de 20 mM y se ajusté el pH a 8. Previo equilibrio de la columna con
15 mL de solucion de equilibrio (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM e imidazol 20 mM, pH
8.0). Posteriormente fue lavada con 20 mL de solucién de lavado (NaH2PO4 50 mM, NacCl
300 mM e imidazol 50 mM, pH 8.) y la proteina eluida con 500 pL de una solucién que
contenia NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM e imidazol 50 mM a pH 8, con incubacion de 5
min antes de ser colectada en un tubo para microcentrifuga de 1.5 mL. Este proceso se
realiz6 cinco veces nombrando a cada una de ellas en ndmeros secuenciales. Las
eluciones obtenidas fueron analizadas mediante SDS-PAGE e inmunodeteccion de

acuerdo a lo descrito en el apartado 6.2.4.
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6.4.2. Purificacion en condiciones desnaturalizantes

En la purificacion de la proteina recombinante en condiciones desnaturalizantes se
empled el precipitado celular generado en la extraccion periplasmica de cal26a-His. Los
pellets fueron resuspendidos en 3 mL de solucién de equilibrado desnaturalizante
(NaH2PO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM y urea 8 M, pH 8.0) e incubados con agitacion suave
durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugé (10,000 x g, 30
min, temperatura ambiente), el sobrenadante se transfirio en un tubo y se centrifugd

nuevamente (14,000 x g, 10 min) con el objetivo de sedimentar los agregados insolubles.

Una columna que contenia un mililitro de resina agarosa NI-NTA fue equilibrada
previamente con 2 mL de solucién de equilibrado desnaturalizante. Posteriormente, para
eliminar restos celulares que pudieran bloquear la columna, el sobrenadante se filtrd
empleando una membrana de 0.2 um y se dejo pasar a través de la columna por gravedad
dos veces. La columna se lavdo con 8 mL de solucion de lavado desnaturalizante
(NaH2PO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM y urea 8 M, pH 6.3) y se realizaron cuatro eluciones
de 500 pL con solucion de elucion desnaturalizante (NaH2PO4 100 mM, Tris-HCI 10 mM
y urea 8 M, pH 5.9), cada elucion fue colectada en un tubo para microcentrifuga de 1.5
mL. Las cuales fueron analizadas mediante SDS-PAGE e inmunodeteccién como se

describe en los apartados 6.2.4.1 y 6.2.4.2 respectivamente.

6.4.3. Aislamiento y purificaciéon de cuerpos de inclusiéon

Debido a que la muestra obtenida en la purificacion desnaturalizante (apartado 6.4.2)
presentd una gran cantidad de impurezas, se optd por aislar los agregados
citoplasmaticos de proteina recombinante, conocidos como cuerpos de inclusion, para su
posterior solubilizacion en urea y purificacion mediante IMAC en condiciones

desnaturalizantes de acuerdo a lo descrito por Macherey-Nagel (2013).

En esta estrategia se utilizé un 1 L de cultivo de BL21(D3)-pET22b-cal26a-His inducido
en las condiciones Optimas establecidas (1000 uM de IPTG a 21 °C durante 12 h), el cual
fue centrifugado (4,000 x g, 20 min, 4 °C) en 10 tubos cénicos de 50 mL para obtener el

pellet correspondiente a 100 mL de cultivo en cada uno.
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El pellet celular fue resuspendido en 5 mL de solucion de lisis (NaH2PO4 50 mM, NaCl
300 mM e imidazol 10 mM, pH 8.0) y 5 mg de lisozima (Sigma-Aldrich), se incubé en hielo
durante 30 min con agitacion suave y se sonico empleando un sonicador q125 (Qsonica)
con una punta de 2 mm. Las condiciones empleadas fueron diez ciclos con periodos de

15 s encendido y 15 s apagado a una amplitud del 70 %.

El lisado se centrifug6 (10,000 x g, 30 min y 4 °C), se descarto el sobrenadante y el pellet
se lavo con 10 mL de solucién de lisis. El pellet fue resuspendido en 2 mL de solucién de
desnaturalizacion (NaH2PO450 mM, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM y urea 8 M, pH 8.0)
e incubado en hielo durante 1 h con agitacién suave, posteriormente se centrifugd a
10,000 x g por 30 min a 20 °C, se transfirio el sobrenadante a un tubo coénico, se centrifugé
nuevamente en las mismas condiciones. Finalmente se filtr6 empleando una membrana

de 0.2 um para eliminar restos insolubles.

El sobrenadante fue cargado a una columna de Ni-NTA, previamente equilibrada con
solucién de desnaturalizaciéon. Se realizdé un lavado de 20 mL con una solucion que
contenia NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM y urea 8 M a pH 8.0, se
realizaron 5 eluciones de 500 pL con NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 250 mM

y urea 8 M, pH 8.0, las cuales se colectaron en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL.

Con el propoésito de mejorar la pureza de la proteina recombinante purificada, se hicieron
cambios en las condiciones de lavado, por un lado se aumenté el volumen de solucion
de lavado de 20 mL a 40 mL y por otra parte se incrementé la concentracion de imidazol
de 20 mM a 50mM de la misma solucién. Para verificar el mejor tratamiento las eluciones
se analizaron por SDS-PAGE tefiido con Coomassie (6.2.4.1) y se confirmé por
inmunodeteccion (6.2.4.2).

Seleccionada la mejor condicién, se procedié a purificar el resto del producto inducido
(700 mL), 100 mL de pellet a la vez para evitar sobrecargar la columna de proteina
recombinante. Se mezclaron cada una de las eluciones correspondientes (~ 5 ml) y se

analizaron por electroforesis e inmunodeteccion.



33
6.5. Renaturalizacion de la proteina recombinante cal26a-His

Con el objetivo de replegar la proteina mediante la formacién de los enlaces disulfuro se
utilizé el método de renaturalizacion en columna empleando las soluciones de
renaturalizacion Tris-HCI 20 mM a pH 8.0 y Tris-HCI adicionado con glicina 10 mM a pH
8.0, descritos por Gao et al. (2013).

Previo a la renaturalizacion, se mezclaron las eluciones obtenidas de la purificacion de la
proteina recombinante cal26a-His a partir de los cuerpos de inclusién y se dializaron
contra agua para eliminar las sales presentes en la solucion de elucion. Se utilizé la
membrana SnakeSkin (Thermo Scientific™) con un corte de 3.5 kDa y se procedi6 de

acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Una vez dializada y previo a su repliegue la proteina se desnaturaliz6 completamente con
una solucién que contenia DTT 10 mM, urea 8 My Tris-HCI 20 mM a pH 8.0, incubandose
con agitacion suave en hielo durante 1 h. La muestra fue pasada por gravedad dos veces
a través de una columna de Ni-NTA previamente equilibrada con 10 mL de solucién de
equilibrio desnaturalizante (NaH2PO450 mM, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM y urea 8 M,
pH 8.0) y se lavé con 10 mL de solucion de lavado desnaturalizante (NaH2PO450 mM,
NaCl 300 mM, imidazol 20 mM y urea 8 M, pH 8.0). Para su replegado se realizaron 6
lavados con la solucién de renaturalizacion en los que se fue reduciendo gradualmente
la concentracion de urea (6, 5, 4, 3, 2, 1 M) hasta terminar en un altimo lavado sin el
desnaturalizante, finalmente se realizaron cinco eluciones nativas de 500 uL (NaH2POa4
50 mM, NaCl 300 mM e imidazol 250 mM, pH 8.0) con un tiempo de incubacion de 5 min
previo a su colecta. Por ultimo se realizaron dos eluciones desnaturalizantes de 1 mL
(NaH2PO450 mM, NaCl 300 mM, imidazol 250 mM y urea 8 M, pH 8.0) para obtener a las
proteinas que permanecieron insolubles. Las eluciones obtenidas fueron analizadas
mediante SDS-PAGE tefiido con Coomassie e inmunodeteccion tal y como se describe

en el apartado 6.2.4.
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La concentracion de la proteina presente en las eluciones fue determinada mediante el
método de &cido bicinconinico empleando Micro-BCA (Thermo Scientific™) (ver A 4)
previa dialisis de las mismas contra PBS (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NazHPO4 10 mM y
KH2PO4 1.8 mM, pH 8.0), y a las que se nombro posteriormente como: a) cal26ar-1, a la
muestra procedente de la renaturalizacion con Tris-HCI, y b) cal26ar-2, a la renaturalizada

con Tris-HCl y glicina.

6.6. Ensayo de actividad contra Mycobacterium tuberculosis

Debido a que la conotoxina cal26a nativa tiene la capacidad de inhibir la viabilidad celular
de Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv, se evalud si la conotoxina recombinante
purificada previamente cal26a-His presentaba dicha actividad. Se realiz6 un ensayo
colorimétrico en el que se determind la actividad celular mediante el cambio de coloracién
de una solucion reveladora al reaccionar con las condiciones reductoras generadas por
la actividad celular, por lo que sol6 las bacterias que se encuentren vivas podran generar

el cambio de coloracién (Porras et al, 2005).

Se evalud el efecto de cal26a-His en las siguientes condiciones, 2.5 pg/mL para la
muestra cal26ar-1 y cal26ar-2 en concentraciones de 2.5y 8 pg/mL. Para cada una se
emplearon cuatro pozos a los que se agregaron 50 uL de medio, 100 uL de suspension
bacilar y 50 pL de la proteina recombinante a la concentracion requerida. Debido a que
la proteina recombinante fue dializada previamente contra PBS 1X, a cuatro pozos se les
agrego 50 pL de PBS 1X, 50 uL de medio y 100 pL de suspensién bacilar, para evaluar
el efecto de esta solucion sobre la micobacteria. Debido al crecimiento lento que presenta
la bacteria, cinco pozos se emplearon como control de crecimiento (7, 9, 11, 13 y 15 dias),
a los cuales se agregaron 100 puL de medio Middlebrook 7H9 enriguecido con OADC
(acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa) y 100 pL de una suspension de M.
tuberculosis H37Rv (1.5 x 107 células/ml); como control de esterilidad, a un pozo se
adicionaron 100 pL de medio Middlebrook 7H9 enriquecido y como control de inhibicion
se empled isoniacida (1 pg/mL). A los pozos de la periferia de la placa de 96 pozos se les
agrego6 100 pL agua destilada estéril para evitar la evaporacion de la muestra. El esquema

de la distribucion de la placa de este ensayo se muestra en la Figura 9.
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Figura9 Esquemade ladistribucion del ensayo en microplaca de 96 pozos, para evaluar la actividad
de cal26a-His recombinante sobre M. tuberculosis.

