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Resumen

Obtencién de péptidos derivados de toxina de origen animal con actividad biologica

mediante un sistema recombinante y sintesis quimica

La toxina BmK AGAP, proveniente del escorpion Buthus martensii Karsch, modula la
funcion de diversos canales ionicos celulares, exhibiendo actividad antitumoral en distintas
lineas celulares derivadas de tumores. Se ha identificado que los canales TRPC6
funcionales estan sobreexpresados en diversos tipos de cancer, lo que los convierte en

posibles marcadores de malignidad.

En este trabajo, mediante docking molecular utilizando AutoDock Vina, se estudi6 la
interaccion de la toxina BmK AGAP con el canal TRPCG6. A partir de estos resultados, se
disefiaron ocho péptidos, seleccionandose los cinco con mejor interaccion (mayor energia
de union) con el canal. Tres de estos péptidos (MR-B1, MR-B2 y MR-B3) se obtuvieron
mediante sintesis quimica en fase soélida, mientras que los dos restantes (Bmk17 y Bmk20)
se seleccionaron para produccion mediante expresién recombinante en E. coli.
Posteriormente, se evalud la citotoxicidad de los péptidos en diferentes lineas tumorales,
y se llevé a cabo un analisis preliminar de apoptosis mediante la evaluacion de la expresion

de algunos genes.

Por otro lado, en el Grupo de Investigacion de Proteinas (GRIP) se ha estudiado el efecto
neuroprotector in vitro de péptidos derivados de la toxina Conantoquina G, entre los que
destacan EAR20 (activador positivo del receptor N-metil D-aspartato (rNMDA)) y EAR19
(actividad antagonista potente y selectiva). Debido a que es necesario validar estos efectos
in vitro en el microambiente que rodea al tejido neuronal en modelos humano, se requiere
disponer de una fuente continua de estos péptidos, por lo que se evalud su obtencion

mediante expresion recombinante en E. coli.

Palabras clave: Bmk AGAP, TRPC6, EAR, péptidos recombinantes, sintesis quimica en

fase sdlida, expresion génica, antitumorales



Abstract

Production of Bioactive Peptides Derived from Animal Toxins Using Recombinant

Systems and Chemical Synthesis

The toxin BmK AGAP, derived from the scorpion Buthus martensii Karsch, modulates the
activity of various cellular ion channels. It exhibits analgesic properties and antitumor
activity in several tumor-derived cell lines. Functional TRPC6 channels have been identified
as overexpressed in multiple types of cancer, making them potential malignancy markers

or therapeutic targets.

This study evaluated molecular docking using AutoDock Vina to investigate the interaction
between the BmK AGAP toxin and the TRPC6 channel. Based on these analyses, eight
peptides were selected, and the five showing the best interaction (highest binding energy)
with the channel were selected. Three of these peptides (MR-B1, MR-B2, and MR-B3) were
obtained via solid-phase chemical synthesis, while the other two (Bmk17 and Bmk20) used
a recombinant expression system in E. coli. Subsequently, the effect of peptides was
studied on various tumor cell lines, and a preliminary analysis of apoptosis was carried out

by assessing the expression of selected genes.

Previous studies conducted by the Protein Research Group (GRIP) evaluated the in vitro
neuroprotective effect of peptides derived from the Conantokin G toxin. Among these,
EAR20 acted as a positive modulator of the N-methyl-D-aspartate receptor (rNMDA), while
EAR19 exhibited potent and selective antagonist activity. Although the effects of these
peptides have been demonstrated in vitro models, it remains essential to consider the
microenvironment surrounding neuronal tissue in human models. Therefore, to maintain a
continuous supply of these peptides, this study evaluated their production through

recombinant expression in E. coli.

Keywords: Bmk AGAP, TRPC6, Recombinant peptides, solid phase peptide synthesis,

genic expression, antitumoral peptide
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Introduccioén

Los péptidos con accion farmacoldgica representan un campo de creciente interés
debido a su alta especificidad, buena tolerancia, baja toxicidad y antigenicidad, lo que
los ha convertido en una de las alternativas mas prometedoras para el tratamiento de
una amplia gama de patologias. Estas abarcan desde la cicatrizacion de heridas y la
estimulacion del sistema inmunitario hasta el tratamiento de enfermedades

autoinmunes y degenerativas (llangala et al., 2021).

Una de las principales fuentes de péptidos con actividad biolégica son los venenos de
origen animal, los cuales han sido utilizados en la medicina tradicional de diversas
culturas para tratar multiples patologias. La ciencia moderna ha demostrado su
potencial para abordar enfermedades como la diabetes, el VIH, la hepatitis y el cancer
(Mirzaei et al., 2021).

Los péptidos de venenos actian como ligandos de canales i6nicos y poseen un
plegamiento compacto que los mantiene estables durante su aplicacion in vivo. La
diversidad de su estructura es una ventaja que ha sido utlizada para hacer
modificaciones puntuales con el objetivo de conferirles actividades especificas, y
aunque el numero de compuestos derivados de veneno disponibles actualmente para
el tratamiento de enfermedades es limitado, sus caracteristicas los convierten en una

herramienta terapéutica muy promisoria (Vidya et al., 2021).



Durante los ultimos afios se han identificado docenas de péptidos en el veneno del
escorpion Buthus martensii Karsch (BmK), que incluyen neurotoxinas y péptidos sin
puentes disulfuro, los cuales han demostrado potencial actividad antimicrobiana,
analgésica, antiepiléptica y anticancerigena (Li et al., 2019). Existe un especial interés
en el péptido BmK AGAP obtenido del veneno del escorpidn, el cual modula la actividad
de canales de sodio dependientes del voltaje, lo que le confiere propiedades

analgésicas y antiinflamatorias (Kampo et al., 2021).

En estudios in vivo esta toxina ha demostrado actividad antitumoral en fibroblastoma,
en lineas celulares de linfoma (Jurkat y Hut 78) y glioma (SHG-44 y C6) (Li et al, 2019);
asi como en lineas de cancer de seno, MCF-7 y MDA-MB-231, en las que disminuy0 la
expresion de factores asociados a la proliferacion de células malignas y su transicién
epitelio-mesénquimal (TEM) (Kampo et al., 2019). También se ha observado que BmK
AGAP posee actividad inhibitoria de las corrientes de diferentes canales de sodio, cuya
sobreexpresion esta asociada con el crecimiento de células cancerosas (Srairi-Abid et
al., 2019).

El canal TRPC6 (Canonical Transient Receptor Potential 6) es un miembro de la familia
de canales iénicos TRP (Transient Receptor Potential) no selectivo permeable a calcio
(Caz ) que se encuentra en diferentes tejidos humanos, y cuya sobreexpresion se ha
evidenciado en casos de cancer de prostata, seno, higado y estbmago entre otros
(Jardin, 2020). Se cree que por su importancia en la regulacion de la homeostasis de
Ca?" intracelular, juega un papel fundamental en la activacién de rutas asociadas a
proliferacion y apoptosis de células cancerosas. A pesar de esto, se han reportado
pocas moléculas con accion antagonista sobre este canal que han demostrado una
fuerte accion inhibitoria sobre el crecimiento de tumores, sin embargo, su utilidad es

limitada debido a su baja potencia y selectividad (Ding et al., 2018).

En este trabajo, se disefiaron cinco péptidos derivados de la toxina BmK AGAP y se
evalud in silico su interaccion con el canal TRPC6, con el objetivo de identificar su

potencial para modular la actividad de dichos canales y proponer péptidos con posible



actividad antitumoral. El desarrollo de esta propuesta se enmarcé en una de las lineas
de investigacion del Grupo de Investigacion en Proteinas (GRIP), que se centra en el
disefio racional de péptidos mediante herramientas de analisis computacional. Un
ejemplo destacado es la creacion de una libreria de 5 péptidos derivados de la toxina
del caracol marino Conantoquina G, los cuales demostraron in vitro actividad

neuroprotectora (Reyes-Guzman et al, 2017) (Reyes, 2015) (Vargas, 2020).

Una de las caracteristicas mas importantes de los péptidos EAR16, EAR17, EAR18S,
EAR19 y EAR20 es su capacidad de modular de forma reversible la actividad del
receptor N-metil-D-aspartato (rNMDA) en cultivos primarios de neuronas hipocampales.
El péptido EAR19 posee la actividad antagonista mas potente (ICso= 4,34 M) y
selectiva sobre una de las subunidads del receptor NMDA (Vargas, 2020); mientras que
la evaluacion electrofisiolégica de EAR20 mostré que se comporta como un agonista y

un potenciador de dicho receptor (Reyes, 2015) (Garcia, 2023).

La caracterizacion de la actividad in vitro e in vivo de los péptidos neuroprotectores
EAR19 y EAR20, asi como de los péptidos propuestos como antitumorales, requiere la
implementacion de diversos métodos para evaluar sus propiedades estructurales,
funcionales y farmacoldgicas. Esto incluye la identificacion de sus blancos celulares y
moleculares, asi como el esclarecimiento de sus mecanismos de accion. Para realizar
estos estudios, es fundamental contar con cantidades suficientes de estas moléculas

gue permitan llevar a cabo ensayos detallados y reproducibles.

En este contexto, el presente trabajo propone una metodologia eficiente para la
produccion de péptidos. Tres péptidos derivados de la toxina BmK AGAP, fueron
obtenidos mediante sintesis quimica en fase sélida. Esta estrategia garantiza la
disponibilidad de cantidades suficientes de los péptidos para su posterior evaluacion
funcional en modelos experimentales in vitro e in vivo. Posteriormente se evalu6 su
actividad in vitro en diferentes lineas celulares derivadas de tumores y se llevé a cabo
un estudio preliminar de expresidn génica para proponer su posible mecanismo de

accion.

Por su parte, se evalud la produccién de los dos péptidos restantes disefiados a partir
de la toxina BmK AGAP, asi como los péptidos neuroprotectores EAR19 y EAR20,
mediante un sistema de expresién recombinante basado en proteinas de fusion pET
SUMO en E. coli.



1. Marco Tedrico

1.1 Péptidos terapéuticos

Los péptidos constituyen una clase de compuestos farmacolégicos que, aunque
estructuralmente similares a moléculas pequefias y proteinas, presentan propiedades
bioguimicas y actividades biologicas Unicas. Su tamafio, combinado con la diversidad
funcional de los aminoéacidos que los conforman, les confiere una alta afinidad de unién
a diversos receptores especificos. Ademas, su flexibilidad conformacional permite
regular de manera precisa la interaccion con dichos receptores (Zhang et al., 2024,

llangala et al., 2021).

Ademas de su importancia como mediadores en diversos procesos fisioldgicos, los
péptidos presentan ventajas frente a las terapias tradicionales. Entre estas ventajas se
destacan su mayor permeabilidad, alta potencia, eficacia y selectividad, asi como su
baja toxicidad y antigenicidad en la mayoria de los casos. Ademas, suelen generar

minimos efectos secundarios (Zaman & Chowdhury, 2024) (Nie et al., 2021).

Estas caracteristicas han convertido a los péptidos en una de las alternativas mas
importantes para el tratamiento de un amplio rango de patologias, que van desde la
cicatrizacion de heridas y estimulacion inmunitaria hasta el tratamiento de
enfermedades autoinmunes, neurodegenerativas y diferentes tipos de cancer. En este
ultimo caso, ademas de ser una de las alternativas mas importantes a las terapias
tradicionales (quimioterapia y radioterapia), se ha identificado que contribuyen a la

reduccion de los efectos secundarios de dichos tratamientos (Wang et al. 2022).



La investigacion y el desarrollo de péptidos farmacéuticos ha experimentado un
crecimiento sostenido durante los ultimos 40 afios alcanzando 85 péptidos terapéuticos
aprobados por FDA en el 2024. En la base de datos de proteinas y péptidos
terapéuticos aprobados por FDA (THPdb por sus siglas en inglés) se reportan 2213
proteinas/péptidos terapéuticos, dentro de los cuales 579 son indicados para el
tratamiento de cancer y tumores, 355 para enfermedades infecciosas y 350 para
enfermedades inmunoldgicas, mientras que los restantes estan indicados para el
tratamiento de deso6rdenes hormonales, neuroldgicos, genéticos, respiratorios y
hematoldgicos (Fig. 1-1) (Jain et al., 2024).

Fig 1-1. Distribucion de las proteinas/péptidos terapéuticos aprobados por FDA en
2024 segun el tipo de enfermedad (Adaptado de Jain et al., 2024)
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Actualmente se comercializan alrededor del mundo 100 farmacos basados en péptidos,
mientras que otros cientos se encuentran en diferentes etapas de ensayos clinicos, y
se espera que alcancen un valor de mercado de US$ 566.800 millones en 2030 con
una tasa de crecimiento anual compuesto de 9,4% entre 2024 y 2030 (Zhang et al.,
2024) (Jain et al., 2024).



A pesar de las ventajas mencionadas, los péptidos terapéuticos presentan algunas
limitaciones en su aplicacion, principalmente asociadas con baja estabilidad en el
plasma sanguineo, tiempos de circulacidén cortos, degradacion por peptidasas y baja

biodisponibilidad cuando se administran de via oral (Sharma et al, 2022).

El desarrollo de estrategias que permitan alcanzar una alta biodisponibilidad del péptido
durante la administracion oral (>20% del compuesto administrado via oral alcanza el
sistema circulatorio), se ha convertido en uno de los campos de mayor interés
investigativo. Dentro de las alternativas mas utilizadas se destacan la ciclacion del
péptido, microagujas que se liberan en el intestino y liberan el compuesto en el torrente
sanguineo, potenciadores de permeacion de membrana, sistemas de liberacion
autoemulsificantes y conjugacion con polietilenglicol o lipidos (Sharma et al., 2022) (Nie
et al., 2021) (Pandya & Patravale 2021).

1.1.1 Peéptidos con actividad neuroprotectora

El glutamato es un aminoacido dicarboxilico que desempefia un papel clave a nivel
fisiolégico, ya que es un punto de convergencia de diversas rutas metabdlicas. Participa
en la biosintesis de moléculas complejas, actia como grupo protector en reacciones
intermedias de rutas sintéticas y, en ciertos organismos como plantas, bacterias y
arqueas, permite la sintesis de acido aminolevulinico en la via de produccion de
tetrapirroles (Walker & van der Donk, 2016). Ademas, es el principal y mas abundante
neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso central de los vertebrados, siendo
fundamental para el desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso. Esté involucrado
en procesos de neurogénesis, neurodegeneracion y plasticidad sinaptica, y también
actila como nexo entre el metabolismo de los aminoacidos y la glucosa con la
transmisién sinaptica (Rodriguez-Campuzano & Ortega, 2021) (Hao & Plested, 2022)
(Andersen et al., 2021)

Debido a su importancia, es fundamental mantener niveles 6ptimos de glutamato para
el correcto funcionamiento del cerebro, lo que hace que su produccién sea un proceso

estrictamente regulado para preservar la homeostasis celular (Babaei, 2021). La



sinapsis glutamatérgica controla la transmision de impulsos excitatorios entre las
terminales nerviosas presinapticas y las espinas dendriticas postsinapticas, o entre
terminales nerviosas adyacentes. Los efectos postsinapticos estan determinados por
diferentes tipos de receptores de glutamato, que se dividen en receptores ionotrépicos
(iGIuRs) y metabotrépicos (mGIluRs) (Lalo et al., 2021).

Los receptores ionotrépicos son canales i6nicos permeables a calcio (Ca?*), potasio
(K*) y sodio (Na*), que sufren modificaciones conformacionales al unirse con un
ligando, ocasionando un cambio en el potencial de membrana que permite una rapida
transmisién sinaptica excitatoria. Los iGIuRs se clasifican dependiendo de su
selectividad hacia los agonistas N-metil-D-aspartado (NMDA), acido -amino-3-hidroxi-
5-metil- 4-isoxazolpropionico (AMPA) y acido Kainico (KA) (Babaei, 2021) (Lalo et al.,
2021).

Por otro lado, los mGIluRs son receptores acoplados a proteinas G triméricas que, una
vez activados, regulan rutas de sefalizacion dependientes e independientes de la
proteina G, que a menudo implican mensajeros secundarios. Debido a esto, la
sefalizacidbn mediada por estos receptores es mas lenta que la activada por canales

ionicos dependientes de ligando (Caraci et al., 2018).

El receptor N-metil-D-aspartato es el principal receptor ionotrépico de glutamato en el
sistema nervioso central y juega un rol fundamental en la transmision y plasticidad
sinaptica, desarrollo del sistema nervioso, aprendizaje y memoria. Aunque presenta
grandes similitudes estructurales con los demas iGIuR, los receptores NMDA presentan
caracteristicas funcionales especificas que les confieren roles funcionales unicos.
Dentro de estas se destacan su elevada conductancia y permeabilidad a iones Ca?",
sensibilidad a gran variedad de moduladores enddgenos y sintéticos, y bloqueo
dependiente de voltaje por niveles fisiolégicos del ion Mg?* (lacobucci & Popescu,
2018). Esta ultima presenta especial importancia debido a que el voltaje de membrana
determina la magnitud de sus corrientes, y estas son mayores cuando las neuronas

presindpticas y postsinapticas se activan simultdneamente (Lutzu & Castillo, 2021).



El receptor NMDA es un canal iénico heterotetramérico (Fig. 1-2), compuesto por dos
subunidades GIuN1 obligatorias (8 isoformas (a-h) codificadas por un Unico gen) y dos
subunidades GIuN2 (4 subtipos (a-d) cada uno codificado por un gen diferente) o una
combinacion de una subunidad GIuN2 y una GIuN3 (2 subtipos (a y b) codificados por

dos genes diferentes) (Ishchenko et al., 2021).

Fig. 1-2. Estructura global del receptor NMDA (PDB 4TLM) (Adaptado de
https://www.rcsb.org/3d-view/4TLM). Estructura tetramérica del receptor NMDA
compuesto por tres dominios, domino de union a ligando, dominio aminoterminal y

dominio transmembranal.
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Ademas de la despolarizacidén de la membrana debida a la activacion de los receptores
AMPA, que retira el bloqueo por Mg?*, la apertura del receptor NMDA requiere la unién
de dos agonistas: el glutamato, que actia como agonista principal y se une a las
subunidades GIuN2, y la glicina (Gly) o D-serina (Ser), co-agonistas que se unen a las
subunidades GIluN1 (Pagano et al., 2021) (Liu et al., 2020).