Una vez que se monto el ensayo, la placa se incubd a 37 °C, hasta su revelado para lo
cual se utilizé el reactivo MTS (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio) de la marca Promega. A los 7 dias de incubacién, el primer pozo
control de crecimiento fue revelado adicionando 20 pL de MTS (5 mg/L) e incubado 2 h,
si se presenta un cambio de coloracion se procede a revelar el resto de los pozos, si no
es visible un cambio de coloracién, el revelado se pospone durante dos dias en los que
se revela el siguiente pozo control de crecimiento, hasta que alguno de un cambio de
coloracion. Con esto se determina cual es el dia éptimo de crecimiento celular para

garantizar un resultado fiable.
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Capitulo 7. Resultados

7.1. Construccion del plasmido pET22b-cal26a

El plasmido pET-22b(+) fue purificado de células de E. coli DH5a-pET22b mediante lisis
alcalina a baja escala, al que se nombré como ‘pET 1°, mientras que los plasmidos
obtenidos con el kit comercial Mobius 200 (Novagen) se nombraron como ‘pET 2 y
pET 3’, respectivamente. Posteriormente 3 pL de cada plasmido purificado fueron

analizados en un gel de agarosa al 0.8 %, para evaluar su integridad.

En la Figura 10, se muestra la electroforesis de los plasmidos purificados, donde se
observan bandas con una mayor intensidad para los purificados con kit (carriles 2 y 3),
siendo pET 2 (carril 2) el de mayor intensidad, sugiriendo la mayor concentracion. Las
tres bandas presentes en cada muestra corresponden (en orden superior a inferior) a la

version relajada, linealizada y superenrollada del plasmido.

Relajado
'-N-nmﬂ-“/

<4—Linealizado

~ ~<— Superenrollado

1 2 3

Figura 10 Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % del plasmido pET-22b(+) purificado. En laimagen
de izquierda a derecha se muestran los plasmidos purificados pET 1, pET 2y pET 3.

La concentracion y pureza de cada plasmido purificado fue analizada por
espectrofotometria y los resultados se muestran en la Tabla 5. Si bien ‘pET 1’ presento
la mayor concentracion, se selecciond el plasmido ‘pET 2’ obtenido con el kit Mobius 200
para el procedimiento de clonacion posterior. Lo anterior debido a que presento el mayor

rendimiento y una alta pureza.
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Tabla 5 Cuantificacion del vector pET-22b(+) a 260 nm.

ng/pL A260 A260/A280 Rendimiento

pET1 17477 34.955 0.40 5.8 pg/mL
pET2 4497 8994 1.89 642 ng/mL
pET3 2984 5968 1.86 426 ng/mL

7.1.1. Amplificacion de los fragmentos cal26a

La temperatura éptima de alineamiento para la amplificacion de los fragmentos cal26a,
en sus diferentes versiones se determindé mediante un PCR en gradiente y los fragmentos
amplificados evaluados por electroforesis en agarosa al 2 %. El tamafio de bandas
observadas correspondio con el tamafio tedrico esperado para cada fragmento, siendo
de 135-138 pb para His-cal26a'?y de 117 pb para cal26-His. En la Figura 11 se presenta
el analisis electroforético donde se observa el tamafio de las bandas asi como la ausencia

de bandas adicionales que evidenciarian inespecificidad de los oligonucleétidos.
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Figura 11 Andlisis electroforético de la temperatura de alineamiento 6ptima para cada par de
oligonucledtidos. M marcador molecular de 100 pb (NEB), los carriles 1-6 corresponden a
las diferentes temperaturas de alineamiento (50, 52, 54, 56, 58 y 60 °C) respectivamente y
el carril 7 corresponde al control negativo. A) His-cal26a® B) His-cal26a® vy

C) cal26a-His.
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Tomando en cuenta que la intensidad de las bandas fue similar a todo lo largo del
gradiente en los tres casos, se sugiere que cualquiera de las temperaturas de
alineamiento es adecuada para amplificar los fragmentos, sin embargo se decidio utilizar

la temperatura intermedia (55 °C) como la 6ptima para posteriores amplificaciones.

7.1.2. Digestion y ligacion de pET-22b(+) y cal26a

Se realizé una doble digestion del vector pET-22b(+) y los fragmentos His-cal26al? y
cal26-His empleando las enzimas Nco | y Xho I, los productos se purificaron y
cuantificaron, obteniendo un rendimiento de recuperacion de 74.6 % para el vector
PET-22b(+), 72.8 % y 67.6 % para His-cal26al? y 52.5 % para cal26a-His (Tabla 6). A
pesar de la pérdida registrada, la cantidad de material purificado fue suficiente para

proceder con la ligacion de los mismos.

Tabla 6 Analisis espectrofotométrico de los fragmentos purificados antes y después de su

digestion.
Sin Digerir Digerido
ng/uL  A260/A280 ng/pL  A260/A280
His-cal26a! 91.7 1.75 66.8 1.79
His-cal26a®>  78.2 1.88 52.9 1.76
cal26a-His  61.3 1.85 32.2 1.81
pET-22b(+) 449.7 1.89 37.3 1.83

La integridad de los productos de la digestion fue evaluada mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1.5 % (Figura 12). A partir de este analisis se determind que la digestion
del vector pET-22b(+) (carril 2) fue completa ya que no se observo la presencia de bandas
adicionales correspondientes a las tres conformaciones como en la versién sin digerir

(carril 1). En ninguna de las muestras se observé indicios de degradacion.
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Figura 12 Analisis electroforético en gel de agarosa de los productos de digestién purificados. Se
muestra al vector pET-22b(+) antes y después de la digestion (carriles 1 y 2), marcador
molecular de 100 pb (NEB) (M) y los fragmentos cal26a-His y His-cal26a'? (carriles 3 al 5).

7.1.3. Transformacion del producto de ligaciéon

Con los productos de digestion se prepararon las reacciones de ligacion correspondientes
a las tres construcciones (pET22b-His-cal26a'? y pET22b-cal26a-His) con las cuales se
transformaron células de E. coli TOP10. Como resultado de la transformacion se
obtuvieron 8 colonias para pET22b-His-cal26al (TOP10-pET22b-His-cal26al), 20
colonias para pET22b-His-cal26a? (TOP10-pET22b-His-cal26a?) y 35 colonias para
pET22b-cal26a-His (TOP10-pET22b-cal26a-His). Cinco colonias de cada construccion
fueron analizadas mediante PCR y evaluadas en un gel de agarosa al 2 %, el tamafo de
banda esperado para el vector sin inserto fue de 305 pb, mientras que para pET22b-His-
cal26al? fue de 370-373 pb y para pET22b-cal26a-His de 330 pb (Figura 13).
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Figura 13 Anaélisis electroforético de las colonias evaluadas mediante PCR correspondientes a las
tres construcciones. En el carril 1 se muestra el amplificado de pET-22b(+) sin inserto, en
los carriles 2 a 6 las cinco colonias evaluadas y en M se us6 el marcador molecular de 100
pb (NEB®). A) Top10-pET22b-His-cal26a* B) Top10-pET22b-His-cal26a? y C) Top10-pET22b-
cal26a-His.
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Para el caso de la construccion pET22b-His-cal26al, solé 3 colonias presentaron el
fragmento del tamafio esperado, mientras que para pET22b-His-cal26a® y pET22b-
cal26a-His todas las clonas analizadas presentaron el fragmento esperado. Cabe
mencionar en el caso de la construccion pET22b-His-cal26a?, dos clonas no amplificaron
y otra presentd una banda similar a la del vector sin inserto (Figura 13-A carril 2) el cual
pudiera ser remanente de plasmido no digerido. De las clonas que presentaron el tamafio
esperado, se seleccionaron dos de cada construccion, se purificd su plasmido mediante
lisis alcalina y se secuenciaron con el oligonucleoétido para el promotor T7. El andlisis de
las secuencias corrobord que el inserto correspondiente a la conotoxina en sus tres
versiones, no presentd ningln cambio en su secuencia nucleotidica y que se encontraba

en fase para su expresion (Figura 14).
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Figura 14 Andlisis de secuencias traducidas de los plasmidos pET22b-His-cal26a?, pET22b-His-
cal26a’y pET22b-cal26a-His. En asterisco (*) se representan los codones de paro.

7.1.4. Transformacion de E. coli BL21 (DE3)

Células de E. coli BL21 (DES3) fueron transformadas con las respectivas construcciones
(pET22b-His-cal26al, pET22b-His-cal26a?> y pET22b-cal26a-His)

confirmadas por secuenciacion. De las clonas transformadas obtenidas se eligieron dos

previamente

de cada construccion para su analisis por PCR. El analisis electroforético evidencié la
presencia de una banda del tamafio esperado en todas las colonias analizadas, lo cual

confirma la correcta transformacion con los respectivos plasmidos (Figura 15).
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Figura 15 Electroforesis del PCR de coloniade E. coli BL21 (DE3) transformadas con los respectivos
plasmidos recombinantes. Carriles 1y 2, pET22b-His-cal26a®. Carriles 4 y 5, pET22b-His-
cal26a? . Carriles 7y 8, pET22b-cal26a-His. Carriles 3y 6 corresponden a la amplificaciéon
de los vectores pET22b-His-cal26a y pET2b-cal26a-His. M marcador molecular de 100 pb
(NEB).

7.2. Analisis de la expresidn a pequena escala de cal26a

7.2.1. Electroforesis desnaturalizantes en tricina (Tricina-SDS-PAGE)

Con el objetivo de evaluar la expresion a pequefia escala de la proteina recombinante
cal26a-His, los extractos periplasmicos, asi como los detritos celulares, fueron analizados
mediante geles de poliacrilamida al 16 % los cuales se tifieron con azul de coomassie
G250.

La Figura 16 muestra el analisis por electroforesis para las inducciones realizadas con 0,
10 y 1000 puM de IPTG, en las dos diferentes temperaturas de expresion (21y 37 °C)y
tiempos de incubacion (6 y 12 h). Aunque este andlisis corrobor6 que la extraccion de
proteina a partir del periplasma fue exitosa, no permitié determinar si se logré expresar a
la conotoxina recombinante, debido a que no se logré diferenciar una banda distintiva del

tamafio esperado (4.76 kDa).

Si bien en los geles de la induccién a 10 y 1000 uM de IPTG se observaron bandas de
un recorrido electroforético menor a 10 kDa, estas son semejantes a las mostradas en el
gel correspondiente a 0 uM de IPTG, el cual la expresion de la proteina fue minima

considerandose como control negativo de induccion.
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Figura 16 Analisis electroforético de BL21(DE3)-pET22b-cal26a-His con 0, 10y 1000 uM de IPTG (A,
B y C respectivamente), en las dos diferentes temperaturas de expresion (21y 37 °C)y
tiempos de incubacién (6 y 12 h), carril 1y 2 sobrenadante y pellet inducidos a 21 °C durante
6h, carril 3y 4a21°Cy 12h, carril 5y 6 a 37 °Cy 6h, carril 7y 8 a 37 °C y 12h. M marcador
Precision Plus Protein (Bio-Rad Laboratories).

7.2.2. Inmunodeteccion

A partir de los resultados obtenidos de la electroforesis (Tricina-SDS-PAGE) se eligieron
muestras representativas para su analisis de inmunodeteccién (Figura 17). Este analisis
detecto la presencia de dos bandas intensas de alrededor de los 10 kDa en la fraccion
celular (carriles 7 y 9 de ambas ilustraciones) y dos bandas muy tenues en los carriles
correspondientes a los sobrenadantes (carriles 6 y 8). La presencia de esta banda
evidencio la expresion de la conotoxina recombinante cal26a-His en las codiciones 21
°C, 1000 uM de IPTG, 6 y 12 horas de induccion. El hecho que la banda de mayor
intensidad corresponda a la fraccion celular y no al sobrenadante sugiere que cal26a-His
no fue eficientemente secretada al espacio periplasmatico. Por otro lado el que la banda
detectada fuera de mayor tamafio al esperado (4.76 kDa) podria deberse a que cal26a-
His incluye los aminoacidos correspondientes a el péptido sefial pelB (6.97 kDa).
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Figura 17 Inmunodeteccidn de la expresion a pequefia escala. A) Analisis de proteinas expresadas
a 21 °C. B) Induccién a 37 °C. M marcador Precision Plus Protein (Bio-Rad Laboratories).
Sobrenadante y pellet inducidos con 10 uM durante 6h (1y 2) y 12 h (3y 4), carril 5 pellet sin
inductor (0 uM IPTG), sobrenadante y pellet inducidos con 1000 uM durante 6h (6y 7)y 12 h

(8y9).

Pese a que las bandas correspondientes a la conotoxina recombinante se detectaron en
el citoplasma, en los ensayos posteriores se decidio utilizar 1000 uM de IPTG, 12 h de
incubacion a 21 °C como condiciones éptimas, ya que en estas fue donde el andlisis de
inmunodeteccion evidencié la banda con la mayor intensidad, lo que sugiri6 una mayor

nivel de expresién y como consecuencia una mayor cantidad de proteina recombinante.

Los resultados de inmunodeteccion para la expresion a pequefia escala de BL21(DE3)-
PET22b-His-cal26a' y BL21(DE3)-pET22b-His-cal26a® se presentan en la Figura 18.
Cabe mencionar que este ensayo solo incluyd ocho tratamientos donde se evaluaron dos
concentraciones del inductor (100 y 1000 uM), dos temperaturas (21 °Cy 37 °C)y dos
tiempos de induccion (6 y 12 h). En este andlisis se incluyé una proteina recombinante
con etiqgueta de histidinas, de un tamafo aproximado a los 15 kDa, como control positivo
del western blot (carril 9). Dado que no se observaron bandas correspondientes al tamafio
esperado (4.5 kDa o 6.7 kDa si permanecieran unidas a pelB) en ninguna de las
condiciones evaluadas se sugirié que ninguna de las dos conotoxinas recombinantes fue

expresada.
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Figura 18 Evaluacion de las condiciones de expresion de las construcciones His-cal26at (A)y His-
cal26a? (B). En los carriles 1-4 se muestra lainducciéon con 100 uM de IPTG y 1000 uM en los
carriles 5-8. Carril 1y 5induccion a 21 °C durante 6h, carril 2y 6 a21 °Cy 12h, carril3y 7 a
37°Cy 6h, carril4y 8a37 °Cy 12h, carril 9 control de revelado y M es el marcador Precision
Plus Protein (Bio-Rad Laboratories).

Con el proposito de descartar cualquier fallo en el proceso de transformacion e induccion
de pET22b-His-cal26al?, células BL21(DE3) fueron nuevamente transformadas, las
clonas evaluadas por PCR y su pladsmido secuenciado. Posteriormente se realiz6 un
ensayo en paralelo con las tres construcciones utilizando: el mismo medio LB, antibiético
e inductor; se procedié a su induccion utilizando la condicidén Optima establecida para la
expresion de la conotoxina recombinante cal26-His (1000 uM, 21 °Cy 12 h). El analisis
de inmunodeteccion para la expresion en paralelo de las tres construcciones mostré que
s6lo la proteina recombinante cal26-His fue expresada ya que no se observo banda
alguna correspondiente a las proteinas recombinantes His-cal26ar! y His-cal26a:? (Figura
19). Este ensayo también confirmd que la proteina recombinante permanecié unida al
péptido sefial (pelB), puesto que el péptido sin pelB tendria un peso tedérico de 4.76 kDa

y este mostrd un recorrido mayor a los 5 kDa.
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Figura 19 Inmunodeteccidn de las tres construcciones de cal26a expresadas con 1000 uM a 21 °C
durante 12 h, el carril 1 pertenece a His-cal26al, el carril 2 a His-cal26a® y el carril 3
corresponde a cal26a-His. M es el marcador Precision Plus Protein (Bio-Rad Laboratories).
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7.3. Clonacion y expresion de cal26a con sitio de protedlisis

Para las construcciones pET22b-His-SP-cal26al?, se inici6 con un gradiente de
amplificacion por PCR empleando el oligonucleétido nuevo a diferentes temperaturas de
alineamiento con el objeto de determinar la condicion 6ptima de alineamiento. El andlisis
electroforético mostr6é una amplificacion uniforme del fragmento esperado (~150 pb) a lo
largo del gradiente, sin embargo se consider6 54 °C como la temperatura Optima de

alineamiento para las amplificaciones posteriores (Figura 20).
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Figura 20 Analisis electroforético de la temperatura de alineamiento éptima para el oligonucleétido
His-SP-cal26aror, M marcador molecular de 100 pb (NEB), los carriles 1-6 corresponden a las
diferentes temperaturas de alineamiento (50, 52, 54, 56, 58 y 60 °C) respectivamente y el
carril 7 corresponde al control negativo. A) His-SP-cal26a' y B) His-SP-cal26a2.

Se realizaron tres reacciones de PCR de 50 uL para la amplificacion de cada uno de los
insertos His-SP-cal26al?, se digirieron empleado las enzimas Nco |y Xho | y se
purificaron; obteniendo 51.0 ng/yL para la construccién con glicina terminal (}) y 67.9

ng/uL para la que carece de glicina terminal (?).

Posterior a la transformacién en E. coli TOP10 con las reacciones de ligacion de cada
uno de los insertos en pET-22b(+) (PET22b-His-SP-cal26al?), de las clonas resultantes

se analizaron ocho de cada construcciéon mediante PCR, para pET22b-His-SP-cal26a’
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solo dos clonas no mostraron el fragmento del tamafio esperado de ~390 pb (Figura 21-

A carriles 1y 5) mientras que para pET22b-His-SP-cal26a? solo tres clonas lo presentaron

(Figura 21-B, carriles 2,6y 7).

Figura 21 Andlisis electroforético de las colonias evaluadas mediante PCR correspondientes a las
dos construcciones, en los carriles 1-8 se muestran las ocho colonias evaluadas, en 9 se
cargo el control negativo de amplificacion y en M se us6 el marcador molecular de 100 pb
(NEB). La flecha indica las colonias con el inserto de interés. A) His-SP-cal26a® B) His-SP-
cal26a?.

De las clonas que presentaron el inserto se eligieron dos de cada construccion para la
purificacion de su plasmido y su posterior secuenciacion. De la construccion pET22b-His-
SP-cal26a! se seleccionaron las clonas 2 y 3, mientras que para pET22b-His-SP-cal26a?
fueron la 6 y 7. El analisis de las secuencias traducidas confirmé que ambas
construcciones se encontraban en marco de lectura correcto para su transcripcion y que
no presentaban cambios en su secuencia de aminoécidos, asi mismo se observo el sitio
de protedlisis para enteropeptidasa (DDDDK) entre la etiqueta de histidinas y los primeros
aminoacidos de la conotoxina (Figura 22).



HisSPcal26a1 C2
HisSPcal26a1 C3
HisSPcal26a2 Cé
HisSPcal26a2 C7

PelB ,,

-EcBlAVENE
*EcBNAVENE
*EcBNEVEN

-EcBEHVENE

Consensus XEGD | HMKYL

BrTanacEER
BrTAAAGHER

B BrTAAAGHER

BrTAarAcHER

LPTAAAGLLL

BAAQPAMAMA H
BAAQPAMAMA ?

BAAQPAMAMA H
BEAAQPAMAMA
LAAQPAMAMA

SP4o

HHHHHHDDDD

60

a7

—— :
BB KRrPEccclicc MUMcREccsTW 60

KRPKccclicc MUGREccSTW 60
KRPKccclicc MUGRECCSTW 60
IIEIIEIIII KRPRccclicc MUMcREccSTW so

KRPKCCCVCG

VVGRKCCSTW

100%

Conservation
0%

HissPcal26a1 c2 KBcHPMEEPC

HisSPcal26a1 c3 KBcHPUHE

HisSPcal26a2c6 KBICHPMHEPC
HisSPcal26a2c7 KBCHPMHAEPC
Consensus KDCHPVHLPC

80

PSS *- IIEEI
Pss*- BEHHH
PSSGxUE

H F
PSSG*HEHHH HHH"

PSSG-LEHHH

HHH-BPAANK
IEI BrPAANK
HHH BPAANK
BrPAANK
HHHXDPAANK

100

|
PREEAEBAAA
ARKEAEBAAA
ARKEAEBAAA
ARKEAEBAAA

ARKEAELAAA

TAEQKK - 105
TAKKEK - 105
TAKQKK - 105
TAKKEK - 106

TAKXKK -

100%

C ti
onserva |or;% M H

I

Figura 22 Andlisis de las secuencias de aminoacidos de los plasmidos pET22b-His-SP-cal26a'y
pET22b-His-SP-cal26a?. El asterisco (*) representa el coddn de paro.

En el ensayo para establecer las condiciones 6ptimas de induccion a pequefia escala de
la conotoxina recombinante se selecciond la clona BL21(DE3)-pET22b-His-SP-cal26a?,
la cual tiene un peso molecular teérico de 5.13 kDa y 7.34 kDa si conserva el péptido

sefal (pelB).