En el Grupo de Investigacion en Proteinas (GRIP), se llevaron a cabo estudios sobre
el disefio, prediccion computacional y actividad de péptidos que modulan la actividad
del receptor NMDA. El disefio de los péptidos se bas6é en la secuencia de la
conantoquina G, un péptido de 17 aminoacidos que actlia como antagonista irreversible
del receptor NMDA. Los resultados permitieron obtener cinco péptidos llamados EAR,
los cuales han sido evaluados experimentalmente, obteniendo resultados muy
prometedores (Reyes-Guzman et al, 2017) (Reyes, 2015)(Vargas,2020) (Garcia, 2023).

Los péptidos EAR16 y EAR18 presentaron una actividad antagonista reversible y
dependiente de la concentracion sobre el receptor NMDA en cultivos de neuronas
hipocampales. Su evaluacién en cultivos de células HEK293, transfectadas con las
subunidades GIUN2A y GIuN2B del receptor NMDA revel6 que EAR18 ejerce accién
sobre ambas subunidades, mientras que EAR16 mostr6 mayor selectividad hacia la
subunidad GIUN2B. La capacidad de EAR16 para diferenciar entre ambas subunidades
estd asociada con un residuo de Leu 5y de Asn 8 (Reyes-Montafio et al., 2020). Dado
el potencial de estos resultados, es crucial avanzar a la fase in vivo y realizar una
evaluacién mas profunda a nivel molecular. Es importante determinar el mecanismo de
interaccion, las constantes de afinidad y el efecto que estos péptidos producen en el
receptor NMDA. Por su parte, los péptidos EAR17 y EAR19, también presentaron
actividad antagonista sobre el receptor NMDA conformado por las subunidades
GIuN1A-GIuN2A y GIuN1A-GIuN2B respectivamente. Es importante resaltar que
EAR19 ejerce una inhibicion mayor que EAR 16,17 y 18 con valores de IC50 mas bajos
(4,34 M). Esta diferencia se debe principalmente a los residuos en las posiciones 7 y
8, donde EAR1Y7 tiene alanina (Ala) y asparagina (Asn), mientras que EAR19 presenta
acido aspartico (Asp) y metionina (met), lo que confiere a EAR19 una mayor energia
de unién por docking molecular (Kcal/mol). En cuanto a la selectividad, EAR19 mostro
una mayor interaccion por el receptor NMDA compuesto por las subunidades
GIuN1A:GIuN2B respecto al conformado por las subunidades GIUN1A:GIUN2A,
mientras que no se evidencio diferencia significativa en el péptido EAR17 entre ambas

conformaciones (Vargas, 2020).

Finalmente, el péptido EAR20 tiene un 90% del contenido de aminoacidos de los
péptidos EAR16 y EAR18, con la secuencia en orden aleatorio. La evaluacion

electrofisiologica de este péptido en neuronas hipocampales mostré que su aplicacién
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genera una corriente de entrada adicional a la obtenida por la mezcla
agonista/coagonista, por lo que se comporta como un agonista del receptor NMDA
(Reyes, 2015; Garcia 2023). Los resultados descritos muestran que estas moléculas
peptidicas tienen un alto potencial como agentes neuroprotectores y que, en el futuro,
podrian ser la base de farmacos destinados a tratar diversas patologias que involucran

el NMDAr que representan un problema de salud publica a nivel global.

1.1.2 Péptidos con potencial actividad antitumoral

1.1.2.1 Canales ionicos receptores de potencial tra  nsitorio
(TRPC)

Los canales candnicos (TRPC) son canales cationicos no selectivos permeables a
calcio, cuya activacién conlleva a un flujo de iones Na+ y Ca2+ que despolariza la
membrana y aumenta la concentracion citosolica de Ca2+. En mamiferos existen 7
canales TRPC en cuya regulacion estan involucrados componentes de la ruta
fosfolipasa C (PLC), proteinas Giy Go, y las reservas internas de Ca2+ (Wang et al.,
2020). Los canales TRPC6 son expresados en tejidos de placenta, corazon, pulmdn,
pancreas, rifion y diferentes areas del cerebro (cerebelo, hipocampo, corteza cerebral,
etc) (Jardin, 2020). La definicion de la estructura del canal mediante criomicrosopia
electronica a una resolucion de 3.8 A confirmé que el TRPC6 funcional humano esté
conformado por cuatro subunidades, con la region citosolica en forma de un domo
invertido cubierta en su parte superior por la seccién del dominio transmembranal
(Wang et al., 2020).

Se ha identificado que canales TRPC6 funcionales son sobreexpresados en cancer de
préstata, seno, neuroglia, higado, rifién, eséfago, estbmago y tumores, en comparacion
con niveles bajos o indetectables en tejidos normales. Adicionalmente, estos canales
juegan un papel fundamental en rutas de sefializacion celular relacionadas con
proliferacion, diferenciaciébn y apoptosis de células cancerosas. Otros estudios
demostraron que la elevacion en los niveles citosélicos de Ca?* mediada por canales
TRPC6 contribuye al desarrollo de cancer gastrico. Se han reportado pocas moléculas
con accién antagonista sobre canales TRPCG6, y aunque algunas de estas como el

bloqueador SKF96365 han mostrado una fuerte accién inhibitoria sobre el crecimiento
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de tumores, su utilidad es limitada debido a su baja potencia, selectividad y
disponibilidad oral (Ding et al., 2018).

1.1.2.2 Péptidos de veneno de escorpiéon  Buthus martensii
Karsch

Los venenos son mezclas complejas de una amplia variedad de compuestos con
actividad bioldgica que evolucionaron en un amplio rango filogenético de organismos
como un mecanismo de defensa, competencia y depredacién (Drukewitz & von
Reumont, 2019). Se componen principalmente de sales, moléculas organicas
pequefias, proteinas y péptidos (toxinas); y su uso con fines terapéuticos es una
practica comun en las medicinas tradicionales en China, India, Grecia y Oriente Medio,
siendo los venenos de serpientes, escorpiones, arafias, abejas, caracoles, sapos,

ranas y anémonas marinas los mas utilizados (Mirzaei et al., 2021).

Una de las caracteristicas mas importantes que les confiere potencial terapéutico a los
péptidos de venenos, se destaca, que actuan de forma natural como ligandos de
canales ionicos, son moléculas de bajo peso molecular que poseen estructuras con
puentes disulfuro y un plegamiento compacto que las mantiene estables cuando se
usan en modelos in vivo. Por su parte, la diversidad estructural es una ventaja que les

confiere una gran gama de actividades bioldgicas (Vidya et al., 2021).

Diversos estudios indican que los venenos animales poseen actividad antiinflamatoria,
antidiabética, antiartritica, antitumoral, cardioprotectora y neuroprotectora entre otras,
por lo que hay un gran interés en identificar los compuestos responsables de dicha
actividad farmacoldgica (Mirzaei et al., 2021). Algunos péptidos y proteinas de venenos
han demostrado alta selectividad y actividad citotoxica en células
cancerigenas/tumorales sin afectar células normales, lo que los convierte en una
alternativa prometedora a la quimioterapia tradicional para el tratamiento de diferentes
tipos de cancer (Srairi-Abid et al., 2019).



12

Los venenos de escorpién son mezclas complejas de enzimas, lipidos, nucleétidos,
mucopolisacaridos, aminas bidgenas y péptidos, siendo estos ultimas el componente
principal. Durante afios, se ha estudiado la estructura y funciéon de dichas toxinas con
el objetivo de identificar sus mecanismos de accién y desarrollar terapias efectivas
contra el envenenamiento (Srairi-Abid et al., 2019). Un ejemplo, es el veneno del
escorpion Buthus martensii Karsch (BmK) utilizado durante siglos en la medicina
tradicional china para tratar enfermedades como la epilepsia, la apoplejia y el dolor
cronico. Debido a su uso, ha sido objeto de numerosos estudios, lo que ha permitido
aislar diversos péptidos con actividad biologica (Fig. 1-3) (Wang et al., 2020).

Fig. 1-3 Actividad antitumoral de algunas toxinas aisladas del veneno del escorpion
Buthus Martensii Karsch. Se presentan algunas toxinas aisladas de la fraccion
polipeptidica del veneno del escorpion BMK en las que se ha identificado actividad

antitumoral in vitro en diferentes lineas celulares derivadas de tumores.

Bmk AGAP: Cancer de seno, Bmk AS: Cancer de prastata, cancer
cancer de higado y gliomas de pulmén y cancer de ovario

Bmk N2: Cancer oral « * Bmk CT:Glioma

Bmk alV: Cancer de prostata, cancer Bmk M1: Cancer de prostata, cancer de
de pulmén y cancer de ovario seno, cancer de pulmon y leucemia

La toxina BmK AGAP es un péptido de escorpibn de cadena larga, tiene 66
aminoacidos y un peso molecular de 7142 Da. Esta molécula se une a canales de sodio
dependientes de voltaje, inactivando los que estaban activados, y generando asi un
efecto analgésico. Se ha identificado que este péptido inhibe las corrientes del receptor
TRPV1 y de los canales de potasio KCNQZ2/3, mientras que su inhibicion en el canal
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Navl.7 es débil. Existe evidencia que sugiere que AGAP ejerce un efecto sinergista
gue extiende el efecto analgésico de anestésicos locales como la lidocaina (Kampo,
2021).

En estudios in vivo con modelos murinos, BmK AGAP aislado del veneno, mostré
actividad antitumoral en fibroblastoma, mientras que BmK AGAP recombinante
prolong6 la supervivencia en un 29% en carcinoma, y 23% en fibrosarcoma. BmK
AGAP también mostro actividad antitumoral en lineas celulares de linfoma (Jurkat y Hut
78) y glioma (SHG-44 y C6), en estas Uultimas inhibié la proliferacion de células
tumorales con un IC50 de 20 M. Adicionalmente, BmK AGAP logré mantener mas del
90% de su actividad antitumoral después de haber sido calentado en agua hirviendo

por 30 minutos, lo que comprueba que es térmicamente estable (Li et al., 2019).

Estudios recientes en las lineas celulares de cancer de seno, MCF-7 y MDA-MB-231,
revelaron que BmK AGAP promueve una disminucion en la expresion de la pentraxina
3 (PTX3), factor fundamental en la regulacion de la inflamacién asociada con céancer,
lo que inhibié la transicion epitelio-mesénquima (TEM) de las células malignas, y con
ella su capacidad de multiplicarse, migrar e invadir otros tejidos (Kampo et al., 2019).
En estas lineas celulares el tratamiento con BmK AGAP también redujo la expresion
de los factores Oct4, SOX2, Nanong y Snail, asociados con la proliferacion de células
transformadas, mientras que aumenté la expresion de E-cadherina, glicoproteina
involucrada en la regulacion de la TEM (Mikaelian et al., 2020) (Doudou et al., 2019).
De igual manera, se ha descubierto que BmK AGAP inhibe la ruta Wnt y la translocacion
nuclear de -catenina, lo que suprime la TEM y regula a la baja la migracion e invasion
de las células de cancer de seno (Mirzaei et al., 2021) (Tang et al., 2022). Ademas,
existe evidencia de que BmK AGAP ejerce una actividad inhibitoria sobre la migracion
y la invasion células de hepatocarcinoma humano (HepG2), la cual estaria asociada
con su interaccion con la subunidad 1 de los canales de sodio dependientes de voltaje.
En contraste, la toxina no demostrd tener efecto sobre células hepéaticas humanas
normales HL7702 (Duefias-Cuellar et al., 2020).

Estudios electrofisiolégicos han demostrado que BmK AGAP ejerce una potente

inhibicion de las corrientes del canal de sodio Nav1.8, mientras que reduce las del canal
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Navl.9 sin tener efecto significativo en la cinética de activacion e inactivacion de los
canales. Asimismo, el péptido inhibe la expresion de mARN Navl.5, lo que ocasiona
una disminucion en la activacion del canal. Es importante resaltar que la sobreexpresion
de los canales Navl1.5 y Navl.7 esta estrechamente relacionada con la proliferacion de
células cancerigenas, lo que los ha convertido en un objetivo muy atractivo para el

desarrollo de nuevas terapias (Srairi-Abid et al., 2019).

1.2 Produccion de péptidos

1.2.1 Sintesis quimica de péptidos

La sintesis de péptidos en fase solida (SPPS por sus siglas en inglés) se basa en el
uso de un soporte polimérico insoluble que actia como grupo protector del extremo C-
terminal del péptido de interés. Esta técnica fue desarrollada por Merrifield en 1963 y
desde entonces se ha convertido en una de las principales estrategias para la

produccion de péptidos a escala industrial (Al Musaimi et al., 2020).

La SPPS consiste en ciclos de acople del grupo carboxilo de los aminoé&cidos al
extremo N-terminal de la cadena unida a la resina, seguido por la desproteccion del
grupo amino del aminoacido que se acopl6 y termina con el lavado con solventes
organicos previo al inicio de otro ciclo de acople-desproteccion. Finalizada la sintesis
el péptido es liberado de la resina mediante tratamiento con acidos, principalmente
trifluoroacético (TFA) (Fig. 1-4) (Apostolopoulos et al., 2021).

Una de las principales ventajas que ofrece esta técnica es la posibilidad de automatizar
el proceso, facilitando su escalamiento, y la integracion de nuevas tecnologias para
mejorar su rendimiento como el uso de microondas para aumentar la velocidad de
acople y el monitoreo del avance de la reaccion en tiempo real. Adicionalmente, los
productos no deseados son facilmente identificables mediante técnicas como HPLC lo

que facilita la purificacion del producto deseado (Wang et al., 2022).
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Aunque cualquier polimero funcionalizado puede ser utilizado como soporte sélido para
la sintesis, las principales resinas son de poliestireno y poliestireno funcionalizado con
polietilenglicol. Las resinas deben ser hinchadas previamente ya que este proceso
expone sus grupos funcionales reactivos a la superficie haciéndolos accesibles para el

aminodcido que se va a acoplar (Al Musaimi et al., 2020).

Figura 1-4: Proceso general de la sintesis en fase sdlida con el grupo protector Fmoc
(Wang et al., 2022)
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La sintesis en fase solida con el grupo protector Fmoc (Fig. 1-4) se basa en un ciclo
repetitivo que consiste en el acople del residuo en presencia de agentes de
acoplamiento, seguido por la desproteccion del grupo amino del ultimo residuo afiadido.
La sintesis termina con la desproteccion del ultimo residuo de la secuencia y

posteriormente el péptido es liberado de la resina.

Un aspecto fundamental en la SPPS es la presencia de grupos protectores en el
extremo N-terminal y en la cadena lateral de los aminoacidos. Durante la desproteccion
el grupo protector -amino debe ser retirado para permitir el acople del siguiente
aminoacido sin afectar el grupo protector de la cadena lateral ni la union del péptido a

la resina. Los protectores -amino mas utilizados son tert-butiloxicarbonilo (Boc) y
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fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc) (Varnava et al., 2019). Debido a que la sintesis con Boc
requiere el uso de TFA en cada etapa de desproteccion y de fluoruro de hidrogeno (HF)
para liberar el péptido de la resina, su uso en la industria se limita a pocos péptidos con
la ventaja de que la desproteccion con TFA evita la agregacién durante la sintesis
(Wang et al., 2022).

Por otro lado, el grupo Fmoc es removido mediante reaccion con una base,
principalmente aminas secundarias como piperidina o 4-metilpiperidina, mientras que
el grupo protector de la cadena lateral (generalmente tert-butil (tbut) o tritil (Trt)) y el
enlace péptido-resina son removidos utilizando TFA. Este mecanismo aumenta el
rendimiento global del proceso, reduce el uso de TFA a un solo paso por sintesis y evita
el uso de reactivos mas peligrosos como HF, lo que ha convertido a Fmoc en la

estrategia mas utilizada para la sintesis en fase sélida (Behrendt et al., 2016).

La reaccion de acoplamiento requiere que el grupo carboxilico del aminoacido que se
va a acoplar sea activado para que se pueda formar el enlace peptidico. Los agentes
de acoplamiento mas utilizados son carbodiimidas como N,N-diciclohexilcarbodiimida
(DCC) y N,N-diisopropilcarbodiimida (DIC), los cuales reaccionan con el acido para
formar O-acilisourea que reacciona con la amina desprotegida del ultimo residuo de la
cadena para producir la amida y una urea (Apostolopoulos et al., 2021). La alta
reactividad de la O-acilisourea ocasiona diferentes reacciones laterales que disminuyen
el rendimiento del proceso, por lo que la activacion se lleva a cabo en presencia de
reactivos que favorecen la formacion de ésteres activos mas adecuados que aumentan
el rendimiento y disminuyen las reacciones laterales. Las sales de hidroxibenzotriazol
(HOBt) y sus derivados son los compuestos mas utilizados para este fin ya que
adicionalmente ofrecen la ventaja de actuar como supresores de racemizacion
(Musaimi et al., 2020).

La principal desventaja de la sintesis en fase soélida es que el proceso global presenta
una intensidad de masa elevada (relacién masa total materia prima-masa de producto
aislado), debido a la gran cantidad de solventes y reactivos (aminoécidos y agentes de
acoplamiento) que son requeridos en cada etapa de acople, lo que implica

especialmente en moléculas pequefias, un mayor costo operacional. Adicionalmente,
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la mayoria de estas sustancias son altamente explosivas y téxicas, por lo que se
encuentran en estudio por el Reglamento de Registro, Evaluacién, Autorizacién y
Restriccion de sustancias quimicas (REACH), lo que conllevara a su eventual
prohibicion en la industria farmacéutica (Isidro-Llobet et al., 2019) (Agouridas et al.,
2020)

1.2.2 Produccidén recombinante

La principal alternativa a la sintesis quimica es la produccién recombinante, que permite
una manufactura mas flexible, sustentable, escalable y econémica, aunque requiere del
desarrollo de un sistema de expresion estable. Diferentes organismos pueden ser
utilizados como huésped para la expresion recombinante, esto incluye lineas celulares
de plantas, levaduras, insectos, mamiferos y bacterias, siendo estas uUltimas las mas
utilizadas (Roca et al., 2022).