El analisis de inmunodeteccion del ensayo de induccion a 12 horas, evidencié una banda
tenue con un recorrido electroforético aproximado a los 10 kDa en los carriles 3 y 6,
correspondientes a los tratamientos de IPTG (100 uM) a 21 °C e IPTG (1000 puM) a 37
°C, respectivamente (Figura 23). Para el caso de la induccién a 6 horas, en ninguno de
los tratamientos se detecto la presencia de la proteina recombinante. Si bien se expreso
la conotoxina recombinante cal26a con sitio de protedlisis esto fue a nivel muy bajo por

lo cual se decidié continuar con el trabajo empleando cal26a-His.
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Figura 23 Inmunodeteccién de las condiciones de induccién de His-Sp-cal26a? durante 12 h. los
carriles 1y 2 corresponden a la expresién con IPTG (10 uM)a 21y 37 °C,en 3y 4 a IPTG
(100 uM) a 21y 37 °Cy IPTG (1000 uM) a 21y 37 °C en los carriles 5y 6, el carril 7 se dej6
como espacio y en el carril 8 se cargdé un control positivo de revelado. M es el marcador
Precision Plus Protein (Bio-Rad Laboratories).

7.4. Purificacion por cromatografia de afinidad a metales de la proteina

recombinante cal26a-His
7.4.1. Purificacion en condiciones nativas

Para la purificacién en condiciones nativas se emplearon los extractos periplasmaticos
solubles (~20 mL) obtenidos en el ensayo de expresion a pequefia escala y en los que
se evidencio la presencia de la proteina cal26a-His (seccién 7.2.2). Los resultados del
andlisis de inmunodeteccion de las fracciones purificadas se presentan en la Figura 24.
A partir de este analisis se corroboré que la proteina no fue secretada al periplasma, ya
que en ninguno de los carriles se observé la banda del tamafio correspondiente a cal26a-
Hisr. Lo anterior sugiere que lo observado previamente en el western blot de los extractos

crudos (Figura 17), pudo deberse a contaminacion con proteina insoluble (pellet).
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Figura 24 Inmunodeteccién de los productos de la purificacion por cromatografia de afinidad a
metales en condiciones nativas. M: marcador Multimark (Invitrogen), carril 1: primer lavado,
carriles 2-6: eluciones 1-5, carril 7: segundo lavado, carril 8: sobrenadante pasado por la
columnay carril 9: pellet obtenido de la extraccion periplasmatica.

7.4.2. Purificacion en condiciones desnaturalizantes

Dado que se corrobor6 que la conotoxina recombinante cal26a-His se encontraba en el
citoplasma de forma insoluble, se procedié a su purificacion empleando condiciones
desnaturalizantes. Aunque en este proceso se logré obtener la proteina recombinante,
como evidencio el western blot (Figura 25-B), su purificacion no logré eliminar proteinas
inespecificas en ninguna de las eluciones, como lo demuestra el analisis por SDS-PAGE
(Figura 25-A).

10

Figura 25 Anédlisis de la purificacion por cromatografia de afinidad a metales en condiciones
desnaturalizantes. A) SDS-PAGE, B) Inmunodeteccion. M: marcador Precision Plus Protein
(Bio-Rad Laboratories), carril 1: Sobrenandante sin purificar, carriles 2-3: lavados 2 y 8,
carriles 4-7: eluciones 1-4, carril 8: sobrenadante pasado por la columna y carril 9: pellet
obtenido de la extraccion periplasmatica.
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7.4.3. Aislamiento y purificacion de cuerpos de inclusion

Debido a que la purificacion desnaturalizante a partir de los lisados celulares no permitio
separar de manera eficiente la conotoxina recombinante se opto por aislar y purificar los
agregados citoplasmaticos cuerpos de inclusion. Para ello se utilizé biomasa bacteriana
proveniente de un cultivo de 100 mL el cual fue inducido en las condiciones éptimas
previamente establecidas. Las bacterias fueron lisadas en condiciones nativas, las
proteinas insolubles recuperadas (cuerpos de inclusién) y solubilizadas para su
purificacion mediante cromatografia IMAC. Finalmente, las eluciones obtenidas fueron

evaluadas mediante SDS-PAGE y western blot (Figura 26).

En el SDS-PAGE se observé en todos los carriles una banda con un recorrido
electroforético menor a los 10 kDa (~7 kDa) presumiblemente correspondiente a la
conotoxina recombinante cal26a-His (Figura 26-A) lo cual fue confirmado mediante
inmunodeteccion (Figura 26-B). A partir del SDS-PAGE se observé que en el caso de las
eluciones, las bandas mas intensas se obtuvieron en las dos primeras (carriles 3y 4) lo
que sugiere una mayor concentracion de la misma. Cabe destacar que en todas las
eluciones, la presencia de proteinas inespecificas disminuyé considerablemente, siendo
las eluciones 3-5 (carriles 5-7) las que presentaron la conotoxina recombinante

practicamente pura aunque en menor concentracion.
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Figura 26 Purificacion desnaturalizante de cuerpos de inclusién. Electroforesis (A) e
inmunodeteccion (B). Carril 1, precipitado bacteriano posterior a la induccién, carril 2,
sobrenadante del solubilizado de cuerpos de inclusién, carriles 3-7, eluciones 1-5
respectivamente, carril 8, sobrenadante pasado por la columna. M: marcador Precision Plus
Protein (Bio-Rad Laboratories).
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Con el proposito de optimizar la purificacion reduciendo las proteinas inespecificas
presentes en las eluciones 1y 2, la cuales presentaron la mayor cantidad de proteina
recombinante (Figura 26-A), se decidio hacer modificaciones independientes en el lavado
de la columna, como fue, 1) lavar con el doble del volumen (40 mL) de la solucién de
lavado (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM y urea 8 M a pH 8.0) y 2) lavar
con el mismo volumen (20 mL) pero incrementando la concentracion de imidazol de la
solucion (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 50 mM y urea 8 M a pH 8.0). Los

productos de estas nuevas purificaciones fueron evaluados mediante SDS-PAGE.

El analisis electroforético de la optimizacion de la purificacién, mostré que al incrementar
el volumen de lavado se disminuyd de manera importante las proteinas inespecificas
excepto por la que tiene un peso aproximado de 20 kDa que estuvo presente en las tres
primeras eluciones (Figura 27-A). La banda correspondiente a la conotoxina
recombinante se presentd en todas las eluciones, mostrandose con una mayor intensidad
en las tres primeras junto con la de 20 kDa. De manera similar al caso anterior (Figura
26-A) la proteina con mayor pureza pero con menor concentracion se obtuvo en las
ultimas eluciones (Figura 27-A, carriles 4 y 5). Por otra parte, el incremento de la
concentracion de imidazol en la solucion de lavado, eliminé6 de manera eficiente las
proteinas inespecificas en todas las eluciones, quedando practicamente pura la proteina
recombinante, sin embargo esto también ocasion6 pérdida, lo que se reflej6 de manera

significativa en su concentracion.
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Figura 27 Estandarizaciéon de la purificaciéon desnaturalizante de cuerpos de inclusién.
A) 40 mL de solucion de lavado y B) solucion de lavado con 50mM de Imidazol. Carril 1-5
eluciones 1-5 respectivamente, carril 6 sobrenadante del solubilizado de cuerpos de
inclusion, carril 7 sobrenadante pasado por la columna. M: marcador Precision Plus Protein
(Bio-Rad Laboratories).
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Con estos resultados, se generaron dos alternativas: obtener la conotoxina recombinante
en mayor concentracion pero con cierta cantidad de impurezas u obtenerla de forma mas
pura pero en menor cantidad. La eleccion fue obtener la mayor cantidad de proteina

recombinante y emplear, en un futuro, otro sistema para su repurificacion.

Una vez que se determind incrementar el volumen de lavado como estrategia para
obtener fracciones medianamente puras, se procedio a la purificacién de la conotoxina
recombinante a partir de 1L de cultivo. El analisis de las fracciones purificadas se
presenta en la Figura 28, en la elucidon dos se observé a cal26a-His con mayor intensidad,

pero también la banda adicional de ~20 kDa, la cual aparece hasta la cuarta elucion.
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Figura 28 Eluciones obtenidas de la purificacion de cuerpos de inclusidn. Se muestra la
electroforesis (A) e inmunodeteccion (B) de las cinco eluciones correspondientes a 1 L de
cultivo inducido, M: marcador Precision Plus Protein (Bio-Rad Laboratories).

7.5. Renaturalizacion

Basandose en la pureza de las eluciones obtenidas de la purificacion previa, se formaron
dos grupos: las primeras tres eluciones se mezclaron en el grupo 1, mientras que en el
grupo 2 se mezclaron las eluciones 4 y 5, los cuales se dializaron y cuantificaron.
Obteniendo 971 g para el grupo 1y 217 ug para el grupo 2.

En el ensayo de renaturalizacion por cromatografia IMAC, se utilizé al grupo 1 (~12 mL),

del cual la mitad se renaturalizé con Tris-HCL 20 mM vy el resto con Tris-HCL 20 mM
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adicionado con glicina 10 mM. El analisis por SDS-PAGE de las eluciones obtenidas
(Figura 29), evidencio la presencia de proteina soluble en las eluciones nativas (carriles
3-7), esta proteina obtenida corresponde a la proteina que logré un plegamiento completo
que le proporcioné una estabilidad estructural adecuada para su solubilidad, sin embargo
puede apreciarse en las eluciones desnaturalizantes (carriles 8 y 9), una cantidad
considerable de proteina que no alcanz6 una conformacion completa, formando
agregados en el proceso, los cuales quedaron retenidos en la columna hasta ser
desnaturalizados nuevamente. A pesar de que se obtuvo proteina soluble, no se puede
saber si esta alcanz6 la conformacién correcta, hasta evaluar su actividad biolégica

contra M. tuberculosis.

20 20 -

*

15

!

15

—
10— . SRR N B =.-A.-.~'

M 1 2 3 9 5 6 7 8 9 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 29 Plegamiento en columna utilizando Tris-HCI 20 mM pH 8.0 como agente renaturalizante
(A) y adicionado con glicina 10mM (B). Carril 1 sobrenadante previo a la renaturalizacion,
carril 2 sobrenadante pasado por la columna, carril 3-7 eluciones en condiciones nativas,
carriles 8y 9 eluciones desnaturalizantes 1y 2 respectivamente. M: marcador Precision Plus
Protein (Bio-Rad Laboratories).

De las eluciones nativas se excluyo la elucion 2 por ser la que presentd mayor cantidad
de bandas adicionales. El resto se mezclaron, se dializaron contra PBS y se cuantificaron.
Al término del proceso se obtuvieron 40 ug de proteina renaturalizada con Tris-HCL y 64

ug para Tris-HCI complementado con glicina.
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7.6. Analisis de la actividad biologica

Se evaluo el efecto de la conotoxina recombinante cal26a-His sobre Mycobacterium
tuberculosis cepa H37Rv, para cal26a-His-1 (muestra renaturalizada en Tris-HCI y
dializada contra PBS 1x), se emple6 una concentracion final de 2.5 pg/mL mientras que
para cal26a-Hisr-2 (muestra renaturalizada en Tris-HC| adicionado con glicina HCIl y
dializada contra PBS 1x) fue de 2.5y 8 ug/mL. Las concentraciones empleadas en este
ensayo fueron seleccionadas con base a las concentraciones iniciales de cada

conotoxina renaturalizada (10 y 32 pg/mL, respectivamente).

Un ensayo preliminar mostré que la conotoxina recombinante tuvo un efecto moderado
sobre la viabilidad de M. tuberculosis, siendo cal26ar-2 a una concentracion de 8 pg/mL
la que presenté un mayor efecto, al disminuir la viabilidad en aproximadamente el 63 %,
en comparacion con el control de crecimiento y un 23 % con respecto al PBS 1X. Sin
embargo, este resultado debe tomarse con cautela, ya que el control con PBS mostr6 un
efecto importante en la viabilidad,y en el caso de PBS 10x , llegando a ser mayor al del

control positivo (isoniacida 1 ug/mL) (Figura 30).
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Figura 30 Evaluacion de la actividad de cal26a-Hisr contra Mycobacterium tuberculosis cepa
H37Rv, probada a diferentes soluciones de renaturalizacion
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Capitulo 8. Discusion

Las conotoxinas son los componentes principales del veneno de los caracoles marinos
del género Conus, se caracterizan por ser péptidos pequefios (<5 kDa) ricos en enlaces
disulfuro y por presentar diversas modificaciones postraduccionales entre las que se
incluyen aminoacidos modificados y procesamiento de la regién N- y C-terminal Estas
modificaciones afectan su estructura y actividad biologica, lo cual repercute en su elevada
afinidad y especificidad por sus blancos moleculares (Durek and Craik, 2015; Kaas, et al.,
2008; Thapa et al., 2014). Es con base a estas caracteristicas, que las conotoxinas se

convierten en biofarmacos potenciales para el tratamiento de numerosas enfermedades.

Tal es el caso de cal26a, una conotoxina de 32 aminoacidos aislada del veneno de Conus
californicus, presenta un peso de 3.5 kDa, 4 enlaces disulfuro y se encuentra amidada
en el extremo carboxilo. Esta conotoxina descrita por Bernaldez Sarabia (2013) tiene la
capacidad de inhibir el crecimiento in vitro de Mycobacterium tuberculosis, la bacteria
responsable de la tuberculosis. Esta enfermedad, considerada como un problema de
salud publica, afect6 a cerca de 9 millones de personas y fue la causante de 1.5 millones
de fallecimientos en 2013 a nivel mundial (OMS, 2014). Si bien, se cuenta con diversos
farmacos para su tratamiento, la aparicion de nuevas cepas multidrogoresistentes lleva a
la busqueda constate y permanente de nuevos farmacos para su control. Es por ello que
es de gran interés evaluar el empleo potencial de la conotoxina cal26a como biofarmaco

en el tratamiento de esta enfermedad.

La imposibilidad de contar con cantidades suficientes de conotoxinas, y en este caso de
cal26a, limita su estudio y analisis, esto nos lleva a explorar otras alternativas para su
obtencion. La sintesis quimica es considerada como una opcion practica, sin embargo,
su elevado costo de produccion y la dificultad de sintetizar mas de tres enlaces disulfuro,
no la hace la mejor opcion para cal26a, ya que esta presenta 4 enlaces. Es por ello que
los sistemas de expresion heterdloga se convierte en una alternativa viable y economica
para la produccion de estas toxinas. De estos sistemas, aquellos que emplean a

Escherichia coli como medio de expresion son mas ampliamente utilizados debido a su
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bajo costo, su alta productividad y el extenso conocimiento de su genética y metabolismo
(Correa and Oppezzo, 2015). El interés por producir conotoxinas recombinantes ha
cobrado interés en afos recientes, lo cual queda demostrado en varios trabajos que
documentan la expresion de varias conotoxinas biologicamente activas a partir de E. coli
(Tabla 2). Un ejemplo es w-MVIIA, la cual ha sido expresada exitosamente empleando
dos diferentes sistemas y la cual demostr6 una actividad antinociceptiva similar a la del
péptido nativo y ochocientas veces mayor a la morfina (Xia, et al., 2006; Zhan, et al.,
2003). Otro caso de interés son las conotoxinas MrVIB y GeXIVAWT, las cuales a pesar
de ser producidas con el mismo sistema de expresion, estas tuvieron un comportamiento
distinto (GeXIVAWT no fue soluble) (Gao, et al., 2013a y b), lo cual sugiere que el éxito
obtenido en la expresion de una conotoxina, a pesar del sistema empleado, depende

mayoritariamente de las caracteristicas del péptido.

Con base a lo anteriormente expuesto, en este trabajo se planteé como objetivo la
expresion heterdloga de la conotoxina cal26a en Escherichia coli, con su subsecuente
purificacion y andlisis de actividad. Se selecciond el vector de expresion pET-22b(+)
(Novagen) tomando en cuenta que fue empleado con éxito por Gao y colaboradores
(2013a, 2013b) para la expresion de dos conotoxinas activas. Entre las caracteristicas
mas notables de este vector se incluye: 1) el péptido sefial (pelB), el cual permite exportar
la proteina recombinante al periplasma y 2) una etiqueta de histidinas en el carboxilo
terminal que permite su identificacion y purificacion (Novagen, 2003). Si bien el vector
pET-22b(+) presenta las etiquetas de histidinas en el extremo C-terminal, en el disefio de
cal26a recombinante se incluyé la opcion de ubicar la etiqueta de histidinas en el extremo
N-terminal de esta manera el extremo C-terminal de la conotoxina quedaria libre con la
opcién para su potencial amidacién in vitro. La estrategia de ubicar la etiqueta de
histidinas el extremo N-terminal obedece a que la conotoxina nativa presenta su carboxilo
terminal amidado, modificacién que se ha descrito en otras conotoxinas como crucial en
su actividad; por ejemplo, w-MVIIAy prllIE, tienen un decremento en su actividad cuando
no presentan esta modificacion, y para el caso de a-Iml, pierde por completo su afinidad
por su blanco molecular, al sufrir un cambio en su estructura globular (Hernandez-Cuebas
and White, 2012; Kang, Vivekanandan, Jois and Kini, 2005).
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Al promover pelB la secrecion de la proteina recombinante al espacio periplasmico (lugar
con las condiciones Optimas para la formacién de enlaces disulfuro), facilita su
purificacion y evita su protedlisis, debido a que este espacio contiene una menor cantidad
de proteinas en comparacion con el citoplasma asi como de proteasas. Para que esta
translocacion se lleve a cabo se requiere del reconocimiento del péptido sefial por el
sistema de transporte Sec, el cual ancla a pelB en la membrana interna de la bacteria y
permite el paso de la proteina a través de un canal impulsado por ATP. Previo al transito
de la proteina recombinante al espacio periplasmico, la sefial pelB es hidrolizada, por una
peptidasa sefal, con lo cual, el extremo N-terminal queda semejante al péptido nativo
(Choi and Lee, 2004; Hannig and Makrides, 1998; Mori and Koreaki, 2001).

Se construyeron tres vectores recombinantes: pET22b-cal26a-His, pET22b-His-cal26a'y
PET22b-His-cal26a? y se obtuvieron sus respectivas clonas BL21(D3) para su expresion.
En la busqueda de obtener a cal26a recombinante de forma soluble, se evaluaron
diferentes condiciones de induccion de la clona BL21(DE3)-pET22b-cal26a-His (Figura
7) mismas que se analizaron mediante inmunodeteccion. A partir de este analisis se
observd una mayor cantidad de proteina inducida bajo las condiciones de 1000 uM de
IPTG a 21 °C y 12 horas de cultivo, con lo cual se determinan estas como las Optimas
para su induccion. La presencia de una banda en la fraccién no solubles (detrito celular)
y su ausencia en la soluble (periplasma) sugiere que la conotoxina recombinante se
acumulé en forma de cuerpos de inclusion en el citoplasma a pesar de contar con la sefial
pelB para su translocacion al espacio periplasmico. Asimismo, el tamafio de la banda
observada (alrededor de 10 kDa) contrasta con el tedrico (4.8 kDa), lo cual sugiere que
la sefial pelB no fue hidrolizada ya que su recorrido electroforético es coincidente con el
tedrico calculado para conotoxina y la sefial (7.3 kDa). Sin embargo, un analisis por
espectrometria de masas mostraria el peso real de cal26a-Hisr evidenciando si este

permanecié unido o no al péptido sefal.

Diversas causas son las que interfieren en la expresion de proteina recombinantes de
forma soluble, como: 1) las condiciones de induccién (temperatura, concentracion del
inductor y tiempo), 2) cuando la proteina tiene una sobrexpresion que supera al

mecanismo de plegamiento y/o transporte, 3) cuando la proteina es toxica para la bacteria
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y 4) cuando se compromete su expresion debido a la presencia de multiples enlaces

disulfuro que dificultan el plegamiento (Garcia-Fruitos, 2015).

Con respeto a las condiciones de induccion, se ha observado que la temperatura tiene
un efecto en la solubilidad del péptido recombinante, ya que a menor temperatura hay
una reduccién en las interacciones hidrofébicas de los aminoacidos y un incremento en
la expresion de la maquinaria de plegamiento (Ferrer-Miralles, Saccardo, Corchero, Xu
and Garcia-Fruités, 2015). La concentracion de IPTG también puede influir en la
solubilidad, ya que a bajas concentraciones se reduce el indice de expresion permitiendo
un mejor plegamiento. Sin embargo, el decremento de la temperatura y/o concentracion
de inductor puede afectar la velocidad de los procesos metabdlicos y por ende disminuye
el rendimiento de la proteina recombinante, requiriendose un mayor tiempo de induccion,

lo cual podria conducir a su degradacion por proteasas (Tolia and Joshua-Tor, 2006).