Escherichia coli fue la primera linea celular utilizada como huésped y marco el inicio de
la produccién industrial de farmacos obtenidos por recombinacion genética con la
comercializacion de la primera insulina humana en 1982. Su manipulacion genética es
relativamente sencilla pues estd muy bien caracterizada, lo que la convierte en un
sistema de expresion robusto y eficiente para la produccion de proteinas heterdlogas a
gran escala (Mahmoud et al., 2019). Dentro de sus principales ventajas, se destaca su
rapida cinética de crecimiento con altas densidades (hasta 1x10%° cél/mL), asi como su
adaptacion a medios de cultivo econdmicos y la capacidad de ser transformada con

altos niveles de expresion (Rosano & Ceccarelli, 2014).

Actualmente se dispone de una amplia variedad de vectores de expresion para E. coli,
y su seleccién es un factor fundamental para lograr expresar con éxito la proteina de
interés. Los vectores mas utilizados son los pladsmidos, cadenas circulares de ADN
extracromosOmico que se replican independientemente del ADN cromosomico. Existe
una gran variedad de plasmidos con mudltiples combinaciones de origenes de
replicacién, promotores, sitios de clonacion mdltiple, marcadores de seleccion,

terminadores y etiquetas de afinidad (Mahmoud et al., 2019).
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A escala preparativa los sistemas de expresion mas empleados son los basados en los
promotores pBAD (arabinosa), T7 y ProU ademas de los inducibles por calor (Singha
et al.,, 2017). Respecto a las cepas de E. coli, es conveniente iniciar con las cepas
derivadas de las lineas BL21 (DE3) y K-12, las cuales son las mas utilizadas a nivel
industrial (Marisch et al., 2013). Una ventaja de las cepas de la linea parental B es la
ausencia de la proteasa Lon involucrada en la degradacion de proteinas foradneas;
ademds no presenta el gen que expresa la proteasa de membrana externa OmpT, cuya
funcién es degradar proteinas extracelulares. Adicionalmente presenta la mutaciéon
hsdSB, que inactiva el sistema nativo de restriccion/metilacion del ADN, previniendo la

pérdida del plasmido (Rosano & Ceccarelli, 2014) (Waegeman et al., 2013).

La seleccion del método de transformacidén depende principalmente del huésped y su
capacidad de ser transformado, la cual se denomina competencia. Los métodos de
transformacion bacteriana mas comunes incluyen tratamiento con iones de calcio,
polietilenglicol (PEG), choque térmico, electroporacion y ondas de choque entre otros
(Prakash et al., 2012). Aungue no se conoce con certeza el mecanismo mediante el
cual el tratamiento con iones calcio facilita la transferencia de ADN exdgeno, se cree
que los iones divalentes ayudan a absorber las moléculas de material genético en la
superficie celular y luego el cambio abrupto de temperatura permite su ingreso al citosol
(Rahimzadeh et al., 2016).

La electroporacion se basa en aplicar una corriente eléctrica a la célula (10-20 kV/cm)
gue ocasiona un aumento en la conductividad eléctrica celular, induciendo la formacién
de poros en la membrana; sin embargo, esta técnica puede ser inespecifica y costosa
(Kotnik et al., 2015). Otra alternativa son las ondas de choque, donde se han obtenido
rendimientos similares a la electroporacion, con menores costos operacionales y una
transformacion independiente de la fase de crecimiento (Prakash et al., 2012) (Prakash
et al., 2011).

Las principales dificultades en la expresién de péptidos en procariotas son la
degradacién del producto por accion de proteasas enddgenas y su acumulacion en
agregados insolubles denominados cuerpos de inclusion. Debido a esto, los péptidos

de menos de 20 aminoacidos requieren ser expresados como proteinas de fusion
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unidos a etiquetas (tags de fusion), las cuales aumentan su estabilidad, los mantienen
solubles, facilitan su purificacién y permiten obtener la secuencia deseada luego de ser
eliminados (Koppl et al., 2022). Las etiquetas de fusion mas utilizadas incluyen la
proteina de unién a maltosa (MBP), glutation-S-transferasa (GST), polipéptido tipo
elastina (ELP), la proteina tipo ubiquitina (SUMO) y tiorredoxina A (TrxA) (Wanmakok
et al., 2018) (Lamer et al., 2022)

La etiqueta SUMO es una proteina de 11.2 kDa cuyo uso ha sido ampliamente
extendido para la produccién de péptidos hidrofébicos pequefios, especialmente
aguellos con actividad antimicrobiana (Ki et al., 2020). Una de sus principales ventajas
es que es reconocida con una alta especificidad por la proteasa Ulp, la cual identifica
motivos especificos en su estructura terciaria, o que permite eliminar la etiqueta del
péptido deseado con una alta eficiencia (Hemamalini et al., 2020). Generalmente los
vectores con SUMO también incluyen la etiqueta de afinidad polyHis (Deo et al., 2022),
la cual permite purificar el producto deseado utilizando cromatografia de afinidad a

metales inmovilizados como Ni?*, Cu?*, Zn?"y Coi?* (Mahmoodi et al., 2019).

En la expresion de péptidos con potencial antimicrobiano, el uso de Tiorredoxina A y
SUMO ha permitido obtener péptidos solubles con concentraciones de alrededor de 4
mg/L (Azari et al., 2020) (Li, 2013) evitando la formacion de cuerpos de inclusion y la
citotoxicidad del producto sobre el huésped de expresion. Por otro lado, se puede
incorporar el uso de otras etiquetas para llevar a cabo la purificacion por cromatografia
de afinidad y de otros marcadores para favorecer la secrecion de la proteina/péptido,

lo que puede resultar en un mejor rendimiento (Ma et al., 2018).
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Obijetivos

General

Obtener péptidos derivados de toxinas de origen animal con actividad biologica

mediante un sistema recombinante y sintesis quimica
Especificos

Disefiar in silico péptidos derivados de una toxina de origen animal
Producir péptidos recombinantes a partir de un sistema de expresion heteréloga

Caracterizar bioquimicamente los péptidos y evaluar su actividad bioldgica
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2. Capitulo 1. Disefio de péptidos a partir del
docking molecular del péptido Bmk AGAP
frente al canal TRPC6

2.1 Metodologia

Los péptidos fueron disefiados en el laboratorio de bioinformatica del Grupo de
Investigacion en Proteinas (BioinfoGRIP) de la Universidad Nacional de Colombia, a
partir de modificaciones en la secuencia completa del péptido BmK AGAP (Li et al.,
2019), conocido por su interaccién comprobada con canales de calcio, sodio y potasio.
El disefio y la evaluacion in silico de la interaccion de este ligando con el dominio
extracelular del canal de calcio TRPC6 se llevaron a cabo utilizando los programas
AutoDock Vina® y Discovery Studio®, con el fin de determinar su potencial interaccion

con el receptor.

2.1.1 Modelo estructural del péptido BmK AGAP

A partir de la secuencia reportada del péptido Bmk AGAP (Li et al., 2019) se gener6 su
estructura utilizando el servidor SwissModel (https://swissmodel.expasy.org/), luego se
estim6 la calidad del modelo utlizando la herramienta PDBsum
(http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/) y la estructura secundaria se evalué utilizando el
diagrama de Ramachandran (Procheck en PDBsum), el cual indica el porcentaje de

regiones estructuralmente favorables, permitidas y desfavorables.
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2.1.2 Estructura del canal TRPC6

Para la definicion de la estructura tridimensional del canal TRPC6 se realizé una
busqueda en el Protein Data Bank PDB (https://www.rcsb.org/), donde se encuentran
reportadas 11 estructuras de canales TRPC6 de Homo sapiens. Se seleccioné la
estructura PDB 6UZA obtenida por criomicroscopia electronica con una resolucién de
3.08 A (Fig. 2-1) (Wang et al., 2020).

Figura 2-1 Estructura tetramérica del canal TRPC6 humano (PDB 6UZA). a. Diagrama
de la estructura tridimensional obtenida por criomicroscopia electronica a 3.08 A
(Adaptado del Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/3d-view/6UZA)). b y ¢
Representacion de la estructura del poro y de las -Hélices C-terminales

respectivamente (Wang et al., 2020).
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2.1.3 Disefio de péptidos

Se llevo a cabo el docking del péptido BmK AGAP lo que permitio identificar que la

mayoria de sus interacciones con el canal se localizan en los ultimos 10 residuos del
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extremo C-terminal de la toxina, mientras que para garantizar un desempefio adecuado
del sistema de expresién las secuencias deben constar de al menos 9 residuos, aunque
cadenas mas largas favorecen su rendimiento. Debido a esto, se seleccion6 como
secuencia de partida los 20 residuos C-terminales del péptido BmK AGAP, y a partir de
esta se realizaron cambios puntuales con el objetivo de aumentar la energia de unién
del ligando por el receptor, la cual fue evaluada mediante docking molecular. Las
estructuras tridimensionales de los péptidos propuestos se modelaron utilizando el
servidor |-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/) y se validaron en la

herramienta PDBsum (diagramas de Ramachandran).

2.1.4 Docking Molecular

La evaluacioén de las interacciones y la afinidad de union entre el péptido BmK AGAP,
sus derivados y el canal TRPC6 se llevo a cabo utilizando el programa AutoDock Vina
(http://vina.scripps.edu/) (Trott & Olson, 2010). Este programa combina una rapida
evaluacién de la energia con una busqueda eficiente de libertad torsional para
encontrar el minimo global en la energia de interaccion entre el receptor y el ligando,
explorando todos los grados de libertad disponibles en el sistema (Eberhardt et al.,
2021).

La preparacion de las estructuras del canal y del péptido se realizé en la interfaz grafica
AutoDock Tools. En este proceso, se eliminaron las moléculas de agua, iones y
cofactores, y se asignaron atomos de hidrogeno y cargas formales a la estructura del
canal. Por su parte, a los modelos de los péptidos obtenidos a través de I-TASSER se

les asignaron unicamente los hidrégenos polares y las cargas formales.

Se definié una caja de cribado o Grid Box en la zona en que se busca la interaccion
ligando-receptor, que en este caso corresponde al dominio extracelular de la estructura
tetramérica del canal. Las coordenadas de la caja fueron x=166.956, y = 166.457y z =
115.48, con un tamafio definido (x = 114, y = 126, z = 54), y un espaciado de 1 A

mientras que la exhaustividad y el numero de resultados por Docking fue de 10.
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Los resultados obtenidos en Autodock Vina fueron visualizados en Autodock Tools y
corresponden a las orientaciones espaciales del péptido que mas favorecen su unién
al receptor expresadas como entalpia de unién, que representa la energia que el
sistema libera al generar la unién y también se puede asociar con la afinidad del ligando
por el receptor (Reyes, 2015). Para cada ligando, el mejor modelo de interacciéon (mayor
energia de union y desviacion media cuadratica RMSD entre conformaciones mas
bajas) se visualiz6 utilizando el programa Discovery Studio Visualizer 2021 para
determinar las interacciones ligando-receptor. El esquema general de la metodologia

propuesta se presenta a continuacion:

Esquema 1. Metodologia utilizada para la evaluacion de la interaccion in silico de los

péptidos disefiados a partir de Bmk AGAP y el canal TRPCS6.

Modelo estructural Estructura del canal Identificacion de las
de Bmk AGAP TRPC6 interacciones
PDB 6UZA 10 R.eSldUOS cart’>ox.1- Modelamiento de los
v" BmK AGAP: terminales del peptldo péptidos disenados
Swiss-model y PDBSum v' Criomicroscopia BmK AGAP en I-tasser
(Procheck). clectronica (Resolucion
3.8 A) Secuencias cortas (10 -
v Cad’cnas conn;lctas aa) y largas (alrededor Autodock Vina
del tetrameros (931 aa) de 20 residuos)
" y
# » » Docking Molecular
Orientacion mas
1 favorable
i \ & ‘ Energia de union
Estructura tridimensional de BmK &3
AGAP obtenida por modelamiento &3 " ” .
Canal TRPC6 humano (PDB6UZA) Interacciones del _pcplido Bmk AGAP Discovery Studio
con el canal TRPC6

2.2 Analisis de resultados

Los homodlogos estructurales que us6 el servidor Swissmodel para modelar la
estructura del péptido BmK AGAP corresponden a toxinas de diferentes venenos de
escorpion, siendo el mutante 8D9D10V de la  toxina LQH-IT (PDB: 2ATB y resolucion
de 1.8 A) la estructura base del modelamiento. La estructura obtenida corresponde a
la topologia tipica de toxinas largas de veneno de escorpion (Ahmadi et al., 2020), con
una hélice unida a tres laminas estabilizadas por cuatro puentes disulfuro (Cys12-
Cys63, Cys16-Cys36, Cys22-Cys46 y Cys26-Cys48) (Fig. 2-2a).
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El servidor reporta las variables QMEAN, QMEANDIsCo Y GMQE para la evaluaciéon
de la calidad del modelo. QMEAN se basa en propiedades geométricas de la estructura
y se relaciona con la calidad global y local del modelo obtenido respecto a estructuras
experimentales de tamafio similar. En este caso, se obtuvo un QMEAN de 0.03, lo que
indica alta similitud entre la estructura modelada y las obtenidas experimentalmente.
GMQE y QMEANDiIsCo cuantifican la calidad global del modelo y tienen valores entre
0Oy 1, y ya que el modelo seleccionado tiene valores de 0.83 y 0.80 + 0.11
respectivamente, se verifica su buena calidad (Benkert et al., 2011).

Para la evaluacion de la estructura secundaria utilizando el diagrama de
Ramachandran, el servidor indica que un modelo de buena calidad debe tener mas del
90% de los residuos en las regiones estructuralmente favorables. ElI modelo
seleccionado tiene 94.2% de los residuos en las regiones mas favorables, mientras que
el 5.8% restante se ubica en regiones permitidas, no tiene residuos en regiones no
permitidas y no se presentan valores atipicos de rotdmero, lo que corrobora la calidad
del modelo (Fig. 2-2b)

Figura 2-2: Estructura terciaria del péptido Bmk AGAP. a. Estructura tridimensional del
péptido BmK AGAP obtenido por modelamiento en la plataforma Swissmodel.. Azul:
tres hebras antiparalelas, rojo: -hélice, verde: Puentes disulfuro. b. Diagrama de
Ramachandran de la estructura del péptido BmK AGAP. No se encuentran reportadas

estructuras obtenidas por RMN o difraccién de rayos X.
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Los métodos de docking local se basan en la blusqueda de la orientacién del ligando
gue mas favorece su interaccién con el sitio de union definido por el usuario, por lo que
la exactitud del modelo depende la precision con que se defina dicha regién de
interaccion (Ciemny et al., 2018). Se ha identificado que el rendimiento de todos los
programas para docking disminuye al aumentar la longitud del péptido, aunque esta
desventaja puede ser superada especificando de manera mas precisa el sitio de unién
(Weng et al., 2020).

El programa AutoDock Vina lleva a cabo una busqueda de las diferentes orientaciones
de la conformacién de cada péptido en el sitio de unién definido por el usuario utilizando
el método de Monte-Carlo. Para el caso de estudio su aplicacion es adecuada ya que
ha demostrado rendimiento con péptidos cortos y moléculas pequefias que actuan
como ligando (Ciemny et al.,, 2018). Una de las ventajas que ofrece el software
Autodock Vina es que, aunque presenta un mejor rendimiento con péptidos pequefos,
también permite llevar a cabo dockings con ligandos de mayor tamafio (> 40 residuos)
con una buena estimacién de la energia de union ligando-receptor (Ciemny et al., 2018)
(Jokar et al., 2020). Esta versatilidad lo hace idéneo en este caso puesto que, aunque
la mayoria de los ligandos a evaluar son péptidos pequefios (<20 aminoacidos), se
requiere también el modelamiento de la interaccién del péptido Bmk AGAP (66

residuos) con el canal TRPC6.

El péptido BmK AGAP present6 una energia de union al canal de -3.02 kcal/mol y su
interaccion se estabiliza principalmente por puentes de hidrégeno y uniones
electrostaticas de tipo puente salino. La mayoria de dichas interacciones involucran los
10 residuos C-terminales del péptido, dentro los que se destaca Asn64 que forma
puentes de hidrogeno con Asn665 y Glu687 del receptor y una interaccion de tipo

atraccion de cargas con Lys689 (Tabla 2-1).

Los resultados del docking indican que el residuo Lys62 establece una interaccion tipo
alquil con el residuo Lys689 y una tipo puente salino con el residuo con carga negativa
Glu687. Esta ultima presenta especial atencion debido a que en estudios de la

interaccion del péptido BmK AGAP con el canal de sodio dependiente de potencial
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Navl.7 demostr6 ser clave para establecer la interaccién ligando-receptor puesto que

orienta el extremo C-terminal del péptido hacia el poro del canal; lo que en este caso

explicaria la mayor interaccién del extremo carboxiterminal de BmK AGAP con los

bucles del dominio extracelular del canal TRPC6 (Zhao et al., 2020).

Tabla 2-1: Resultados del docking molecular para las interacciones del péptido BmK

AGAP (ligando) con el canal TRPC6 (receptor). Se indican los residuos (molécula a la

que pertenece (BMK: péptido y TRP: canal) y posicion) y los atomos involucrados en la

interaccion. Rojo: Interaccidn electrostética, verde: Puente de hidrégeno, rosado:

Interaccién hidrofébica-aquil

Donador Aceptor Interaccion Distancia (A) Representacion
BMK:LYS62:H TRP:GLUG87:COO- | Electrostatica: 2.05
Puente Salino
LYS689
BMK:LYS62:C TRP:LYS689:C Hidrofébica 522
alquil
GLU687
BMK:LYS62:H | TRP:LYS689:COO- | Electrostatica: 212
Puente Salino
CYS63
LYS689 - O r
TRP:LYS689:H BMK:CYS63:S Puente de 3.09 Lr\j

hidrogeno
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Tabla 2-1: (Continuacion)

Donador Aceptor Interaccion Distancia (A) Representacion
Puente de EiERT
Hidrégeno 99\
TRP:ASN665:N | BMK:ASN64:0 3.15 Pt
LYS689
Puente de
Hidrogeno
BMK:ASN64:N | TRP:GLU687:0 2.90 A AsNe6s
Electrostatica:
Atraccion de
TRP:LYS689:N | BMK:ASN64:0 5.13
cargas
BMK:ASN29:N | TPR:ASN696;0 Puente de 2.41
hidrogeno ASN696
\
TRP:ASN696:N | BMK:GLU25:0 Puente de
hidrégeno
3.09

Nétese que el docking indico que el tiol de Cys63 forma un puente de hidrégeno con

Glue87 aunque la capacidad del azufre de actuar como donor o0 aceptor en

interacciones tipo puente de hidrogeno es reducida al ser menos electronegativo que

el oxigeno y poseer un mayor radio. Sin embargo, se ha demostrado que este grupo

puede actuar como un donor-aceptor moderadamente fuerte en puentes de hidrégeno

menos comunes, los cuales se caracterizan por presentar una mayor longitud que
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aguellos que involucran oxigeno o nitrégeno debido al tamafio del &tomo de azufre y a
su nube electrénica mas difusa (Roos et al., 2013) (Mazmanian et al., 2020) (Marino,
2014).