En relacién al transporte de proteinas al espacio periplasmico, Kajava et al. (2000)
encontraron que la capacidad de E. coli para traslocar, esta relacionada con la carga neta
de sus primeros 14 aminoacidos, la cual es inhibida cuando se presenta una carga
positiva (=+1). En este calculo los autores consideraron como valores positivos (+1) a los
aminoacidos arginina (R) y lisina (K), mientras que de valor negativo (-1) a los
aminoacidos aspartato (D) y glutamato (E). Con base a lo anterior, cal26a-His presenta
cinco aminoacidos de valor positivo y uno de valor negativo, otorgandole una carga neta
de +4 y catalogandola como una proteina dificil de transportar al espacio periplasmico, lo
cual podria explicar su ausencia en esta zona. Al analizar de igual manera las conotoxinas
expresadas por Gao y colaboradores (2013a y 2013b) encontramos que mientras MrVIB
con una carga neta de O fue expresada de forma soluble, GeXIVAWT con una valor de
+2 fue obtenida en forma de agregados. El analisis de espectrometria de masas de MrVIB
indicd que la sefial pelB fue procesada, lo que sugiere su translocacion al periplasma. Sin
embargo, para el caso de GeXIVAWT donde el péptido sefial no fue hidrolizado, nos
permite suponer que este permanecio en el citoplasma, fortaleciendo la teoria que una

carga positiva en la proteina recombinante afecta su translocacién (ver Anexo A 4).

La expresion de proteinas recombinantes en el citoplasma de E. coli, es preferida por los

altos rendimientos obtenidos, sin embargo la presencia de enzimas como tiorredoxina y
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glutaredoxina, que favorecen la reduccién de las cisteinas, impiden la formacion de
enlaces disulfuro, por lo que aquellas proteinas que presenten estas uniones solo pueden
ser correctamente plegadas en el periplasma mediante las enzimas Dsb (por sus siglas
en inglés). Actualmente existen en el mercado cepas de E coli, como Origami (Novagen),
que carecen de tiorredoxina y glutation reductasas (trxB-/gor’) favoreciendo la formacion
de enlaces disulfuro en el citoplasma (Sgrensen and Mortensen, 2005), las cuales
pueden ser empleadas para la expresion de cal26a-His y evaluar si la formacion de estos

enlaces evita su acumulacion en cuerpos de inclusion.

Para el caso de las conotoxinas recombinantes His-cal26a' y His-cal26a® que no se
expresaron, diversas son las causas atribuibles, mismas que se pueden agrupar en fallos
de transcripcién y/o en la traduccion o la degradacion de la proteina recombinante. Un
problema en la traduccion de genes de origen eucariota es la diferencia en el uso de
codones, ya que no todos los ARN de transporte (ARNt) tienen la misma disponibilidad
en E. coli, considerandose “raros” a aquellos codones con la menor disponibilidad de
transporte del aminoacido para el que codifican. Por lo que la traduccién de genes con
un gran numero de estos codones “raros” se ve reducida y en algunos casos inhibida

(Gustafsson, Govindarajan and Minshull, 2004).

La herramienta bioinformatica “Rare Codon Analysis Tool” disponible en el sitio web de
la empresa GenScript, permite analizar secuencias e identificar codones raros para varios
organismos, utilizados en la expresion de proteinas recombinantes, entre los que se
encuentra E. coli, levaduras y células de insecto. De acuerdo a las especificaciones del
programa para evitar problemas en la transcripcién por uso de codones, la secuencia
debe tener un indice de adaptacion de codones (CAl, por sus siglas en inglés) mayor a
0.8. El andlisis de la secuencia TXCC-KD (ver Anexo A 1) demostro que contiene multiples
codones raros para E. coli, obteniendo un CAl de 0.65. Cabe mencionar que el gen TxCC-
KD fue optimizado para su expresiéon en Pichia pastoris. Sin embargo aunque un CAIl de
0.65 sugiere problemas en la traduccion, esto no podria tomarse como el unico factor de
la falla en la expresion de His-cal26al? ya que cuentan con la misma secuencia
nucleotidica que cal26a-His (la cual si fue expresada) y solo varian en la posicién de los
6 codones que codifican para la etiqueta de histidinas (Anexo A 2), lo cual podria
modificar la estructura del ARNm impidiendo la transcripcion.
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Una alternativa empleada para remediar la imparcialidad de codones, es la co-expresion
de ARNt's raros empleando vectores complementarios que codifiqguen estos
ribonucleotidos, como pRARE (Novagen) y CodonPlus (Stratagene) o emplear cepas de
E. coli que contienen estos vectores; la cepa Rosetta (DE3) (Novagen®) contiene al
vector pRARE, el cual contiene los genes para los ARNt's AGG/AGA (Arg), AUA (lle),
CUA (Leu), CCC (Pro) y GGA (Gly); la cepa BL21 (DE3) CodonPlus-RP contiene los
mismos genes exceptuando a GGA (Gly) (Rosano and Ceccarelli, 2014; Sgrensen and
Mortensen, 2005).

La estabilidad del plasmido es otro factor que influye en la expresion delas proteina
recombinantes ya sea ocasionando que las bacterias repriman la expresion del gen o que
incluso pierdan el plasmido, lo cual se refleja en una disminucion considerablemente del
rendimiento de la proteina expresada. A partir de un ensayo para evaluar la estabilidad
del plasmido de las cepas estudiadas, descrito en el ‘pET System Manual’ (Novagen,
2003), para el caso de BL21(DE3)-pET22b-His-cal26al-2, se encontr6 que este fue
inestable, ya que algunas células lo perdieron y las que lo conservaron reprimieron la
expresion del gen de interés. Por otro lado, BL21(DE3)-pET22b-His-SP-cal26a2 presentd
clonas que no retuvieron el plasmido, lo cual refuerza que el problema en la expresiéon de
estas construcciones fue previo a la transcripcion, en comparacion BL21(DE3)-pET22b-
cal26a-His la cual mostr6 una completa estabilidad del plasmido (ver Anexo A 6).

Sin embargo, un ensayo mediante PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR) confirmaria si
la nula expresion de His-cal26a'? fue por problemas en la transcripcion o en la
traduccion/degradacion del péptido recombinante, mediante la comparacion del RNA
procedente de células inducidas contra células sin inducir; si se detectara una mayor
cantidad de transcrito en las células inducidas sugeriria un problema en la traduccion,

pero si no hubiera diferencia significativa, el problema seria de transcripcion.

Considerando que solo se habia logrado la expresion de cal26a-His, la cual no era
transportada al espacio periplasmico y presumiblemente conservaba el péptido sefal
pelB, se decidio disefar dos nuevas construcciones, en las cuales se insert6 un sitio de
protedlisis (SP) para la enzima enteropeptidasa entre la etiqueta de histidinas (6xHis) y

la secuencia que codifica para la conotoxina cal26a (Figura 8). A partir de este nuevo



61
disefio se esperaba que la conotoxina recombinante fuera translocada al periplasma, ya
que al insertar el sitio de protedlisis la carga neta de sus primeros 14 aminoacidos (-2) la
catalogaba como de facil transporte a éste espacio (Kajava et al., 2000). Otra ventaja de
incluir el sitio de protedlisis es que una vez que la conotoxina fuera purificada, la etiqueta
6xHis puede ser eliminada junto con pelB si esta permaneciera unida a la proteina,
obteniendo asi a cal26arcon una secuencia de aminoacidos idéntica a la de la conotoxina

nativa.

El andlisis de induccién de His-SP-cal26a? mostré una muy baja expresion y el recorrido
electroforético sugirié que permanecia unido a pelB. Al igual que las construcciones His-
cal26al?, se debe determinar si el problema en la baja expresion fue a nivel de transcrito,
en la traduccién del péptido o si fue por degradacion de la proteina.

Una vez que se establecen las condiciones Optimas para la expresion de las proteinas
recombinantes, el siguiente reto es su purificacion. En este trabajo se evaluaron dos
estrategias con el propésito de optimizar las condiciones que permitieran obtener el

mayor rendimiento y nivel de pureza de la conotoxina recombinante cal26a-His.

Los cuerpos de inclusion eran considerados como proteinas inservibles para la industria,
sin embargo, estudios recientes han modificado esta percepcién, ya que se han obtenido
proteinas cataliticamente activas mediante la renaturalizacion de estos agregados. Un
hecho importante es que son un reservorio de la mayor parte de la proteina recombinante
gue incluye una mezcla heterogénea de proteinas en la que se han identificado péptidos
malformados y plegados correctamente, algunos de los cuales presentan actividad

incluso dentro del agregado (Castellanos-Mendoza et al., 2014).

La purificacion de proteina contenida en cuerpos de inclusién requiere del empleo de
agentes desnaturalizantes como la urea o guanidina-HCI. De acuerdo al manual
QlAexpressionist™ (QIAGEN ©, 2003), se recomienda utilizar urea ya que la guanidina,
aunque es considerada un mejor agente solubilizante, interfiere en el analisis de
electroforesis posterior, al reaccionar con el SDS. El protocolo descrito para la purificacion
de proteinas en cuerpos de inclusién, emplea el punto isoeléctrico de la histidina para su

acoplamiento y desacoplamiento al niquel. Inicialmente se utiliza un pH de 8.0, donde el
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nitrogeno del anillo de imidazol de la proteina se encuentra desprotonado, aumentando
su afinidad a niquel, posteriormente en el lavado con una solucién con pH 6.3, las
histidinas se encuentran cerca de su pKa, por lo que solo proteinas que contienen
etiquetas de histidina se encuentran lo suficientemente unidas, eliminandose aquellas
con uniones inespecificas. A un pH inferior a 5.9, el nitrdbgeno se protona,
desestabilizando el puente de hidrogeno que lo une al niquel facilitando su elucion
(Wingfield, Palmer and Liang, 2001).

Sin embargo, una desventaja de emplear urea como agente desnaturalizante, es que
este reactivo en solucion se disocia en iones cianato y amonio, aumentando el pH de la
solucién, lo cual puede ocasionar un desacoplamiento ineficiente de las proteinas
inespecificas en los lavados, lo que aumenta la impureza de las eluciones (Lippincott and
Apostol, 1999). Lo anterior fue constatado ya que se observo la presencia de una gran
cantidad de bandas accesorias (impurezas) en las eluciones obtenidas (Figura 25 A),
motivo por el cual se decidi6 evaluar un método de purificacibn nuevo en el que se

optimizara el rendimiento y la pureza.