En esta interaccion el azufre del grupo tiol actia como aceptor del puente de hidrégeno,
el cual tiene una longitud de 3.09 A y un angulo tiol-donor de 116.5°, lo que se ajusta a
los valores reportados para geometrias de estructuras cristalinas con nitrégeno cargado
como donor y el azufre de la cisteina como aceptor (3.44+0.23 A 'y 128.2+22.2°) (Roos
et al., 2013). Este puente de hidrogeno de Cys63 también se presentd en la interaccion
de BmK AGAP con el canal Navl.7 y se identificé que requiere de la formacion del
puente salino de Lys62 descrito previamente, lo que sugiere que contribuye a estabilizar
la posicion del extremo C-terminal del péptido durante su interaccién con el canal (Zhao
et al., 2020).

En la mayoria de las toxinas de escorpion la posicion 58 corresponde a un residuo
cargado positivamente, y se ha identificado como un residuo clave en su funcién
biol6gica (Cui et al., 2018). En el estudio de la interaccién de makatoxina-3 con el canal
Navl.7 se evidencio que la capacidad del péptido de evocar corrientes en el canal
dependia de la union del residuo Arg58 con Asp1586 del canal, puesto que mutantes
con cambios en esta posicion (reemplazo de Arg por residuos neutros) no se unieron
al receptor (Chen et al., 2022).

Teniendo en cuenta la distribucion de las interacciones del péptido BmK AGAP con el
receptor, se seleccioné6 como secuencia base para los péptidos propuestos los 20
residuos del extremo C-terminal. Esto supone la ventaja de no incluir el residuo Trp38,
el cual esta asociado con la citotoxidad del péptido en musculo cardiaco y esquelético
en estudios in vitro e in vivo. Adicionalmente este fragmento incluye los residuos Pro56,
Arg 58 y Asn64 los cuales juegan un papel fundamental en la unién del péptido BmK

AGAP con el canal Nav1.7, asi como en su actividad analgésica (Zhao et al., 2020).

Esta secuencia de 20 aminoacidos corresponde a BMCL1 (Tabla 2-2), con la que se

llevé a cabo un docking inicial con el canal TRPC6 para identificar los residuos mas
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importantes que estabilizan esta interaccion y determinar su energia de unién (Tabla 2-
3). Sobre esta secuencia se hicieron cambios en los tres aminoacidos N-terminales que
presentan cadenas laterales de gran tamafio (Tyr y Trp) (BMC2) y adicionalmente se
reemplazd la cisteina por una serina que posee un mayor potencial de establecer
puentes de hidrégeno (Bmk20). En cada caso se llevé a cabo el modelamiento de la
interaccion con el canal para mantener los residuos con mayores interacciones, y con
estos resultados se disefiaron secuencias mas cortas (17 residuos (BMC4 y Bmk17) y
menos de 11 residuos (MR-B1, MR-B2 y MR-B3)). Se deseba obtener péptidos cortos
ya que estos poseen algunas ventajas como una mayor facilidad para el disefio, sintesis
y caracterizacion, diversas posibilidades de funcionalizacion y una alta
biodegradabilidad y biocompatibilidad (Ciulla et al., 2023). Adicionalmente, los péptidos
cortos tienen un comportamiento similar a moléculas pequefas, lo que les confiere
funciones fisiolégicas que no exhiben proteinas de mayor tamafio, con la ventaja de
poder interactuar con mayores areas de sus objetivos que las moléculas pequefias, por
lo que son mas efectivos para modular las interacciones proteina-proteina (Yang et al.,
2023).

Para el modelamiento de la estructura de los péptidos derivados de BmK AGAP, el
servidor I-tasser gener6é 5 modelos utilizando como plantilla diferentes toxinas de
veneno de escorpion, y en cada caso se seleccioné el modelo con el C-score mas
positivo y con correspondencia estructural con el tipo de proteina analizada (TM-
score>0.5) (Tabla 2-2).

Ningun modelo generado por I-tasser para los péptidos disefiados presenta una
estructura secundaria regular con plegamiento especifico tipo a-hélice o hebras , en
su lugar la totalidad de la estructura corresponde a una region no estructurada (coil); lo
gue se ajusta a lo esperado puesto que los péptidos son muy cortos (<20 aminoacidos)
y no presentan enlaces disulfuro o interacciones intramoleculares estabilizadas por

iones metélicos para lograr adquirir un plegamiento estructurado (Ma et al., 2018).

La ausencia de un plegamiento especifico también se relaciona con la presencia de
glicinas y prolinas en las estructuras de estos péptidos. En el caso de las glicinas la

ausencia de grupo funcional en la cadena lateral de su carbono la exime de
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restricciones estéricas, lo que favorece estructuras sin plegamiento. Por su parte, el
tamanio y rigidez del grupo imino de la prolina ocasiona un gran impedimento estérico
gue dificulta el plegamiento, y adicionalmente carece de atomo de hidrégeno en el
grupo amida, por lo que no forma puentes de hidrégeno que estabilizarian la estructura

de las hélices a o hebras (Theillet et al., 2013).

Para todas las secuencias propuestas, se obtuvo una energia de union al canal de mas
del doble que la del péptido completo BmK AGAP, lo que sugiere que estos ligandos
tienen un mayor potencial de interaccion con el receptor (Tabla 2-3). Este resultado
podria estar relacionado con el hecho de que los péptidos mas cortos presentan un
menor impedimento estérico y una mayor flexibilidad conformacional, lo que les permite
adoptar orientaciones en las que los residuos clave para la interaccion estan mas
accesibles para unirse al receptor (Teilum et al., 2011; Herschlag & Pinney, 2018).
Asimismo, esto explica la aparicion de interacciones en aminoacidos que no

participaban en la unién del péptido nativo con el receptor.

Tabla 2-2: Resultados de los modelos generados por |-Tasser para los péptidos
propuestos a partir del péptido BmK AGAP. Se indican las funciones de puntuacion de
calidad del modelo C-score y TM-score, y el homélogo estructural que corresponde a
la estructura cristalografica tomada como plantilla por I-Tasser para generar los
modelos. MR: Secuencias a producir por sintesis quimca. Bmk: Secuencias a producir

de manera recombinante BMC: Secuencias evaluadas que no se van a producir

Péptido CM-Score TM-score Homologo Estructural Toxina
BMC1 -1.28 0.56+0.15 PDB 2kbh Bmk Tx11
BMC2 -1.62 0.52+0.15 PDB 1kvOA Toxina de Olivierus

martensii

Bmk20 -1.25 0.56+0.15 PDB 1kvOA Toxina de Olivierus

martensii
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Tabla 2-2. (Continuacién)

Péptido CM-Score TM-score Homoélogo Estructural Toxina
BMC4 -1.17 0.57+0.15 PDB 1kvOA Toxina de Olivierus
martensii
Bmk17 -0.92 0.60£0.14 PDB 1kvOA Toxina de Olivierus
martensii
MR-B1 -0.38 0.66+0.13 PDB 2kbh Bmk Tx11
MR-B2 -0.96 0.59+0.14 PDB 2kbh Bmk Tx11
MR-B3 -1.04 0.58+0.14 PDB 2kbh Bmk Tx11

Tabla 2-3. Resultado del docking de los péptidos propuestos (Energia de union). MR:

Secuencias a producir por sintesis quimca, Bmk: Secuencias a producir de manera

recombinante, BMC: Secuencias evaluadas que no se van a producir

Péptido Secuencia Modificaciones Energia de unién
(kcal/mol)
VRDGYIADDKNCA
YFCGRNAYCDDE _ _
No aplica: Secuencia completa de -3,2
CEKNGAESGYCQ
Bmk AGAP
BmK AGAP WAGVYGNACWCY
KLPDKVPIRVPGK
CNGG
BMC1 WCYKLPDKVPIRV | 20 residuos carboxiterminales de -7.7

PGKCNGG

BmK AGAP
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Tabla 2-3: (Continuacion)

BMC2 GGVKLPDKVPIRV | Cambio en los 3 residuos N- -6.9
PGKCNGG terminales de BCM1
BmK20 GGVKLPDKVPIRV | Cambio de Cysl17 por Serl?7 en -7.6
PGKSNGG BCM2
BMC4 KLPDKVPIRVPGK | 17 residuos carboxiterminales de -7.4
CNGG BmK AGAP
Bmk17 KLPDKVPIRVPGK | Cambio de Cysl14 por Serl4 en -7.8
SNGG BCM4
MR-B1 PIRVPGKCNGG 11 residuos carboxiterminales de -7.6
BmK AGAP
MR-B2 PIRVPGKCNGGE | Adicibn de Phe C-terminal a -8.2
MR-B1
MR-B3 PIRVPGKSNGGF Cambio de Cys8 por Ser8 en -8.4
MR-B2

Dentro de los péptidos de 20 residuos (BMC1, BMC2 y Bmk20) se obtuvieron energias
de union similares para BMC1 y Bmk20 (7.7 y 7.6 kcal/mol respectivamente), siendo
los puentes de hidrogeno (10 puentes en BMC1 y 15 en Bmk20) las interacciones mas
importantes. Se selecciond el péptido Bmk20 debido a que los puentes de hidrogeno
son considerados facilitadores de uniones proteina-ligando tanto por su influencia
directa en la afinidad de unibn como porque producen un desplazamiento de las
moléculas de agua unidas a la proteina (Herschlag & Pinney, 2018) (Chen et al., 2016)
(Fig. 2-3). El aumento en los puentes de hidrégeno se debe a los cambios introducidos,
en las que se reemplazaron los tres primeros aminoacidos de BMC1 (Trpl, Cys2 y

Tyr3) por residuos mas pequefios y apolares (Glyl, Gly2 y Val3) que aumentan la
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flexibilidad de la estructura peptidica, mientras que el residuo Cys17 se reemplazé por

Serl7 que tiene una mayor capacidad de formar puentes de hidrogeno.

Figura 2-3: Simulacién de la interaccién del péptido Bmk20 con el canal TRPC6. La
estructura en barras y esferas corresponden al ligando Bmk20, mientras que las
estructuras mas claras representan los residuos mas importantes del canal TRPC6 con
los que interactua el péptido. Der: Vista general de la interaccion del péptido Bmk20
con el canal TRPCG6. lIzqg: Vista ampliada de los residuos del péptido Bmk20 que
establecen la mayor cantidad de interacciones con los residuos del canal TRPCS6.
Negro: Residuos del canal TRPC6 (Las letras A, B, C y D indican la cadena de la
estructura tetramérica del canal a la que pertenece el residuo). Rojo: Residuos del

péptido Bmk20. Verde: Puente de hidrogeno. Naranja: Interaccién electrostatica.
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Respecto a los péptidos de 17 aminodcidos, se seleccioné Bmk17 porque tuvo la mayor
energia de union (-7.8 kcal/mol) y la misma cantidad de puentes de hidrégeno que
BMC4 (13 en total) (Fig. 2-4).

Se propusieron tres secuencias de 11 residuos de aminoacidos (MR-B1, MR-B2 y MR-
B3), de las cuales dos (MR-B2 y MR-B3) mostraron las energias de uniobn més altas
entre todas las secuencias propuestas (-8.2 y -8.4 kcal/mol, respectivamente) (Fig. 2-

5, 2-6 y 2-7). Sin embargo, como se menciond previamente, el sistema de expresion
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D:Thr677

recombinante requiere secuencias de al menos 9 residuos para su correcto
funcionamiento. Dado que estas secuencias se encuentran muy préximas a este limite,
se consider6 que la produccion mediante sintesis quimica en fase soélida seria mas

adecuada para garantizar su correcta obtencion y pureza en este punto del trabajo.

Figura 2-4: Simulacién de la interaccién del péptido Bmk17 con el canal TRPC6. La
estructura en barras y esferas corresponden al ligando Bmk17, mientras que las
estructuras mas claras representan los residuos mas importantes del canal TRPC6 con
los que interactia el péptido. 1zq: Vista general de la interaccion del péptido Bmk20
con el canal TRPC6. Der: Vista ampliada de los residuos del péptido Bmk17 que
establecen la mayor cantidad de interacciones con los residuos del canal TRPCS6.
Negro: Residuos del canal TRPC6 (Las letras A, B, C y D indican la cadena de la
estructura tetramérica del canal a la que pertenece el residuo). Rojo: Residuos del

péptido Bmk17. Verde: Puente de hidrogeno. Naranja: Interaccién electrostatica.
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Los resultados del docking de las secuencias seleccionadas (interacciones con el canal
TRPCB6) se presentan en la Tabla 2-4. La mayor cantidad de interacciones que se
establecen con el receptor son tipo puente de hidrogeno, cuya importancia se discutié
previamente, y también se resalta la formacion de interacciones hidrofébicas (alquil y

-alquil) que contribuyen a la estabilizacion de la union con el receptor.
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Todas las secuencias propuestas mantienen en su extremo c-terminal la lisina
equivalente a Lys62 de la secuencia de Bmk AGAP, asi como la arginina y la
asparagina correspondientes a Arg58 y Asn64 del péptido original. En todos los casos
estos residuos cargados positivamente formaron puentes salinos fuertes (interaccion
electrostatica) con acido glutamico (Glu) de las cadenas del tetramero a su alrededor,
lo que sugiere que la presencia de estos residuos con carga positiva en estas
posiciones son importantes porque pueden interactuar directamente con sitios putativos
de reconocimiento del canal, determinan la orientacion espacial de los péptidos
disefiados y forman un potencial electrostatico que podria estar involucrado en la
reconocimiento del sitio de interaccion en el receptor (Zhao et al., 2020) (Cui et al.,
2022).

Tabla 2-4. Resumen de las interacciones obtenidas del docking molecular de los
péptidos BmK17, BmK20, MR-B1, MR-B2 y MR-B3 con el canal TRPC6. Se
consideraron Unicamente las interacciones electrostaticas y los puentes de hidrégeno

para identificar el residuo con mayor niumero de interacciones.

Interacciones Puentes de Interacciones Aminoécido

electrostaticas hidrogeno hidrofobicas con mas
Péptido (Puente salino) interacciones
Bmk17 4 13 4 Lys13
Bmk20 4 15 8 Argl2
MR-B1 2 12 5 Arg3
MR-B2 6 11 7 Arg3
MR-B3 2 12 8 Arg3
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Figura 2-5: Simulacién de la interaccion del péptido MR-B1 con el canal TRPC6. La
estructura en barras y esferas corresponden al ligando MR-B1. La estructura en barras
y esferas corresponden al ligando MR-B1, mientras que las estructuras mas claras
representan los residuos mas importantes del canal TRPC6 con los que interactia el
péptido. Izq: Vista general de la interaccion del péptido MR-B1 con el canal TRPCS6.
Der: Vista ampliada del residuo Arg3 del péptido MR-B1 que establece la mayor
cantidad de interacciones con los residuos del canal TRPC6. Negro: Residuos del canal
TRPCEG6 (Las letras A, B, C y D indican la cadena de la estructura tetramérica del canal
a la que pertenece el residuo). Rojo: Residuos del péptido MR-B1. Verde: Puente de

hidrogeno. Naranja: Interaccion electrostatica.
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Figura 2-6: Simulacion de la interaccion del péptido MR-B2 con el canal TRPC6. La
estructura en barras y esferas corresponden al ligando MR-B2, mientras que las
estructuras mas claras representan los residuos mas importantes del canal TRPC6 con
los que interactia el péptido. 1zq: Vista general de la interaccion del péptido MR-B2
con el canal TRPC6. Der: Vista ampliada del residuo Arg3 del péptido MR-B2 que
establece la mayor cantidad de interacciones con los residuos del canal TRPC6. Negro:
Residuos del canal TRPC6 (Las letras A, B, C y D indican la cadena de la estructura
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tetramérica del canal a la que pertenece el residuo). Rojo: Residuos del péptido MR-

B2. Verde: Puente de hidrégeno. Naranja: Interaccion electrostatica.
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Figura 2-7: Simulacién de la interaccién del péptido MR-B3 con el canal TRPCS6. La

estructura en barras y esferas corresponden al ligando MR-B3, mientras que las

estructuras mas claras representan los residuos mas importantes del canal TRPC6 con

los que interactua el péptido. 1zq: Vista general de la interaccion del péptido MR-B3

con el canal TRPC6. Der: Vista ampliada de los residuos del péptido MR-B3 que

establecen la mayor cantidad de interacciones con los residuos del canal TRPCS6.

Negro: Residuos del canal TRPC6 (Las letras A, B, C y D indican la cadena de la

estructura tetramérica del canal a la que pertenece el residuo). Rojo: Residuos del

péptido MR-B3. Verde: Puente de hidrogeno. Naranja: Interaccion electrostatica.
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Las propiedades fisicoquimicas predichas de los péptidos seleccionados se presentan
en la Tabla 2-5. El valor del indice GRAVY (escala Kyte & Doolittle) se utiliza como
medida de la hidrofobicidad de las proteinas, por lo que se asocia con su interaccion
en medios acuosos Yy lipidicos (Trejos et al., 2023). Para todos los péptidos se
obtuvieron valores GRAVY negativos lo que indica que son compuestos hidrofilicos
(ljaz et al., 2023) (Terziyski et al., 2023).

Entodas las secuencias disefiadas se obtuvo que la mayoria de sus residuos presentan
un alto porcentaje de accesibilidad al solvente, esto se debe principalmente a la gran
flexibilidad que presenta el esqueleto peptidico al predominar la conformacion tipo
random coil (Berjanskii & Wishart, 2008) (Tan et al., 2019). Tanto el caracter hidrofilico
como la accesibilidad de los residuos se ajustan con la prediccion de que todos los

péptidos disefiados presentarian una alta solubilidad en agua.

Se busca que los péptidos interactiien con el dominio extracelular del canal TRPC6 sin
gue penetren la membrana celular, por lo que se predijeron los valores de penetracion
del péptido en la célula (CPP). Como se esperaba, en todos los casos se obtuvieron
CPP negativos (Tabla 2-5), lo que indica que tienen una baja penetrabilidad en la célula
y que lo mas probable es que no puedan atravesar la membrana celular (Gautam et al.,
2015). Aunque los péptidos disefiados presentan el tamafio adecuado para permear
la membrana celular (menos de 20 residuos), su baja capacidad de permeacion se
debe a que no presentan caracteristicas que favorezcan la penetracion celular como
una estructura secundaria tipo hélice ni un contenido elevado de arginina y/o lisina
(Desale et al., 2021) (Radis-Baptista, 2021).

El indice Boman se utiliza para estimar el potencial de un péptido de unirse a una
proteina (Boman, 2003), y se determiné utilizando la plataforma Antimicrobial Peptide
Database (Wang et al., 2016). Se ha identificado que valores elevados del indice
Boman (>2,5) corresponden a péptidos multifuncionales con alto potencial de union,
mientras que menores valores (alrededor de 1) indican potencial actividad
antimicrobiana con menor probabilidad de efectos secundarios (Hansen et al., 2020).

Los indices de Boman obtenidos para las secuencias disefiadas (Tabla 2-5) indican
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una potencial actividad antimicrobiana con pocos efectos secundarios. Teniendo en

cuenta el tamarfio de estos péptidos, su estructura secundaria y su carga neta positiva,

pueden ser clasificados como péptidos con potencial antimicrobianos de tipo catiénico

sin estructura secundaria definida (Yan et al., 2022); cuya actividad se debe

principalmente a la capacidad de establecer puentes de hidrégeno e interacciones

electrostaticas que desestabilizan la integridad de la superficie de la membrana

bacteriana cargada negativamente (Ramazi et al., 2022).

Tabla 2-5. Propiedades fisicoquimicas de los péptidos seleccionados

Propiedad Bmk20 Bmk17 MR-B1 MB-B2 MR-B3
Peso Molecular (Da)! | 1975.3 1909.2 1097.3 1244.5 1228.4
Punto isoeléctrico® 10.9 10.9 10.5 10.5 11.5

Solubilidad en agua® Alta Alta Alta Alta Alta

GRAVY? -0.49 -0.58 -0.46 -0.19 -0.47

Penetracion del -0.31 -0.32 -0.28 -0.44 -0.48

péptido en la célula

(CPP)?

indice Boman 1,18 1,74 1,27 0,92 1,31

(kcal/mol)®

Probabilidad de 0,003 0,009 0,006 0,002 0,004

hemolisis*

! Protparam (https://web.expasy.orgtotparam/)
2 CellPPD (http://crdd.osdd.net/raghava/cellppd/
3 APD3 (https://aps.unmc.edu/

4 HAPPENN (https://research.timmons.eu/happenn

Una de las mayores dificultades para la aplicacién de péptidos antimicrobianos (PAM)

con fines terapéuticos es su tendencia a ocasionar hemdlisis, y se estima que cerca del
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70% de los PAM identificados poseen actividad hemolitica (Salem et al., 2022). La
prediccion de una posible actividad hemolitica se llevé a cabo utilizando la herramienta
HAPPENN (Timmons & Hewage, 2020) que determina la probabilidad de hemdlisis en
una escala de 0 a 1 (siendo 0 muy poco probable). Para todos los péptidos disefiados
se obtuvo una probabilidad de actividad hemolitica menor a 0,01, por lo que no
causarian hemolisis. Una de las posibles razones que explica la ausencia de actividad
en la membrana eucariota es que esta posee, entre otras caracteristicas, un perfil de
fosfolipidos que le confieren una naturaleza zwitteridnica en contraste con el caracter
anionico de la membrana procariota (Timmons & Hewage, 2020). Como perspectiva,
se plantea que en trabajos futuros se evalle la actividad antimicrobiana de todas las
secuencias disefiadas. Asimismo, se considere la produccion de los péptidos BMC1,
BMC2 y BMC4, que demostraron un mayor potencial de unién al canal en comparacion
con el péptido BmK AGAP

2.3 Conclusiones

El estudio de la interaccién in silico entre el péptido BmK AGAP y el canal TRPC6
permitié identificar y disefiar un grupo de nuevos péptidos con un potencial significativo
para modular la actividad de este receptor. Los péptidos propuestos destacan por
mostrar, a nivel in silico, un mayor potencial de uniéon (Kcal/mol) al canal en
comparacion con el péptido original BmK AGAP, lo que sugiere que podrian regular la
actividad del receptor en estudios in vitro y/o in vivo. Esto es particularmente relevante,
ya que el receptor TRPC6 esta sobreexpresado en células cancerosas, lo que implica

un posible efecto antitumoral.

Aunque los péptidos de 11 residuos presentan las mayores energias de unién, su
tamafio no es adecuado para producirlos mediante el sistema de expresion
recombinante SUMO. Por lo tanto, se sintetizaron quimicamente para evaluar su
actividad en diversas lineas celulares tumorales. Por su parte, se llevdé a cabo la
expresion recombinante de algunos de los péptidos utilizando el sistema de exprsion
SUMO.
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3. Capitulo 2: Péptidos producidos por
Sintesis en Fase Soélida (SPPS)

3.1 Metodologia

3.1.1 Sintesis en Fase Sdlida

La sintesis en fase sélida se llevd a cabo mediante la técnica Fmoc ya que ésta limita
el uso de &cido trifluroacético (TFA) Unicamente a la etapa de liberacion del péptido de
la resina y no requiere adicionar fluoruro de hidrégeno. La metodologia de sintesis se
adapté de Apostolopoulos (2021). Se adicionaron 4 mL de diclorometano (DCM) a
120,5 mg de resina (NovaPEG Rink-Amida Novabiochem) y se agité durante 24 h para
hinchar la resina; luego se adicioné la solucién de acoplamiento y se mantuvo en
agitacion al menos 6 h. Posteriormente se realizaron 5 lavados con DMF seguidos por
3 con DCM y se verifico el acople del residuo mediante prueba cualitativa de ninhidrina
o test de Kaiser. Para la desproteccion del grupo Fmoc N-terminal del péptido anclado
a la resina se hicieron 2 lavados con 7 mL de piperidina (5% en DMF) durante 15 min
seguidos por 7 lavados con DMF y 3 con DCM y la prueba de Kaiser para comprobar

la desproteccion.

Las soluciones de acople consistieron en una mezcla del agente de acoplamiento
diciclohexilcarbodiimida (DCC), un agente inhibidor de reacciones secundarias
hidroxibenzotriazol (HOBt) y el aminoacido a acoplar en un factor de 5 excesos respecto
a la sustitucion de la resina (0,45 mEqg/g) disueltos en 6 mL de N,N-dimetilformamida
(DMF).
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Los amino&cidos empleados en la sintesis fueron Fmoc-Pro-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-
Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH,
Fmoc-Ser(Tbu)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH y Fmoc-Phe-OH (Novabiochem).

Al terminar los acoples la resina con el péptido anclado fue lavada tres veces con éter
dietilico (4 °C), se dejo secar y se peso. Se preparo en fresco la solucion de desanclaje
(92,5% TFA, 2,5% triisopropilsilano (TIPS), 2,5% 1,2-etanoditiol (EDT) y 2,5% agua
miliQ), se adiciond a la resina seca (150 L de solucion/3 mg de resina-péptido) y se
mantuvo en agitacion durante 6 h. La mezcla se filtré y a la solucién obtenida se le
agrego el doble de su volumen de éter dietilico (-20 °C). La solucién obtenida se
centrifugd a 5000 rpm durante 5 min, se retir6 el sobrenadante, se resuspendio el pellet
en éter frio y se mantuvo a -20 °C durante 20 min. Se repitieron los pasos de
centrifugacion y adicion de éter 6 veces y en la centrifugacion final el sobrenadante se
descartd y se eliminé el éter remanente en el precipitado por evaporacion a temperatura

ambiente.

Los péptidos obtenidos se analizaron mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC) en fase reversa en un cromatografo HITACHI con detector 5410 UV ( = 210
nm) y una columna PuroSphere RP-18 (Merck) de 150 mm de largo y un diametro
interno de 4,6 mm, en un gradiente de concentracion del 5% al 95% de acetonitrilo ACN
(Merck) con 0,1% de TFA por un tiempo de 35 min, un flujo de 1 mL/min y se inyectaron
20 L de muestra en agua- 0,1% TFA (0,1 mg/mL) cuantificada por el método del 4cido
bicinconinico (BCA) ( Smith et al., 1985).

Los péptidos purificados fueron analizados por espectrometria de masas utilizando un
equipo Bruker Impact Il, acoplado a un sistema de cromatografia liquida de ultra alta
resolucion (UHPLC Bruker Elute). Se emple6 una columna Bruker Intensity Solo 2 C18
(100 x 2.1 mm i.d.) y se utilizaron los siguientes solventes: A: agua con 0.1% de &cido
formico y B: acetonitrilo con 0.1% de acido formico. El analisis se realizé6 mediante un
gradiente que vario del 5% al 95% de B en 10 minutos. La temperatura de la columna

se mantuvo a 30 °C y se inyectaron 10 L de muestra.
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El método de espectrometria de masas (MS) se llevo a cabo en polaridad positiva
utilizando el modo de escaneo MS. El rango de masa analizado fue de 100 a 2000 m/z,
con una tasa de escaneo de 6.00 Hz. Se establecié un offset en la placa final de 400 V
y un voltaje de capilaridad de 4500 V. La presién del nebulizador se ajusté a 29 psi,
mientras que el gas de secado se mantuvo a un flujo de 9.0 L/min y a una temperatura
de 200 °C.

3.1.2 Ensayos del efecto de los péptidos sintéticos en diferentes

lineas celulares derivadas de tumores

Para evaluar la actividad de los péptidos MR-B1, MR-B2 y MR-B3, se analiz6 su efecto
citotéxico sobre las lineas celulares MCF7 (ATCC® HTB-22™) de carcinoma de mama,
HeLa (ATCC® HTB-22™) de carcinoma cervical, A549 (ATCC CCL-185™) de pulmon,
CAL 27 (ATCC CRL-2095™) y SCC090 (ATCC CRL-3239™) VPH(+) de carcinoma
oral, y fibroblastos humanos (HDFa, PCS-201-012™). Las lineas celulares se cultivaron
en medio RPMI-1640 (Gibco-BRL) o DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
Gibco-BRL), suplementados con 10% de suero fetal bovino (SFB), siguiendo las
recomendaciones descritas por ATCC (www.atcc.org, consultado el 1/08/2022). Los

cultivos se mantuvieron en una atmoésfera hUmeda con 5% de CO a 37°C.

El efecto citotoxico se evalu6 mediante el ensayo de MTT, basado en la reduccion
metabolica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio por accién de
la succinato-deshidrogenasa mitocondrial, generando cristales de formazan. Estos
cristales permitieron cuantificar la viabilidad y proliferacion celular al medir su

absorbancia a 570 nm.

Para este ensayo, se prepard una suspension de células en medio suplementado, las
cuales se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 1 x 10 células/pozo,
permitiendo la adhesién celular durante 24 horas. Posteriormente, las células fueron
tratadas con diluciones seriadas de los péptidos durante 24 horas en medio
suplementado con SFB al 5%. Después de la incubacién, se afiadieron 10 pL de MTT
(5 mg/mL) a cada pozo y se incubaron durante 3-4 horas para permitir la formacion de

cristales de formazan. Las placas se centrifugaron, el sobrenadante se descartd, y los
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cristales formados se disolvieron con dimetilsulfoxido (DMSO). Finalmente, se midio la

absorbancia a 570 nm.

Cada concentracion se analizé en tres réplicas técnicas. Las células cultivadas en
medio de crecimiento sin péptido se utilizaron como control de 100% de viabilidad.
Como control positivo de muerte celular se uso etopésido a partir de 100 ug/mL. Las
diferencias en la actividad metabolica se analizaron mediante la pruebat de Student en
el software Statgraphics ®, considerandose significativas aquellas con p < 0,05. Con
los porcentajes obtenidos de viabilidad celular se realizé un ANOVA con 95% de
confianza para determinar diferencias estadisticamente significativas entre

tratamientos, se obtuvo la gréfica usando el programa GraphPad Prism 6.0

Para algunos de los ensayos se midio la actividad de la Lactato Deshidrogenasa (LDH),
un ensayo de citotoxicidad de amplio espectro. Para ello, en una placa de 96 pozos se
sembraron 5000 células cultivadas en RPMI con 5% de SFB. Después de 24 h, se
adiciond el péptido (10 ug totales) y se dejé durante 24 h. Transcurrido este periodo,
se tomaron 50 pL de los sobrenadantes y se transfierieron a una nueva placa. Los
sobrenadantes se pusieron a reaccionar con la mezcla de reaccion que contenia el
sustrato para la enzima LDH durante 30 minutos, a temperatura ambiente y protegidos

de la luz. Se realizaron lecturas a 490 nm y 680 nm.

3.1.3 Evaluacién del efecto sobre la expresion de  genes pro 'y

anti-apoptéticos

Se trabajaron genes asociados a vias apoptoéticas, y mediante transcripcion reversa
acoplada a reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR), se evalu6
la expresién de un panel de genes pro y anti-apoptéticos. Entre los genes analizados
se incluyeron hBCL2, hBID, Cas3, Cas8, Cas9 y -actina. Para ello, se emplearon
primers especificos para cada uno de los genes, disefiados con el programa Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu) con base en las secuencias reportadas en GenBank.
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De acuerdo con el efecto de los péptidos se selecciono la linea celular SCC090. Las
células en medio de mantenimiento se sembraron en placas de cultivo a una densidad
de 580000 células/caja y se dejaron incubar durante 48 h para permitir su adherencia.
Posteriormente, las células se trataron con los péptidos en un rango de concentracion
equivalente al IC durante 24 horas, asi T1: Control negativo sin estimulo, T2: Control
positivo con doxorrubicina, T3: Tratamiento con el péptido MR-B1 (10 g). Una vez
transcurrido este tiempo, el medio de cultivo fue retirado, y las células adheridas se
recolectaron para la extraccién de ARN utilizando el reactivo Trizol ® ARN (Invitrogen)
de acuerdo con las instrucciones manteniendo durante todo el proceso la temperatura
inferior a 4°C. Las muestras obtenidas se cuantificaron por relacion de absorbancias
A260/A280 en espectrofotometro Nanodrop ® y se visualizaron en electroforesis (gel
1% agarosa TBE).

La retrotranscripcion para la sintesis de ADNCc se llevé a cabo utilizando el kit OneScript
Plus ® (Abm) que incluye la enzima M-MLV (Moloney murine leukemia virus)
retrotranscriptasa. Para la RT-gPCR se utilizo el reactivo SSO Advanced Universal
SYBR® Green Supermix (BIO-RAD) y el sistema de deteccion CFX96TM Opticus
Module (BIO-RAD). Se empled una dilucion 1:10 de la reacciéon de ADNc de cada
tratamiento, se analizé cada una por triplicado y se evalud la expresion relativa de los
genes hBCL2, hBID, Cas3, Cas8, Cas9 y p53 respecto al gen -actina. El andlisis de
expresion relativa se llevo a cabo siguiendo el método descrito por Livak & Schmittgen
(Livak & Schmittgen, 2001), los datos se analizaron en el software estadistico

Statgraphics ® y se graficaron con el paquete Graphpad Prism 6.0.

Esquema 2. Metodologia general utilizada para la evaluacion de la actividad de los

péptidos producidos por sintesis en fase sdlida en diferentes lineas celulares tumorales.

. . Evaluacion del efecto de 1
Sintesis de péptidos MR-B en va g(eiiuon l? o 01 le o
fase solida péptidos en lineas celulares
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11. Purificacion HPLC (placas de 96 pozos)
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Tratamiento durante 24 h
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3.2 Analisis de resultados

3.2.1 Sintesis de péptidos en fase solida

En el perfil cromatogréfico del péptido MR-B1 (Fig. 3-1a) se identifican dos sefiales, la
primera eluye alrededor de 14 min y la segunda en 15 min. Para el péptido MR-B2 (Fig.
3-2a), los resultados son similares con una sefial en 15,5 min y otra en 16,5 min. En
ambos casos la presencia de mas de una sefial indica la formacion de subproductos
indeseados durante la sintesis como consecuencia de acoples incompletos, reacciones
laterales de la O-acilisourea producida durante la activacion del &cido carboxilico, y
procesos de racemizacion (Al Musaimi, 2020). En general dichos compuestos tienen
menor tamafio y se presentan en menor cantidad, por lo que se espera que en ambos
casos el segundo pico del cromatograma corresponda al péptido de interés (mayor

intensidad de sefial y tiempo de retencion).

Figura 3-1: Perfil cromatogréfico del péptido MR-B1 antes (a) y después de la
purificacion (b). Columna PureSphere RP-18, gradiente de acetonitrilo (TFA 0,1%) -
agua (TFA 0,1%), Flujo: 1 mL/min 20 L de muestra.
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Para purificar los péptidos MR-B1 y MR-B2 se colectaron por separado cada uno de los
picos que eluyeron de la columna, luego se elimin6 el solvente organico de cada
fraccion utilizando SpeedVac y posteriormente fueron liofilizados. Las muestras
liofilizadas se resuspendieron en agua-TFA 0,1% y se analizaron mediante HPLC con
las mismas condiciones descritas y se verifico la presencia de una Unica sefial en

ambos casos (Fig. 3-1b y Fig. 3-2b respectivamente).
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En el perfil cromatografico del péptido MR-B3 solo se obtuvo una sefial alrededor de
11 min, por lo que para su purificacion se utilizé la columna semipreparativa Chromolith
RP-18e de 100 mm de largo y diametro interno de 10 mm, con un gradiente de ACN
del 5% al 95% con 0,1% de TFA por un tiempo de 35 min, un flujo de 3 mL/min y se
inyectaron 0,5 mL de muestra en agua- 0,1% TFA (0,1 mg/mL) (Fig. 3-3). Al igual que
con los primeros dos péptidos, se eliminé el solvente organico utilizando SpeedVac y
se liofilizo la muestra.