Los cuerpos de inclusidn son estructuras porosas con forma esférica irregular con tamafio
gue puede superar los 1.6 um, sin embargo, es su densidad (~1.3 g/mL) la que permite
recuperarlos mediante centrifugacion a bajas velocidades (Doglia and Lotti, 2014;
Fischer, Sumner and Goodenough, 1993). Diversos protocolos aprovechan la densidad
de los cuerpos de inclusién, para separarlos de las proteinas solubles nativas de E. coli
y detrito celular, favoreciendo al proceso de purificacion posterior (Doglia and Lotti, 2014,
Mukhopadhyay, 1997; Palmer and Wingfield, 2012; Patra et al., 2000; Singh and Panda,
2005; Wingfield et al., 2001).

La purificacion cal26a-His a partir de los cuerpos de inclusién previamente aislados
(Macherey-Nagel, 2013) mejoré considerablemente la pureza de las eluciones, en
comparacion al protocolo descrito por QIAGEN (2003), sin embargo fue necesario ajustar
algunas condiciones para eliminar impurezas presentes en las primeras tres eluciones,
siendo un aumento en el volumen de solucion de lavado (40 mL) como la mejor condicion

evaluada.
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Posterior a la purificacion de la proteina expresada en un litro de cultivo inducido con
1000 uM de IPTG a 21 °C por 12 h, se obtuvo un rendimiento de 1.19 mg/L, el cual es
bajo en comparacion a lo obtenido por Gao y colaboradores (2013a, 2013b), lo obtenido
se encuentra entre un rango establecido para la expresion de otras toxinas
recombinantes (Hernandez-Cuebas and White, 2012) y el cual fue suficiente para los
ensayos posteriores. Una causa posible para este rendimiento es la pérdida atribuida al

proceso de purificacion y a su manipulacion.

Las proteinas en cuerpos de inclusion se encuentran, en su mayoria, mal formadas y esta
aumenta al purificarse por condiciones desnaturalizantes. Un punto clave en la
recuperacion de la bioactividad de un péptido, esta en recobrar su conformacion
tridimensional nativa y el patron correcto de enlaces disulfuro, lo cual se puede lograr
removiendo el exceso de agente desnaturalizante y cambiando al péptido a una solucion
oxidante (De Bernardez-Clark and Georgiou, 1991; Fischer et al., 1993). La
renaturalizacion es un proceso en el que la estructura cambia de un estado solvatado,
desplegado y flexible, a uno rigido y compacto, pero este cambio puede llegar a ser
drastico, provocando muchas veces que la proteina se pliegue mal y precipite (Tsumoto,

Ejima, Kumagai and Arakawa, 2003).

La adicién de pequefias moléculas ha sido utilizada para prevenir la agregacién durante
la renaturalizacién, estas moléculas se pueden clasificar en: desnaturalizantes (urea,
guanidina-HCI, etc.), estabilizadores (glicerol, sacarosa, polietilenglicol, etc.) e inhibidores
de agregacién (arginina, prolina, glicinamida, etc.) (Yamaguchi and Miyazaki, 2014). La
glicina se ha descrito como una molécula estabilizadora de proteinas, ya que reduce su
area de contacto con el agua (solvatacion), protegiendo su estructura a cambios de pH,
temperatura y presencia de agentes desnaturalizantes (Arakawa and Timasheff, 1985;
Pikal-Cleland, Cleland, Anchordoquy and Carpenter, 2002).

Muchos son los métodos descritos para replegar a un péptido, como por ejemplo, dilucion,
didlisis o por cromatografia. Sin embargo el plegamiento depende de la solubilidad de la
proteina, las condiciones de renaturalizacion o la presencia de impurezas, por lo que
elegir un método con el mayor rendimiento se convierte en un experimento de prueba y

error (Yamaguchi and Miyazaki, 2014). La ventaja del método por dilucién es su
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practicidad, sin embargo, la concentracién de la muestra es altamente reducida por lo
que se requiere de un proceso de concentracion posterior. Por otro lado, la dialisis permite
mantener la concentracion original de la proteina, sin embargo, si la proteina precipita al
renaturalizarse, esta pude quedar retenida en la membrana dificultando su recuperacion
(Li, Su and Janson, 2004).

Gao, et al. (2013b) describen la recuperacion de actividad de la conotoxina recombinante
GeXIVAWT, mediante dilucién en 20 mM de Tris-HCI empleando diferentes aditivos, de
los cuales, Tris-HCL y Tris-HCL adicionado con glicina 10 mM o GSH 1 mM/ GSSG 0.5
mM, obtuvieron los mejores rendimientos (> 60 %). En un intento por renaturalizar a
cal26a-Hisr, se empled el método por dilucion, utilizando Tris-HCL 20 mM con y sin glicina
10 mM, como agente estabilizante, pero la proteina se precipitd rapidamente, por lo que

se decidio utilizar otra alternativa para su plegamiento.

El método de renaturalizacion por cromatografia previene la formacioén de agregados por
interaccion de las proteinas cuando estan parcialmente plegadas, ya que se encuentran
espacialmente limitadas al quedar unidas a la matriz. A diferencia de otros métodos, el
plegamiento se puede llevar acabo en un solo paso o por reduccion en gradiente, del
agente desnaturalizante, de forma rapida y con un consumo bajo de solucion
renaturalizante (De Bernardez-Clark and Georgiou, 1991). Ademas es posible recuperar

la proteina insoluble, mediante eluciones adicionales con agente desnaturalizante.

Diversos trabajos han empleado la cromatografia como método de renaturalizacion, en
especial mediante cromatografia de afinidad a metales inmovilizados (IMAC) que permite
la purificacion y renaturalizacién en un solo paso de péptidos con etiqueta de histidinas
(Chang, Tsai, Tseng and Liang, 2001; Glynou, loannou and Christopoulos, 2003;
Razeghifard, 2004; Shi, Jiang, Chen and Tang, 2003; Wagner et al., 1999).

La renaturalizacion de cal26a-His empleando IMAC, permitié obtener a la proteina soluble
en condiciones nativas, siendo la proteina renaturalizada con Tris-HCI adicionando
glicinia la de mayor rendimiento, 60 g contra 39 ug obtenidos con Tris-HCI, sin embargo,
una cantidad de proteina quedd retenida en la columna sugiriendo que se precipito,

eluyendo hasta que se adicioné urea nuevamente (Figura 29 carriles 8 y 9). Otras
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soluciones de renaturalizacion deben ser evaluadas para mejorar el rendimiento del
proceso, como GSH/GSSG la cual obtuvo el mayor rendimiento para la renaturalizacion
de la conotoxina GeXIVAWT (Gao et al., 2013b).

Un estudio preliminar de actividad de cal26a-Hisr, mostré una tendencia en la disminucién
de la actividad metabdlica de M. tuberculosis, siendo cal26ar-2 (8 pg/mL) la de mayor
efecto, sin embargo, el vehiculo de dilucion (PBS, pH 8.0) mostrd también tener efecto,
una causa posible es que el pH de la solucién afecto6 el crecimiento de la micobacteria,
ya gque esta presenta un crecimiento 6ptimo en un rango de pH de 5.8-6.5 (Portaels and
Pattyn, 1982). Para confirmar si cal26ar tiene un efecto significativo sobre la micobacteria
deberan ser evaluadas concentraciones més altas de la proteina recombinante junto con
otra solucion que no interfiera con el desarrollo de la micobacteria y con la estabilidad de
la proteina, ya que ésta presenta un punto isoeléctrico promedio de 8.7, lo que sugiere

inestabilidad del péptido a pH acido (Chi, Krishnan, Randolph and Carpenter, 2003).

Al comparar con lo reportado por Bernaldez Sarabia (2013) respecto a la concentracion
minima inhibitoria de la conotoxina nativa (4.08 pg/mL), podemos considerar que la forma
recombinante no conservé la misma capacidad, lo cual puede atribuirse a la falta en la
amidacién C-terminal, la ausencia de hidroxiprolinas o al efecto de presencia de las
etiquetas de histidinas y pelB, las cuales se han observado tienen un efecto en la afinidad
de las conotoxinas recombinantes pero no asi en su actividad, lo cual podria ser el caso
de cal26ar (Bruce et al., 2011; Gao et al., 2013; Hernandez-Cuebas and White, 2012).

Cabe resaltar que este es el primer trabajo realizado en la Unidad de Desarrollo
Biomédico, CICESE, relacionado con la expresion recombinante de una conotoxina
(cal26a), con el cual se sientan las bases para su posterior aplicacion en la obtencion de
material suficiente para un acercamiento en el analisis estructural de ca26a, de su posible
blanco molecular o de otras posibles aplicaciones antimicrobianas. Sin descartar su
aplicacion en otras conotoxinas, asi como una alternativa para la insercion de mutaciones
sitio-dirigidas para mejorar su afinidad, como lo descrito por Papineni, et al. (2001) en la

conotoxina a-Ml.
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Capitulo 9. Conclusiones

Se disefaron cinco construcciones para la expresion recombinante de la conotoxina
al26a, en las cuales diferia la posicion de la etiqueta de histidinas (6xHistag) en sus
regiones N- y C-terminal, cal26a-His y His-cal26a'?, o contaban con un sitio de

protedlisis, His-SP-cal26al2.

Las condiciones éptimas para la expresion de cal26a-Hisr fueron 1000 uM de IPTG, 21
°Cy 12 h, sin embargo esta se expreso en forma de cuerpos de inclusion y permanecio

unida a pelB, el rendimiento obteniendo fue de 1.19 mg/L.

Para el caso de las construcciones His-cal26a:'2 estas no fueron detectadas por western
blot, lo que se sugiere no fueron expresadas, His-SP-cal26ar® se expresé en bajas

cantidades y su recorrido sugiere que permanecié unido a pelB.

Se renaturalizé cal26a-Hisr empleando dos soluciones, Tris-HCI 20 mM y Tris-HCI 20 mM
adicionado con glicina 10 mM, siendo esta Ultima donde se obtuvo el mayor rendimiento

de solubilizacion.

El andlisis de actividad de cal26a-Hisr sugiere una tendencia en la inhibicion del
crecimiento de M. tuberculosis (H37Rv), mostrandose una ligera inhibicién con la muestra
cal26ar-2 (proteina renaturalizada con Tris-HCI adicionado con glicina) a una

concentracion de 8 pg/mL.
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Anexos

A 1. Andlisis del gen cal26a

Se analizo la secuencia TXCC-KD, que codifica para la conotoxina cal26a, para identificar
codones raros para Escherichia coli, empleando la aplicacion proporcionada por

Genscript. La secuencia examinada fue la siguiente:

e TXCC-KD

AGA CCA AAATGT TGC TGT GTC TGC GGT GTT GTC GGA AGA AAA TGC
TGT TCT ACC TGG AAA GAT TGT CAT CCT GTT CAC TTG CCT TGC CCT TCA
TCA

De la gréfica generada (Figura 31) se observan 14 codones con una frecuencia relativa

(uso por E. coli) menor al 80 %, siendo AGA y TTG los codones menos usados por la

bacteria.
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Figura 31 Andlisis de frecuencia de codones de TXCC-KD en Escherichia coli. Un indice de
adaptacion de codones (CAI) menor a 0.8 aumenta la probabilidad de una expresién pobre.
Realizado en la aplicacion de GenScript (2015).
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A 2. Construcciones cal26a

Tabla 7 Glosario de las construcciones de cal26ar.