Figura 3-2: Perfil cromatografico del péptido MR-B2 antes (a) y después de la
purificacion (b). Columna PureSphere RP-18, gradiente de acetonitrilo (TFA 0,1%) -
agua (TFA 0,1%), 20 L de muestra.
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Una de las reacciones secundarias mas frecuentes en la sintesis de péptidos es la
desamidacion de los residuos de asparagina, en la que se produce una succinimida
intermediaria que da lugar a la formacion de &cido aspartico, isoaspartico y
aspartimidas ciclicas (Androutsou et al., 2020); subproductos que resultan dificiles de
separar mediante cromatografia liquida en fase reversa. La formacion de aspartimida
es acumulativa durante el proceso de sintesis ya que tiene lugar en cada etapa de
desproteccion del grupo Fmoc N-terminal con piperidina, la posterior reaccion de acople
y durante la desproteccion global de las cadenas laterales con el acido trifluroacético,

asi como durante la purificacion y almacenamiento del péptido (Neumann et al., 2020)

T T T T T T T T T T T T T T
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Los residuos de asparagina (Asn) seguidos por glicina (Gly) en su extremo
carboxiterminal son los mas susceptibles a sufrir desamidacion debido a que se
minimiza el impedimento estérico y electronico para el ataque nucleofilico (Manning et
al., 2018). En todos los péptidos sintetizados se presenta la secuencia XX-Asn-Gly-XX,
por lo que es factible que haya tenido lugar la reaccion de desaminacion de Asn y la
posterior formacién de subproductos, los cuales podrian estar relacionados con las
sefiales adicionales que se obtuvieron en los cromatogramas crudos de los péptidos
MR-B1y MR-B2.

Figura 3-3: Perfil cromatogréafico del péptido MR-B3 (a) antes de la purificacion
(Columna Puresphere RP-18) y b) después de la purificacion (Columna
semipreparativa Chromolith RP-18e). Gradiente de acetonitrilo (TFA 0,1%) - agua (TFA
0,1%) en ambos casos, 20 L (a) y 500 L (b) de muestra.
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Otra de las reacciones secundarias que se pueden dar es la trifluroacetilacién de la
cadena lateral de la lisina, la cudl tiene lugar en presencia del acido trifluroacético
utilizado para la desproteccion global del péptido final y su separacion del soporte
solido. En estas condiciones se obtienen subproductos trifluroacetilados que poseen
propiedades cromatograficas similares al producto deseado, ocasionando sefiales
similares en el andlisis por HPLC lo que dificulta su separacion (Yang, 2016); por lo que
como en el caso de la Asn, es posible que las demas sefiales obtenidas en los crudos

de MR-B1 y MR-B2 estén asociadas a subproductos trifluoroacetilados.
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La degradacion del DMF es la principal causa de las reacciones secundarias de
formilacién que se pueden dar durante la sintesis del péptido, en donde el subproducto
acido férmico e incluso el mismo DMF actiian como donores del grupo formilo, lo que
conlleva a la formacién de subproductos N-formilados en condiciones &cidas (HOBt)
(Martin et al., 2021). Por otro lado, la prolina puede presentar diferentes configuraciones
(cis/trans) que ocasionan diferentes picos en los cromatogramas obtenidos mediante
HPLC (Nagamalleswari & Umashankar, 2023). Debido a que durante la sintesis estan
dadas las condiciones para que se de la formilacion no deseada (presencia de HBOt
principalmente), y que las diferentes configuraciones de la prolina son inherentes a
dicho amino&cido, no se descarta que dichos factores estén asociados con las sefiales

adicionales obtenidas en los crudos de MR-B1 y MR-B2.

Las ultimas reacciones secundarias que se deben considerar son las asociadas a la
cisteina (Cys). La Cys es uno de los residuos mas sensibles durante la sintesis en fase
soélida, donde es comun que ocurran reacciones no deseadas, como racemizacion,
eliminacion y alquilacion. Ademas, durante la sintesis de péptidos que contienen
cisteina, es frecuente la formacibn no deseada de puentes disulfuro intra- o

intermoleculares debido a la oxidacion en presencia de aire (Chakraborty et al., 2024).

El uso de TFA en conjunto con EDT para la desproteccion global de péptidos que
contienen residuos de cisteina con el grupo tritilo (Trt) como protector de cadena lateral
favorece la formacion de aductos Cys-EDT como subproductos (Spears et al., 2021).
La tendencia de los residuos de Cys a formar especies con EDT es fuertemente
influenciada por los residuos que los rodean ya que estos influyen en pKa del grupo
tiol, el cual aumenta su caracter nucleofilico a menores valores de pKa favoreciendo la
reaccion con el EDT. Residuos cargados positivamente como lisina y arginina
disminuyen el pKa alrededor del grupo sulfhidrilo aumentando su nucleofilicidad (Yang,
2016). En el caso de los péptidos MR-B1 y MR-B2 se presenta la secuencia XX-Lys-
Cys(Trt)-OH -XX, por lo que no se descarta que se haya dado la formacién de
subproductos con Cys-EDT junto con los asociados a la sensibilidad del grupo tiol de
la cisteina, y que dichas especies estén relacionadas con las sefales adicionales en
los cromatogramas de estos péptidos, mientras que no se presentan en MR-B3 puesto

gue en su secuencia se sustituyo la cisteina por serina.
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La cantidad teorica del péptido se calculé como el producto de la masa de resina inicial
(120,5 mg), el peso molecular del péptido y los puntos activos de la resina (0,45 mmol/g)
(Ec. (3-1)).

(3-1)

El rendimiento global de la sintesis se defini6 como la relacion entre la masa de péptido
obtenido luego de la purificacion y la cantidad tedrica (Ec. (3-2)). Los resultados se
presentan en la Tabla 3-1.

"% SU6IGI("# )*+,
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0112 (3-2)

Los péptidos liofilizados obtenidos luego del proceso de purificacidén se resuspendieron
en 1 mL de agua miliQ- TFA (0,1%), las soluciones se cuantificaron utilizando el método
del &cido biscinconinico (BCA) y se calcul6 el péptido puro (mg) como el producto de

la concentracion por el volumen de la solucion.

Tabla 3-1: Resultados de la sintesis en fase solida de los péptidos MR-B1, MR-B2 y
MR-B3.

Péptido Cantidad tedrica de Péptido Rendimiento de la
péptido (mQ) Puro* (Mg) sintesis (%)
MR-B1 59,25 9,04 15,19
MR-B2 67,20 12,14 17,86
MR-B3 66,33 13,21 19,60

* Cuantificado por el Método del acido biscinconinico (BCA)

En todos los casos, los rendimientos globales de las sintesis fueron cercanos al 20%,
lo cual se encuentra dentro de lo esperado, considerando que la sintesis se hizo

manualmente. Un factor clave durante el proceso de sintesis es la desproteccién del
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grupo Fmoc en el extremo N-terminal antes de cada reaccién de acoplamiento. Se
busca lograr una desproteccién total para maximizar la disponibilidad de los sitios de
acoplamiento en el péptido unido a la resina. Sin embargo, no es posible garantizar que
se haya logrado una desproteccion completa en cada etapa. Para verificar la presencia
de grupos amino libres, se utilizé la prueba cualitativa de ninhidrinas; no obstante, esta
prueba proporciona un resultado positivo ante la presencia de cualquier aminoacido
libre, incluyendo aquellos que resulten de una desprotecciobn incompleta. La
desproteccion incompleta, incluso en niveles muy bajos, puede ocasionar una
disminucion significativa en el rendimiento global de la sintesis (Straner et al., 2016;
Guzman et al., 2023). Teniendo esto en cuenta, es probable que haya tenido un impacto

considerable en el rendimiento obtenido.

Durante la sintesis, es necesaria una homogenizacién constante de la mezcla para
garantizar una buena interaccion entre la resina y los demas reactivos, favoreciendo
asi las reacciones deseadas. En este caso, la sintesis se llevo a cabo utilizando un
agitador rotativo para tubos a temperatura ambiente, que no es recomendable, ya que
este tipo de agitacién presenta baja difusion y transferencia de masa limitada en
comparacion con alternativas como la agitacion magnética con calentamiento (Naoum
et al., 2022; Alshanski et al., 2018). Esto pudo haber afectado el rendimiento de cada

acople.

Se ha identificado que los aminoacidos Fmoc-Arg(Pbg)-OH y Fmoc-Gly-OH no se
solubilizan facilmente a altas concentraciones, lo que dificulta su acople durante la
sintesis (Martin et al., 2021) (P ibylka et al., 2020). En cada paso de acople, se adicion6
el aminodcido en una relacidon de 5 excesos, por lo que es posible que la glicina y la
arginina no se hayan solubilizado por completo durante la etapa de acoplamiento; y
teniendo en cuenta que todos los péptidos sintetizados tienen tres Gly y una Arg, lo que
representa alrededor del 40% de su longitud total, es posible que esta combinacion de
factores haya tenido un gran impacto en la disminucién de la eficiencia global de la

sintesis.

Adicionalmente, a temperatura ambiente se da la descomposicién de las soluciones de

DMF/piperidina formando N-formilpiperidina y dimetilamina, lo que disminuye el
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rendimiento del acople que se esté llevando a cabo (Martin et al., 2021), por lo que este
factor también contribuyé a la disminucion del rendimiento global de la sintesis. En este
caso se recomienda que para cada paso de desproteccion del grupo Fmoc la solucién
de piperidina/DMF (20%) sea preparada en fresco y utilizando solvente de alta pureza

para minimizar la descomposicién de la mezcla.

Dentro de las alternativas para mejorar el rendimiento global de la sintesis, se destaca
el uso de derivados de oximas como activadores, los cuales han demostrado mejores
resultados en términos de rendimiento y minimizacion de reacciones laterales que los
derivados de HOBt (Manne et al., 2022). Adicionalmente, el calentamiento asistido por
microondas durante las reacciones de acople y desproteccion permite reducir los
tiempos de estas etapas, aumenta la pureza de los crudos obtenidos y disminuye el

volumen de solvente requerido durante el proceso de sintesis (Naoum et al., 2022).

La espectrometria de masas en modo de ionizacion por electrospray (ESI-MS) es una
técnica ampliamente utilizada para la caracterizacion de péptidos debido a su alta
sensibilidad y precision. Este método es particularmente adecuado para el analisis de
péptidos porque genera multiples estados de carga, lo que facilita la determinacion de
masas moleculares exactas. Por otra parte, es esencial en la evaluacion de la pureza
y la confirmacién estructural de péptidos, permitiendo la deteccion de oxidacion, de

amidacion o la formacion de dimeros.

Figura 3-4: Espectro de masas (ESI-MS) del péptido MR-B1
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Figura 3-5: Espectro de masas (ESI-MS) del péptido MR-B2
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Figura 3-6: Espectro de masas (ESI-MS) del péptido MR-B3
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Para la determinacién del peso molecular (M) de un péptido individual a partir del
espectro de masas ESI-MS se asume que sefales adyacentes soélo difieren en una
carga, que la carga se debe Unicamente a la union del protén a los iones moleculares
y que la ionizacién solo ocurre en la molécula intacta (Ho et al., 2003). Teniendo esto

en cuenta, se establece un sistema de dos ecuaciones simultaneas derivadas de dos



55

picos adyacentes. Para el péptido MR-B2 (Fig. 3-5) se consideran los picos
m/z= 622,34y 415,23, a partir de los cuales se definen las ecuaciones correspondientes

para calcular el peso molecular del péptido:

), ) S 4 )5 566789 (3-3)
):4, ) 5, )4:0, ) 3, 90,768  (3-4)

Al igualar las ecuaciones (3) y (4) se obtiene z=2, lo que indica que la sefiales 622,34
y 415,23 tienen cargas +2 y +3 respectivamente; con esto es posible asignar la carga
correspondiente a cada sefal del espectro y determinar para cada uno el peso
molecular del péptido (M) (Tabla 3-2). El andlisis de los espectros de masas se llevo a

cabo utilizando el software Mzmine ®.

Tabla 3-2: Peso molecular (M) de los péptidos MR-B1, MR-B2 y MR-B3 calculados a
partir del espectro ESI-MS

(m/z) z Peso Molecular
Péptido de la sefial (Da)
549,5 2 1097,0
MR-B12
366,7 3 1097,1
1243,6734 1242,6734
MR-B2 622,3498 1242,6996
415,2392 1242,7176
1227,6784 1226,6784
MR-B3
614,3467 1226,6934
409,8932 1226,6796

L valor de la sefial obtenido en el programa Mzmine
’La diferencia en cifras se debe a que para el analisis de MR-B1 se utiliz6 un analizador de

masas diferente
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Dentro de las secuencias sintetizadas la arginina es un residuo muy importante para la
ionizacion de la molécula ya que la alta basicidad del grupo guanidina de su cadena
lateral favorece su protonacion en fase gaseosa (Gu et al., 2020). Adicionalmente los
péptidos contienen lisinas y prolinas, cuyos grupos funcionales presentan basicidad en
fase gaseosa lo que les confiere una alta afinidad por los protones (Kijewska et al.,
2021).

Tabla 3-3: Peso molecular (M) monoisotépico (tedrico) y calculado a partir del espectro

de masas
PM monoisotopico PM espectro de
Péptido (Da)t masas
(Da)?
MR-B1 1096,72 1097,0
MR-B2 1242,69 1242,6969
MR-B3 1226,69 1226,6838

1Calculado en la plataforma Protparam (https://web.expasy.org/peptide_mass/) considerando
una amidacion en el extremo C-terminal.

2Calculado como el promedio de los valores obtenidos del espectro de masas reportados en la
Tabla 3-2.

Debido a que en la espectrometria de masas se debe considerar el valor exacto de las
masas de los iones, para el calculo del peso molecular tedrico se utilizé la masa del
isétopo mas abundante (masa monoisotépica) (Chen et al., 2013). El peso molecular
monoisotdpico presentado en la Tabla 3-3 corresponde a las secuencias disefiadas con
una amidacion en la prolina C-terminal, ya que la resina empleada en la sintesis (Rink
Amide) produce péptidos con esta terminacion carboxiterminal. Los resultados indican
gue el peso molecular de los péptidos sintetizados corresponde al valor monoisotépico
de cada secuencia, por lo que se puede afirmar que se lograron sintetizar y purificar las

secuencias objetivo.
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3.2.2 Efecto de los péptidos en las lineas celulare s tumorales

Inicialmente, se realizd una evaluacién en la linea celular de fibroblastos humanos
(HDFa) (PCS-201-012 ™), que se utiliza comunmente como modelo de célula normal
en ensayos de citotoxicidad debido a que son féciles de cultivar, su crecimiento es
constante, presentan una sensibilidad moderada a agentes citotoxicos y son
representativos de muchas células del cuerpo por su origen mesenquimal (LeBleu &
Neilson, 2020).

El control positivo etopésido (rojo), muestra una fuerte disminucion en la viabilidad
celular a medida que aumenta la cantidad, indicando que el tratamiento es citotoxico,
tal como se esperaba. Las curvas de los péptidos evaluados (negro) permanecen muy
cercanas a las curvas del control negativo (azul). Esto sugiere que ninguna de las dosis
evaluadas de los péptidos MR-B1 y MR-B3 ocasion6 una diferencia estadisticamente
significativa en la viabilidad celular de fibroblastos (Fig. 3-7a y 3-7c y Anexo Figura la
y 1c), lo que sugiere que no tienen efecto citotoxico sobre células normales. En
contraste, con el péptido MR-B2 se observéd una disminucién en la viabilidad celular al
60 % con cantidades mayores a 10 g (Anexo Figura 1b), y esta diferencia fue
estadisticamente significativa (Fig. 3-7b) lo que indicaria un potencial efecto citotdxico

sobre los fibroblastos en dichas condiciones.

Figura 3-7: Ensayo de viabilidad celular sobre fibroblastos usando a) MR-B1 (10 )
b) MR-B2 (12 g)y c) MR-B3 (6 g). Etopdsido (10 g). Se realizaron triplicados para
cada dosis (p > 0,05). n.s.: diferencia no significativa. *: diferencia estadisticamente

significativa.
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En la linea celular tumoral SCCO090, el tratamiento con MR-B1 mostré una disminucion
dosis-dependiente en la viabilidad celular, con un comportamiento similar al observado
con etoposido (Anexo Fig. 2a), siendo estadisticamente significativa con 10 g totales
(Fig. 3-8a). Se ha demostrado que la actividad antitumoral del etopdsido se debe, entre
otras razones, a la activacion de las rutas transcripcionales dependientes del gen p53,
lo que induce la apoptosis celular (Jamil et al., 2015). La similitud en la respuesta de
viabilidad celular entre MR-B1 y etopdsido sugiere que la actividad citotoxica del péptido
sobre esta linea celular podria estar relacionada con la activacion de rutas pro-

apoptoticas.

Por otro lado, ninguno de los tratamientos con MR-B2 ni MR-B3 mostré efectos
significativos en la viabilidad celular de esta linea tumoral (Fig. 3-8b y 3-8c, y Anexo
Fig. 2b y 2¢).

Figura 3-8: Ensayo de viabilidad celular sobre la linea tumoral SCC090 usando a) MR-
B1 (10 g) b) MR-B2 (10 g) y c) MR-B3 (10 g). Etopdsido (10 g). Se realizaron
triplicados para cada dosis (p > 0,05). n.s.: diferencia no significativa. *: diferencia

estadisticamente significativa.
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Para la linea tumoral SCC090 en el tratamiento con MR-B1 se observé una disminucion
en la viabilidad celular de manera dosis dependiente siguiendo un comportamiento muy
similar al del tratamiento con etopésido (Anexo Fig. 2a) y siendo estadisticamente
significativa para 10 ¢ totales (Fig. 3-8a). Se ha identificado que la actividad
antitumoral del etopésido se debe, entre otras razones, a la activacion de las rutas
transcripcionales dependientes del gen p53, lo que induce la apoptosis celular (Jamil et

al., 2015). La similitud observada entre el comportamiento de la viabilidad celular con
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MR-B1 y con etopdsido sugiere que es posible que la actividad citotéxica del péptido

sobre esta linea celular se deba a la activacion de rutas pro-apoptéticas.

Por su parte, ninguna de las condiciones evaluadas de MR-B2 y MR-B3 ocasion6
cambios en la viabilidad de esta linea celular (Fig. 3-8 by 3-8c y Anexo Fig. 2b y 2c).