Nombre Significado
His-cal26at cal26a con etiqueta de histidinas en el amino terminal.
Hi 2642 cal26a con etiqueta de histidinas en el amino terminal y
is-cal26a
con glicina en el carboxilo terminal.
Cal26a-His cal26a con etiqueta de histidinas en el carboxilo terminal.
q

His-SP-cal26a?

cal26a con sitio de protedlisis entre la etiqueta de

histidinas en el amino terminal y la conotoxina.

His-SP-cal26a?

cal26a con glicina en el carboxilo terminal y sitio de
protedlisis entre la etiqueta de histidinas en el amino

terminal y la conotoxina.

pPET22b-cal26a

cal26a en sus diferentes presentaciones (His-, His-SP- o
—His) insertado en el vector pET-22b(+) entre los sitios
Nco |y Xho I.

TOP10-pET22b-cal26a

Células de E. coli TOP10 transformadas con en el vector
pPET-22b(+) el cual contiene a cal26a en sus diferentes

presentaciones. Cepa de almacenamiento del plasmido.

BL21(DE3)-pET22b-cal26a

Células de E. coli BL21 (DE3) transformadas con en el
vector pET-22b(+) el cual contiene a cal26a en sus
diferentes  presentaciones. Cepa de expresion

recombinante.




Tabla 8 Alcance obtenido para cada una de las construcciones de cal26ar.
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His-cal26a’ v No se observo su expresion
His-cal26a2 v No se observd su expresion
cal26a-His v v v v Se obtuvo 1.19 mg y mostré actividad ligera
His-SP-cal26at v No se evalud su expresion
His-SP-cal26a? v v Expresada en bajas cantidades
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Figura 32 Alineamiento de secuencia nucleotidica de las construcciones parala expresion de cal26a

recombinante. En asterisco (*) se marca el codén de paro.
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A 4. Carga neta cal26a

Kajava et al. (2000) describieron que la capacidad de E. coli para exportar esti
relacionada con la carga neta de sus primeros 14 aminoacidos, la cual es inhibida cuando
se presenta una carga positiva (=+1). Este calculo se obtiene de la sumatoria de los
aminoacidos positivos, arginina (R) y lisina (K), menos la cantidad de aminoacidos
negativos, aspartato (D) y glutamato (E). Por ejemplo, cal26a presenta en su secuencia
completa cinco aminoacidos positivos y uno negativo dando una carga neta de +4,
mientras que en sus primeros catorce aminodcidos solo tiene cuatro aminoacidos
positivos dando una carga para esta zona de +4. En la Tabla 9 se muestra la carga neta
y de los primeros catorce aminodacidos para las diferentes construcciones de cal26ay de
las conotoxinas expresadas por Gao, et al. (2013a, 2013b), en azul aparecen los
aminoacidos positivos mientras que en rojo los de carga negativa, la region que
comprende los primeros catorce aminoacidos aparece subrayada.

Tabla 9 Cuadro comparativo de la carga de las diferentes construcciones de cal26a y de las
conotoxinas expresadas por Gao, et al. (2013a, 2013b)

) ) Carga | Carga
Conotoxina Secuencia Soluble
neta 14 aa

. PKCCCVCGVVGRKCCSTWKDCHPVHLPCP
cal26a-His No +4 +4
SSHHHHHH

HHHHHHRPKCCCVCGVVGRKCCSTWKDCHP

His-cal26a No +4 +2
VHLPCPSS
His-SP- HHHHHHDDDDKRPKCCCVCGVVGRKCCSTW N L 1
0 + -
cal26a DCHPVHLPCPSS
pO-MrVIB DTACSKKWEYCIVPILGFVYCCPGLICGPFVCV Si 0 0

GeXIVAWT DTTCRSSGRYCRSPYDC YCRRITDACV No +5 +2
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A 5. Cuantificacién por Micro-BCA

Para determinar la concentracion de las proteinas se empleo el kit Micro BCA Protein
Assay (Thermo Scientific™), donde se aprovecha la propiedad de las proteinas por
reducir el Cu*? a Cu*?, donde este Ultimo interacciona con el acido bicinconinico (BCA)
formando un compuesto color parpura el cual es cuantificable por espectrofotometria a
562 nm.

Para lograr determinar la concentracion de la muestra, se construy0 una curva de
calibracion utilizando albamina de suero bovino (BSA) como proteina estandar y a partir
de una solucién stock (2 mg/ml) se realizaron diluciones empleando como diluyente a la
solucion en la que se encuentra la proteina de interés (Tabla 10), para obtener las

concentraciones de 40 pg/ml, 20 yg/ml, 10 yg/ml, 5 ug/ml, 2.5 ug/mly 1 pg/mil.

Tabla 10 Diluciones para la construccién de la curva estandar.

Concentracion Cantidad BSA Cantidad
Diluyente
40 ug/mL 20 pL de BSA [2 mg/mL] 980 pL
20 pg/mL 500 pL de BSA [40 pg/mL] 500 pL
10 pg/mL 500 L de BSA [20 pg/mL] 500 pL
5 ug/mL 500 pL de BSA [10 ug/mL] 500 pL
2.5 yg/mL 500 uL de BSA [5 pg/mL] 500 pL
1 ug/mL 400 uL de BSA [2.5 pug/mL] 600 pL
0.5 ug/mL 500 pL de BSA [1 pg/mL] 500 pL

Previo a la cuantificacion la proteina recombinante se dializé contra agua destilada para
eliminar las sales utilizadas en la purificacion, debido a que el imidazol y la urea, en
concentraciones mayores a 12.5 mM y 3 M respectivamente, interfieren con la reaccion

de reduccion. Para la dialisis se utiliz6 membrana SnakeSkin (Thermo Fisher Scientific)
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con un corte de 3.5 kDa, la muestra se dializ6 a 4 °C y se procedié de acuerdo a las

especificaciones del fabricante.

El ensayo se mont6 en una placa para ELISA de 96 pozos, donde se agregaron por
triplicado 75 uL de cada proteina estandar y de las muestras problema. Se revelé cada

pozo con 75 uL de solucién de trabajo (relacion 1:1).

La placa se leyo en un espectrofotometro de microplaca EPOCH (BioTek Instruments) a
una absorbancia de 562 nm. Finalmente, se construyé la curva graficando las
concentraciones estandar contra el promedio corregido de las absorbancias utilizando el
software Microsoft Excel (2013) y en base a la ecuacion de la recta obtenida se calcul6

la concentracion de las muestras problema.
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A 6. Evaluacion de la estabilidad del plasmido.

En ocasiones al iniciar la expresion de la proteina recombinante, en el cultivo puede
presentarse una acumulacion de células que no mantienen al plasmido o son incapaces
de expresar a la proteina de interés. Este ensayo permite evaluar el porcentaje de estas

células improductivas (Novagen, 2003).

Las clonas BL21(DE3)-pET22b-cal26a-His, BL21(DE3)-pET22b-His-cal26a'? y BL21
(DE3)-pET22b-His-SP-cal26a? fueron cultivadas en 10 mL de medio LB con carbenicilina
100 pg/mL a 37 °C en agitacién constante, hasta alcanzar una densidad éptica de 0.6
(+0.1), posteriormente los cultivos fueron diluidos a un factor de 1x10° y 200 pL de cada
dilucion fueron sembrados en diferentes placas de medio LB y se incubaron a 37 °C hasta
la visualizacion de colonias (15-18 h), las cuales se contabilizaron. Las placas utilizadas

se describen en la Tabla 11.

Tabla 11 Placas para la evaluacién de la estabilidad del plasmido y su interpretacion.

# Placa Interpretacién

1|LB Crecen todas las células viables.

LB + carbenicilina 100 ] _ o
2 Crecen solo las células que retienen el plasmido.
png/mL

Crecen las células que perdieron el plasmido o la habilidad de
3| LB +IPTG 1mM i . i
expresar la proteina de interés.

LB + carbenicilina 100 Crecen solo las células que retienen el plasmido pero

pg/mL + IPTG 1mM perdieron la habilidad de expresar la proteina de interés.

Se contabilizaron se colonias obtenidas de cada una de las placas y el resultado obtenido
se interpretd de acuerdo a lo descrito en la Tabla 11. El nimero de colonias en las placas

de LB sin aditivos, se reportaron como ‘demasiado numerosas para contar’ (DNPC)
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debido a que no fueron suficientemente distinguibles para asegurar el conteo, sin
embargo todas las cepas mantuvieron una confluencia semejante, calculando un
aproximado de 4210 colonias para BL21(DE3)-pET22b-His-SP-cal26a?. Los resultados

obtenidos para cada construccion se muestran en la Tabla 12.

Tabla 12 Colonias obtenidas del ensayo de estabilidad del plasmido en cepas de E. coli BL21 (DE3).

PET22b- pPET22b- .
# Placa PET22b- . , ?_'FT;-ZSZ;)
cal26a-His His- His- o
cal26al cal26a2 cal26a
1 |LB DNPC DNPC DNPC DNPC
2 | LB +carbenicilina 100 pg/mL 1540 2084 2058 2624
3 | LB+IPTG 1mM 1 65 66 45
4 Iir?ﬂ\jl carbenicilina 100 pug/mL + IPTG 0 15 10 .

De acuerdo a lo descrito en ‘pET System Manual’ (Novagen, 2003) en un cultivo efectivo
para la produccién de proteinas recombinantes, menos del 2 % de las células creceran
en la placa que contienen solo IPTG y menos del 0.01 % formaran colonias en la placa
con antibiotico e IPTG (1 colonia de 10,000).

Este ensayo evidencié la inestabilidad de las construcciones pET22b-His-cal26a’ y
PET22b-His-cal26a® en BL21 (DE3), al tener crecimiento de colonias en la placa 4,
sugiriendo una represion de la expresion. Para el caso de BL21(DE3)-pET22b-His-SP-
cal26a? aproximadamente el 1 % de las células perdieron el plasmido o la habilidad de
expresar la proteina de interés (placa 3), lo cual es consistente con su baja expresion en
comparacion con BL21(DE3)-pET22b-cal26a-His que obtuvo un 0.02 %.