La observacién microscopica permite identificar cambios en la morfologia celular
asociados con procesos apoptéticos y necroéticos (Chen et al., 2022). En células HelLa
se ha identificado encogimiento acompafado de formacién de vesiculas mas
empacadas en el citoplasma y formacién de cuerpos apoptoéticos en los limites internos
de la membrana celular (Henry et al., 2013). En el caso de las SCC090 a las 24 h de
tratamiento con MR-B1 (10 @), se observa contraccion en algunas células, asi como
indicios de formacién de cuerpos apoptoéticos, lo que podria sugierir que estan
transitando por una etapa temprana de apoptosis (Figura 3-9) (Bottone et al., 2013).Sin
embargo, no hay un efecto generalizado dado que no todas las células en cultivo estan

sincronizadas.

Figura 3-9: Imagenes al microscopio (40x) de células SCC090 a las 24 h a) control sin

tratamiento y b) tratamiento con MR-B1 (10 q)

Teniendo en cuenta los resultados del efecto generado en la linea SCC090, se evalud
la actividad de MR-B1 en otra linea de cancer oral, Cal 27. Sin embargo, en este caso
no se observé ningln cambio en la viabilidad celular (Fig.10 y Anexo Fig. 6). Aunque
ambas lineas celulares, SCC090 y Cal27, corresponden a carcinoma de células
escamosas de lengua, SCC090 es positiva para el Virus del Papiloma Humano (VPH+)

mientras que Cal27 es negativa (VPH-). El principal mecanismo oncogénico asociado
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con el VPH es la sintesis de las oncoproteinas E6 y E7, que alteran el funcionamiento
de la proteina p53 sin mutar el gen antitumoral p53 (ldres et al., 2022). A diferencia de
las lineas VPH+, la supresion de la actividad antitumoral en Cal27 se debe a la ganancia
de funcién por mutacion del gen p53, lo que provoca un cambio en la expresion genética
y un funcionamiento anormal de la proteina (Ganci et al., 2020). La ausencia de
actividad del péptido MR-B1 en la linea Cal27 (VPH-) en contraste con SCC090 (VPH+)
sugiere que la activacion de las rutas de muerte celular inducidas por el péptido podria

depender de la presencia de un gen p53 funcional, sin mutaciones.

Figura 3-10: Ensayo de viabilidad celular sobre la linea tumoral Cal27 con
MR-B1 (10 g)y etop6sido (10 g). Ensayo por triplicado (p>0,05). n.s.: Diferencia no

significativa. *: Diferencia estadisticamente significativa
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Por su parte, los resultados de la actividad en la linea tumoral HeLa se presentan en la
Fig. 3-11 y en el Anexo Fig. 3. Para los tres péptidos se observo una disminucion en la
viabilidad celular a cantidades superiores a 10 g, siendo estadisticamente significativa.
Sin embargo, se obtuvo un mayor efecto con los péptidos MR-B2 y MR-B3. Las células
HeLa no presentan mutaciones en el gen p53, lo que indicaria que probablemente MR-
B1 podria requerir el gen p53 para ejercer su actividad antitumoral. Esto sugiere que la
citotoxicidad observada en esta linea celular podria seguir un mecanismo similar al de

SCC090, mediante la activacidn de rutas pro-apoptoticas.
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Por el contrario, la actividad de los tres péptidos en las lineas tumorales A549 (Fig. 3-
12 y Anexo Fig. 4) y MCF7 (Fig. 3-13 y Anexo Fig. 5) en nninguno de los tratamientos

tuvo efecto significativo en la viabilidad celular.

Figura 3-11: Ensayo de viabilidad celular sobre la linea tumoral HeLa a) MR-B1 h)
MR-B2 y c) MR-B3, 10 g. Doxorrubicina (10 g). Ensayo por Triplicado (p>0,05). n.s.:

Diferencia no significativa. *: Diferencia estadisticamente significativa
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Figura 3-12. Ensayo de viabilidad celular sobre la linea tumoral A549 usando a) MR-
B1 (10 g) b) MR-B2 (10 g) y ¢) MR-B3 (10 g/mL). Etopésido (10 g). Ensayo por
triplicado (p>0,05). n.s.: Diferencia no significativa. *: Diferencia estadisticamente

significativa
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Figura 3-13: Ensayo de viabilidad celular sobre la linea tumoral MCF7 usando a) MR-
B1 (10 g) b) MR-B2 (10 g) y ¢) MR-B3 (10 g). Etopésido (10 g). Ensayo por
triplicado (p>0,05). n.s.: Diferencia no significativa. *: Diferencia estadisticamente

significativa.
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A partir de los resultados obtenidos sobre la viabilidad celular en respuesta a las
diferentes concentraciones de cada uno de los tres péptidos evaluados, se identificé la
cantidad de péptido que ocasion6 un efecto significativo en comparacion con el control
negativo. Se llevo a cabo la cuantificacion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
liberada al medio de cultivo de HeLa como consecuencia del tratamiento con MR-B1
(100 g/mL) (Fig. 3-14).

La liberacion de LDH al medio extracelular esta asociada con pérdida de integridad en
la membrana como consecuencia de procesos de necrosis celular (Kumar et al., 2018).
En este caso, no se observo un cambio en la liberacion de LDH en el tratamiento con
MR-B1 respecto al control, lo que indica que el tratamiento con el péptido no ocasiona

la pérdida en la integridad de membrana asociada con necrosis celular.

El tratamiento con MR B1 no muestra diferencias significativas (ns) respecto al control
sin estimulo, lo que sugiere que no induce dafio en la membrana celular en las
condiciones evaluadas. Por su parte, la doxorrubicina es un agente citotéxico, y su
tratamiento resulté en una liberacion de LDH de aproximadamente 30-40%, indicando
gue caus6 dafio celular moderado comparado el valor maximo de LDH liberada cuando

las células son completamente lisadas con un buffer de lisis 10X (~100%).

8in eatimulo - |—|
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Figura 3-14: Cuantificacion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en el cultivo de
HelLa (Tratamiento con doxorrubicina, tratamiento con MR-B1 y control negativo). Se

utilizé el kit LDH (ThermoFischer) segun las instrucciones del fabricante.

—_
o
o

= LDH Maximo (Buffer lisis 10X)

=3 Doxorrubixina 20pg
=3 Sin estimulo
= MR B1

LDH liberada (%)
b3

Figura 3-15: Porcentaje de hemdlisis inducida por los tratamientos con MR-B1 (azul) y

MR-B3 (rojo)
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Por su parte, los ensayos de hemdlisis realizados con los MR-B1 y MR-B3 (Fig. 3-15),
los cuales presentaron actividad citotéxica en algunas de lineas celulares tumorales,
pero no en el modelo de células normales (fibroblastos humanos), arrojaron que
ninguno induce una hemdlisis considerable, ya que los valores son cercanos a 0% o
incluso negativos. MR-B1 mostr6 una ligera tendencia hemolitica en 12.5 pg/mL, pero
su efecto sigue siendo minimo. Por su parte MR-B3 no presenta efecto hemolitico e
incluso tiene valores menores que el control negativo, oscilando entre -8.1% y -2.1%,

lo que indica que la absorbancia de las muestras es menor que la del control negativo.

Teniendo en cuenta los resultados arrojados luego de evaluar el efecto de los péptidos
en los ensayos de viabilidad celular en las diferentes lineas celulares tumorales y la
cantidad disponible de péptido, se seleccioné el péptido MR-B1 para llevar a cabo
estudios preliminares de evaluacion de expresion génica en la linea tumoral SCC090
con el objetivo de evaluar la expresion génica de proteinas involucradas en rutas de

muerte celular inducidas por el tratamiento con el péptido.

3.2.3 Evaluacion de expresion génica en la linea ce lular
tumoral SCCO090 por efecto de MR-B1

Las muestras de ARN extraidas se cuantificaron utilizando espectrofotometro
Nanodrop ® y se estimo6 su pureza utilizando la relacién de absorbancias A260/A280
(Tabla 3-4). Se considera que una relacién de A260/A280 entre 1,8 y 2,0 corresponde
a un ARN de buena calidad. Para todas las muestras extraidas se obtuvo una relacion
A260/A280 de 2,0, lo que indica que el proceso de extraccién fue exitoso y se obtuvo

una muestra de alta pureza con una minima contaminacién de proteinas y ADN.

Ademas de la pureza del material obtenido se debe garantizar su integridad, ya que
este 4cido nucléico es més labil y reactivo que el ADN y es degradado rapidamente por
la presencia de ARNasas (Peirson et al., 2007). El analisis de las muestras mediante
electroforesis en agarosa (Fig. 3-16) permitié identificar que en todos los casos solo se
observan 2 bandas que corresponden a la subunidad mayor (S28) y menor (S18), no
se evidencio barrido entre las bandas y la banda de mayor peso molecular (S28)

presenté mayor intensidad, lo que indica que el ARN esta intacto (Peirson et al., 2007).
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Tabla 3-4: Concentracion y relacion de absorbancias (260/280) de las muestras de

ARN extraido de la linea celular SCC090

Tratamiento Concentracion ARN (ng/mL) A260/A280
Control negativo (PBS) 1509,6 2,02
Doxorrubicina (50 g/mL) 1341,6 2,01
MR-B1 (50 g/mL) 1559,0 2,04

Figura 3-16: Electroforesis de las muestras de ARN extraido (gel 1% agarosa TBE) .

Carril 1. Control (Células sin tratamiento), Carril 2. Tratamiento con Doxorrubicina,

Carril 3. Tratamiento con MR-B1. Para todos los casos se colcocaron 5 g de

muestra/pozo.

El analisis de la expresion génica mediante RT-qPCR requiere la normalizacion de los

resultados respecto a un gen de referencia, denominado gen constitutivo o

housekeeping; el cual se expresa en todas las células y del que se asume, mantiene

sus niveles de expresion constantes independientemente del tipo de células y del

tratamiento (Li et al., 2010). Los housekeeping mas utilizados en el estudio de la
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expresion génica en lineas celulares derivadas de tumores son los genes que codifican
para gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y para -actina. En este
estudio se utilizé como housekeeping la -actina, proteina estructural del citoesqueleto
gue ha demostrado mantener su nivel de transcripcién relativamente constante en

respuesta al tratamiento experimental en la mayoria de los tejidos (Braga et al., 2022).

La apoptosis es un proceso estrictamente regulado que ocurre mediante dos vias
principales, la ruta intrinseca que involucra la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial externa como consecuencia de estrés, y la ruta extrinseca activada por la
interaccion entre receptores de muerte de la membrana celular y sus ligandos
(Lauwerys et al., 2024). Para la evaluacion preliminar de la expresion génica se
seleccionaron genes involucrados en la regulacion de la apoptosis, incluyendo
marcadores proapoptéticos como Caspasa-3, Caspasa-8, Caspasa-9, hBID y p53, asi

como el gen antiapoptético hBCL-2.

La proteina codificada por el gen p53 (TP53) juega un papel central en la respuesta a
dafos en el ADN, control de la senescencia celular, del ciclo celular y de la induccién
de la apoptosis, por lo que es considerada “la guardiana del genoma”. En condiciones
normales p53 activa la expresion de genes pro apoptéticos como respuesta a la
inestabilidad genética, o que conlleva a la activacion de rutas asociadas a la
permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa (ruta intrinseca) y la cascada de
caspasas (Feroz & Sheikh, 2020).

La expresion del gen p53 presenté un aumento significativo en los tratamientos con
doxorubicina y MR-B1 respecto al control (Fig. 3-17). En otros estudios, el tratamiento
con doxorubicina de la linea tumoral SCC25 (cancer de lengua de células escamosas)
se identificd que la ruta de apoptosis intrinseca activada por la sobre expresion de los
genes p53, Bax, p38 y caspasa 3, es el principal mecanismo por el que el farmaco
induce la muerte celular en esta linea tumoral (Kciuk et al., 2023). Ademas, en un
modelo murino de carcinoma oral de células escamosas, se ha reportado una relacion
inversa entre los niveles transcripcionales de p53y el grado del tumor. En dicho estudio,
el tratamiento con doxorrubicina redujo la agresividad tumoral, efecto que se

correlacion6 con un aumento significativo en la expresion de p53 (Abbasi et al., 2014).



67

Figura 3-17: Niveles transcripcionales del gen p53 en la linea tumoral SCCO090.
Tratamiento por 24 h con doxorrubicina (100 g/mL) o péptido MR-B1 (100 g/mL). Las
barras representan desviacion estandar. (test Duncan n=3, p<0,05).

*: Diferencia significativa del tratamiento respecto al control.
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En células SCC4 (cancer de lengua de células escamosas) tratadas con el flavonoide
astilibina se verificé la activacion de la apoptosis intrinseca de manera dependiente de
los niveles de expresion de p53. Adicionalmente, se observé un aumento
estadisticamente significativo en la expresion de p53 que activo transcripcionalmente
los genes pro apoptoticos Bax, Puma, Noxa y hBID. La evaluacién de los cambios en
la expresion génica como consecuencia de la activacion de p53 mostré un aumento en
los niveles de p21 (detencion del ciclo celular) y Noxa (pro apoptético), mientras que la
expresion de BID y caspasa 9 presentd una disminucion significativa. Los resultados
de ese estudio indicaron que el aumento en la expresion de p53 indujo la apoptosis
intrinseca en SCC4 mediante la regulacion transcripcional de genes pro apoptoticos
(Wu & Zhao, 2024). La detencion del ciclo celular como consecuencia del aumento de
p21 inducido por la expresion de p53 también se observo en células HCT116 (cancer
de colon) tratadas con doxorrubicina (El-Far et al., 2020).

El aumento en la expresion de p53 inducido por MR-B1 muestra que este péptido podria
activar la via intrinseca de apoptosis en células SCC090, similar a la doxorrubicina. Lo
anterior indica que MR-B1 podria tener un potencial citotoxico selectivo, abriendo la
posibilidad de explorar su mecanismo de accién y en el futuro su uso como agente

terapéutico.



68

La apoptosis intrinseca es regulada por el balance entre proteinas pro apoptoticas y
anti apoptoticas de la familia BCL-2. El gen BCL2 codifica la proteina anti apoptéptica
BCL-2 cuya principal funcién a nivel de la mitocondria es neutralizar las proteinas Bax
y Bak para mantener la integridad de la membrana mitocondrial y evitar la liberacion
del citocromo c, inhibiendo la cascada que conlleva a la activacion de caspasas
ejecutoras (Lestari et al., 2024). La expresion del gen BCL2 en el tratamiento con MR-
Bl presenté una disminucion estadisticamente significativa respecto al control y al
tratamiento con doxorrubicina (Fig. 3-18). Este resultado se puede asociar con el
aumento observado en los niveles transcripcionales de p53, ya que se tiene evidencia
de que p53 interactta con la familia BCL2 favoreciendo la transcripcion de genes pro
apoptoticos, aunque el mecanismo molecular aun no se entiende por completo (Wei et
al., 2023).

Figura 3-18: Niveles transcripcionales del gen BCL2 en la linea tumoral SCCO090.
Tratamiento por 24 h con doxorrubicina (100 g/mL) o péptido MR-B1 (100 g/mL). Las
barras representan desviacion estandar. (test Duncan n=3, p<0,05).
*: Diferencia significativa del tratamiento respecto al control. **; Diferencia significativa

entre ambos tratamientos
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El aumento en la expresion del gen BCL-2 se ha documentado como uno de los
mecanismos involucrados en la evasion de apoptosis, el aumento de la supervivencia
celular y la resistencia al tratamiento en carcinomas de células escamosas de cabeza

y cuello. Adicionalmente, el aumento en los niveles transcripcionales de este gen es
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comun en queratinocitos orales premalignos (Jones et al., 2023). La sobre expresion
de BCL2 en cancer oral de células escamosas ocasiona una regulacion a la baja del
gen pro apoptotico Bax y un aumento en la proliferacion de las células tumorales
(Thomas & Sethupathy, 2014), asi como un aumento en el grado de severidad del tumor
(Sulkowska et al., 2003).

La regulacion a la baja de la expresion del gen BCL2 observada en el tratamiento con
MR-B1 podria ser un indicativo de pérdida de capacidad proliferativa y de evasion de
la apoptosis, lo que conduciria a la activacién de la ruta de muerte celular intrinseca y

podria asociarse con una mejor respuesta a los tratamientos.

Otra familia de proteinas de importancia es las caspasas, proteasas involucradas en
diferentes procesos celulares y segun su funcion pueden clasificarse en caspasas
inflamatorias y caspasas apoptoticas, las cuales se dividen en caspasas iniciadoras
(Casp8, Casp9 y Caspl0), cuya principal funcibn es activar mediante corte las

caspasas ejecutoras (Casp3, Casp6 y Casp7) (Sun, 2024).

Figura 3-19: Niveles transcripcionales de los genes a) Caspasa 8 y b) Caspasa 9.
Tratamiento por 24 h con doxorrubicina (100 g/mL) o péptido MR-B1 (100 g/mL). Las
barras representan la desviacion estandar. (test Duncan n=3, p<0,05)

*: Diferencia significativa del tratamiento respecto al control.
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La evaluacién de la expresion relativa de los genes Caspasa 8 y Caspasa 9 respecto
al gen -actina presenta en la Fig. 3-19. No se observé un aumento en la expresion de

estos genes como se esperaria en células que transitan por un estado de apoptosis.

Este comportamiento se ha identificado en la linea de cancer de mama MCF-7 tratada
con diferentes dosis de doxorubicina, en donde no se identific6 un aumento en los
niveles transcripcionales de Caspasa 8 y Caspasa 9 a las 24 h, sin embargo, su
expresion presentd un aumento significativo a las 48 y 72 h de tratamiento (Sharifi et
al., 2015). En lineas de carcinoma oral de células escamosas de ratdn se ha identificado
un aumento en la expresion del gen caspasa 8 asociado al tratamiento con doxiciclina
alas 48 h (Cui et al., 2021). Teniendo esto en cuenta, es posible que en este caso no
se haya observado un aumento en la expresion de caspasa 8 y caspasa9 en los
tratamientos con doxorubicina y MR-B1 porque el efecto del tratamiento estaba
iniciando en el tiempo evaluado (24 h), lo que indicaria que probablemente se activan

en diferentes tiempos.

La unién de ligandos a los receptores de muerte celular de la membrana conlleva a la
formacion del complejo de sefializacion inductor de muerte (DISC por sus siglas en
inglés) que activa, mediante clivaje, la caspasa 8 que a vez activa caspasa 3y la ruta
intrinseca a través de la proteina hBID (Orning et al., 2021). El gen pro apoptético BID
pertenece a la familia BCL2, codifica la proteina BID que se trunca para producir t-BID,
gue se transloca en la mitocondria y desencadena la liberacion del citocromo c, lo que

activa caspasa 9y lleva al clivaje de caspasa 3 (Wu & Zhao, 2024).

En este trabajo, no se observaron cambios en la expresion relativa del gen hBID a las
24 h de tratamiento con doxorrubicina o MR-B1 (Fig. 3-20). Este comportamiento ha
sido reportado en lineas de cancer oral como SCC4 y SCCO090, en las que, aunque el
tratamiento con astilbina activd efectivamente las rutas de apoptosis intrinseca, se
observd una reduccion significativa en la expresion transcripcional del gen pro
apoptético BID (Wu & Zhao, 2024).
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Figura 3-20: Niveles transcripcionales del gen hBID en la linea tumoral SCCO090.
Tratamiento por 24 h con doxorrubicina (100 g/mL) o péptido MR-B1 (100 g/mL). Las

barras representan desviacion estandar. (test Duncan n=3, p<0,05).
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Figura 3-21: Niveles transcripcionales del gen Cas3 en la linea tumoral SCC090.
Tratamiento por 24 h con doxorrubicina (100 g/mL) o péptido MR-B1 (100 g/mL). Las
barras representan desviacion estandar. (test Duncan n=3, p<0,05) *: Diferencia
significativa del tratamiento respecto al control. **: Diferencia significativa entre ambos

tratamientos.
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A diferencia del tratamiento con doxorrubicina, MR-B1 ocasiond un aumento
estadisticamente significativo en la expresion del gen caspasa 3 (Fig. 3-21). La caspasa
3 es ejecutora de la ruta intrinseca, extrinseca, asi como de otras rutas de muerte
celular alternas. La disminucion en la expresion de caspasa 3 es comun en diferentes

tipos de céancer, y su activacion ocasionada por diferentes tratamientos esta
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relacionada con la induccion de la apoptosis en carcinomas de células escamosas de

lengua (Dwivedi et al., 2020).

El aumento en la expresion de este gen como consecuencia del tratamiento con
MR-B1 estaria relacionada con la activacion de apoptosis mediada por caspasa 3, lo
gue podria explicar la ausencia de actividad citotoxica del péptido en MCF-7 (Fig. 3-13
y Anexo Fig. 6) ya que esta linea no expresa el gen caspasa 3 (Tian, 2023). En los
ultimos afios muchas investigaciones se han enfocado en el desarrollo de compuestos
capaces de ejercer citotoxicidad mediada por caspasa 3 debido a su importancia para
el desmantelamiento celular y la formacion de cuerpos apoptéticos, lo que la ha
convertido en un foco de atencién para el disefio de farmacos antitumorales (Yadav et
al., 2021).

Teniendo en cuenta los resultados de la evaluacion preliminar de genes asociados a
apoptosis, se plantea la posibilidad de que la actividad citotoxica de MR-B1 en la linea
tumoral SCC090 esté asociada con la inducciéon de la expresion del gen p53, que
ocasiona una disminucién en la expresion de BCL2 y activa la ruta de apoptosis
intrinseca con la caspasa 3 como efectora. Se ha identificado que en la mayoria de los
cuadros clinicos en que el gen p53 es inactivo, pero no presenta mutaciones, como en
SCCO090, se presenta gran resistencia a los tratamientos y una menor expectativa de
vida (Danaste et al., 2022), lo que remarca la importancia del desarrollo de nuevas

terapias para estos casos.

Es importante destacar que los resultados de este estudio se limitan a la expresion de
los genes evaluados, por lo que es necesario verificar si la modulacion de los transcritos

se traduce en cambios en la expresion de proteinas.

Un ejemplo de esta complejidad es la existencia 12 isoformas de la proteina p53 las
cuales son expresadas tanto en células sanas como tumorales. Aunque no se ha
caracterizado la actividad de cada una se ha identificado que algunas isoformas
potencian la expresién de los genes diana de p53, mientras que otras inhiben la

apoptosis asociada a p53. La existencia de estas isoformas se debe a la presencia de
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dos promotores en el gen p53, sitio interno de entrada al ribosoma y regulacion

postranscripcional como splicing alternativo (Borrero & El-Deiry, 2021).

Los resultados obtenidos para la expresion relativa del panel de genes evaluados en la
linea tumoral SCC090 se resumen en la Fig. 3-32. Se defini6 la tasa de cambio como
la relacion entre la expresion relativa del gen de interés en el tratamiento con MR-B1 y

su expresion en el control sin tratamiento.

Figura 3-22: Tasa de cambio de los genes evaluados en el panel de apoptosis de
MR-B1. Tasa de cambio mayor a 1 indica aumento en la expresion relativa del gen.

Tasa de cambio menor a 1 indica reduccién en la expresion relativa del gen

bcl2

Genes evaluados

Tasa de cambio

Se realizé una aproximacion inicial a la interaccidon entre las proteinas que estarian
relacionadas con la citotoxicidad de MR-B1, considerando que la traduccion refleja el
comportamiento observado a nivel transcripcional (Fig. 3-22). Se utilizo la herramienta
STRING (string-db.org) en donde se cargaron las proteinas correspondientes a los
genes evaluados (BID, BCL2, Cas3, Cas8, Cas9, p53). A partir de la red inicial se
generd una red expandida tres veces, que presentd un nivel de confianza alto (0,727)
(Fig. 3-23).
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Las proteinas correspondientes a los genes evaluados podrian interactuar como parte
de una ruta de sefializacion de apoptosis intrinseca y regulacion de la permeabilidad
de la membrana mitocondrial. La expansion de la red indic6 una fuerte relacion con
proteinas asociadas a liberacion del citocromo c, proteinas de membrana mitocondrial
y actividad de la cisteina endopeptidasas. A partir de la red expandida se gener6 un
mapa metabdlico con la informacion de la base de datos KEGG utilizando STRING vy
con este se propuso el mecanismo de activacion de apoptosis por MR-B1 (Fig. 3-24)

Figura 3-23: Red de interaccién proteina-proteina generada con STRING para el
tratamiento con 50 g/mL de MR-B1 en la linea SCC090. Los halos rojos alrededor de
la proteina indican que sus genes se expresaron al alza y los halos azules representan

expresion a la baja
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La concentracion del i6n calcio 2+ en el reticulo endoplasmatico y su flujo entre los
compartimentos subcelulares es estrictamente regulado, ya que es fundamental para
mantener los niveles de ATP luminales requeridos para la actividad de las chaperonas,
asi como el ambiente oxidativo (Daverkausen-Fischer & Prols, 2022). Cambios en la
concentracion de equilibrio del calcio ocasionan alteraciones que conllevan a un estado

de estrés que induce la respuesta a proteinas desplegadas (Groenendyk et al., 2021).
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Figura 3-24: Ruta propuesta para la induccion de apoptosis generada por el péptido
MR-B1
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Teniendo en cuenta que los péptidos se disefiaron para interactuar con el canal de
calcio TRPCS6, la ruta preliminar propuesta de actividad citotéxica de MR-B1 se basa
en que la interaccion del péptido con el canal ocasiona un cambio en la homeostasis
de calcio, como respuesta a este estimulo, el reticulo endoplasmatico activa la
expresion de la proteina IRE1, que se une a TRAF2 para inducir la activacion de JNK,
la cual activa mediante clivaje a BID y al mismo tiempo fosforila la proteina BCL2
inhibiendo su actividad antiapoptdtica (Palumbo et al. 2022), lo que ocasiona cambios
en la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa y activa la ruta de apoptosis

intrinseca.

El estrés por calcio en el reticulo endoplasmatico también puede ocasionar
desregulacion de la proteina IP3R, la cual esté relacionada directamente con el control

de la muerte celular via regulacion de autofagia y apoptosis (Parys et al., 2021).

Se ha identificado que el aumento en la interaccion de los canales Orail y Orai3 con el

canal TRPC6 como consecuencia de la sobreexpresion de este ultimo, promueve la
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proliferacion y migracién en células de cancer de seno MCF-7 (Chen et al., 2020). De
igual manera, el aumento de canales TRPC1 y TRPC6 estd asociado con el aumento
en la proliferacidn de la linea tumoral A549 (Gao et al., 2021). Teniendo esto en cuenta,
se esperaba que los péptidos disefiados exhibieran actividad en estas lineas celulares;
sin embargo, como se menciond previamente, no se presentaron diferencias en la
viabilidad celular de las células malignas como consecuencia del tratamiento con los

péptidos.

En modelos in vitro se ha observado que la progesterona inhibe la activacién de rutas
apoptoticas en células MCF-7, y su mecanismo puede estar asociado con una
disminucion en la expresion del gen p53. Al evaluar el efecto de dicha hormona en
células MCF-7 transfectadas para sobreexpresar el gen p53 sin mutaciones, se
evidencié que reestablecer la funcion de este gen sensibilizé las células tumorales al

efecto antiproliferativo de la progesterona (Alkhalaf & EI-Mowafy, 2003).

El 5-fluorouracilo (5-FU) es un farmaco ampliamente utilizado para el tratamiento de
diferentes tipos de cancer de mama, aunque su efecto se ve amenazado por el
desarrollo de mecanismos de resistencia a quimioterapia. Al evaluar el tratamiento con
5-FU en combinacion con el flavonoide quercetina en células MCF-7, se obtuvo un
aumento en la expresion del gen p53, asi como una disminucion en la del gen Bcl2, lo
gue se ocasioné un aumento significativo de la apoptosis celular. Los resultados
indicaron que la combinacién de 5-FU/quercetina potencia el efecto apoptético del

farmaco y disminuye la quimiorresistencia en la linea MCF-7 (Mawalizadeh et al., 2021).

Un comportamiento similar se identifico al evaluar los farmacos tradicionales paclitaxel
y carboplatino junto con &cido galico en células MCF-7. La combinacién de los tres
compuestos aumento significativamente la expresion de p53 y disminuy6 la de Bcl2,
respecto al tratamiento con ambos farmacos o solo uno de ellos; lo que indicé que el
acido galico aumento la eficacia de ambos quimiterapéuticos mediante la induccién de

la apoptosis (Aborehab et al., 2021).
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Se ha observado que la sobreexpresion del gen TRIM58 ejerce una regulacion negativa
en la expresion del gen DDX3, lo que esté relacionado con un aumento en la resistencia
a doxorubicina en células MCF-7 (Wang et al., 2022). En condiciones normales DDX3
activa la expresion de p53, induciendo la activacion de las rutas que conllevan a la
apoptosis intrinseca y extrinseca (Su et al., 2013). La resistencia a doxorubicina en
MCF-7 esté asociada al cambio en la expresion de TRIM58 y DDX3, lo que ocasiona
la inactivacion de la ruta p53/p21. En estudios in vitro se ha identificado que activar
dicha ruta revierte la resistencia de MCF-7 a doxorubicina (Wang et al., 2022), lo que
sugiere que aumentar la expresion de p53 podria disminuir la quimiorresistencia de

estas células.

La quimiorresistencia es un fendmeno recurrente en diferentes tipos de cancer de
pulmén de células no pequerias, siendo las mutaciones en el gen p53 y en el factor de
crecimiento epidérmico los principales factores que influyen en la resistencia al farmaco
cisplatino. En estudios in vitro de la linea A549 se ha identificado que la activacién del
gen p53 sensibiliza estas células quimiorresistentes al tratamiento con cisplatino,
ocasionando citotoxicidad mediante el aumento en la apoptosis y la produccion de

especies reactivas de oxigeno (Zhang et al., 2019).

En otro estudio de la quimiorresistencia a cisplatino en la linea A549, la combinacion
del farmaco con fluvastatina ocasion6 un aumento en la expresion del gen p53 como
respuesta al aumento del estrés en el reticulo endoplasmético, lo que incrementé la
sensibilidad de estas células a la quimioterapia y la eficacia en la supresion del tumor
(Bi et al., 2024).

Teniendo en cuenta estos reportes para las lineas tumorales MCF-7 y A549 asi como
los resultados de expresion génica para el tratamiento de la linea SCC090 con MR-B1,
se plantea que si bien el péptido no mostrd actividad citotoxica sobre las células
MCF-7 ni A549, es posible que aumente la expresion del gen p53 en estas lineas, por
lo que su uso en combinacion con un quimioterapéutico podria potenciar el efecto del

farmaco y revertir la quimiorresistencia.
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3.3 Conclusiones

Los rendimientos globales de la sintesis de los péptidos MR-B1, MR-B2 y MR-B3 fueron
inferiores al 20 %, un resultado esperado dado que el proceso se realiz6 de manera

manual.

Los péptidos MR-B1 y MR-B3 no mostraron un efecto citotoxico sobre fibroblastos
humanos, en contraste, el péptido MR-B2 redujo la viabilidad celular al 60 % cuando se
emplearon concentraciones superiores a 10 g, lo que sugiere un posible efecto

citotéxico dependiente de la dosis.

El tratamiento con MR-B1 en la linea tumoral SCC090 redujo la viabilidad celular de
manera dosis-dependiente, mostrando un comportamiento similar al observado con
etopdsido (control positivo), en contraste, los tratamientos con MR-B2 y MR-B3 no

tuvieron efectos significativos sobre la viabilidad celular de SCC090.

Los péptidos, MR-B1, MR-B2 y MR-B3 mostraron un efecto citotdxico sobre la linea
celular Hela, reduciendo significativamente su viabilidad celular con cantidades
mayores a 10 g. Sin embargo, el efecto fue mayor con MR-B2 y MR-B3. Por otro lado,
ninguno de los tres péptidos tuvo un impacto significativo en la viabilidad celular de las
lineas tumorales A549 (cancer de pulmén) y MCF7 (cancer de mama), lo que sugiere

una posible selectividad de accién en las diferentes lineas celulares tumorales.

El tratamiento con MR-B1 en células SCC090 indujo un aumento significativo en la
expresion de los genes relacionados con la apoptosis p53 y cas3, asi como una
disminucion significativa en la expresion del gen pro apoptético BCL2, mientras que no

se identificaron cambios en cas8, cas9 y BID.
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4. Capitulo 3: Produccion de péptidos

recombinantes

Los péptidos disefiados Bmk17 y Bmk20 presentaron energias de unién al canal
TRPCG6 similares a las de los péptidos MR-B, por lo que se busca establecer un sistema
estable para la produccion de estos péptidos y de esta manera disponer de cantidades
suficientes para llevar a cabo estudios de su efecto en linea celulares tumorales. En
este sentido, se evaluo la posibilidad de producirlos de manera recombinante en E. coli.
Junto con los péptidos Bmk17 y Bmk20, también se buscé la produccion recombinante
de los péptidos neuroprotectores EAR19 y EAR20.

Debido a que son péptidos que tienen mas de 17 aminoacidos tienden a agregarse
formando cuerpos de inclusién insolubles y son susceptibles a ser degradados por
proteasas endogenas del huésped de expresion, por lo que deben ser expresados
como proteinas de fusién unidos a etiquetas (tags de fusién) que los mantengan

solubles y aumenten su estabilidad (Koppl et al., 2022).

Figura 4-1: Region de clonacion del vector pET SUMO (Invitrogen, 2019)
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Se seleccion6 el vector Champion pET-SUMO (Invitrogen Cat. K30001) para la
expresion en E. coli, que incluye el tag de fusibon SUMO y la etiqueta de afinidad polyHis,
la cual permite purificar el producto deseado mediante cromatografia de afinidad a
metales inmovilizados (Mahmoodi et al., 2019). Este vector posee un fragmento con
una deoxitimidina (T) individual en los extremos 3’ en que se inserta la secuencia de
ADN que codifica el gen de interés, la cual debe tener una deoxiadenosina (A) individual
en los extremos 3’ para que se una correctamente con el vector y la insercion sea
exitosa (Fig. 4-1). Los insertos de doble hebra (ADN) se sintetizaron de manera

comercial.

4.1 Metodologia

4.1.1 Transformacion de la linea de clonacién

A partir de la secuencia de aminoécidos de cada péptido, se obtuvieron los codones
correspondientes y luego la secuencia de nucle6tidos fue optimizada para el organismo
E. coli utilizando la herramienta VectorBuilder (https://en.vectorbuilder.com/tool/codon-

optimization.html).

Para la sintesis comercial de los insertos de doble cadena se incluyé el codon de
parada (TAA) y la deoxiadenosina individual en el extremo 3’ requerida por el sistema
de expresion (Tabla 4-1). Se utilizé la ecuacion (4-1) para determinar la masa de inserto

requerida para obtener una relacién molar inserto:vector 1:1 (Tabla 4-2).

= 1</%#

L<I%# T om0 (4-1)

Donde bp corresponde al numero de pares bases (810 para el vector).
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Tabla 4-1: Secuencia de nucleétidos de los insertos de doble cadena. Se presenta
Unicamente la cadena de 5’ a 3’ e incluye tanto del coddn de parada (TAA) como la

deoxiadenosina individual del extremo 3.

Péptido Secuencia del inserto

Bmk17 5'- AAA CTG CCT GAT AAAGTC CCAATT CGT GTG CCA
GGC AAG AGC AAT GGC GGT TTC TAAA -3

Bmk20 5- GGT GGG GTC AAG TTA CCC GAT AAAGTACCCATT
CGT GTC CCA GGC AAG TCG AAT GGC GGT TAAA -3

EAR19 5’- GGC GAG GAC GAT TTG CAG GAT ATG CAG GAT CTG
ATT CGC GAT AAA AGC AACTAAA -3

EAR20 5- AAT TGG GCG TGT GCT GCC AAT TGC CGC TTA ATT
ACC ATT CGG ATG CGT ATT TAAA -3

Tabla 4-2: Inserto de doble cadena requerido para la reaccion de ligacion de cada

secuencia

Secuencia bp ng de Inserto

(relacion molar 1:1)

Bmk17 58 3,58
Bmk20 64 3,95
EAR19 55 3,39
EAR20 55 3,39

Con los insertos de doble cadena se llevé a cabo la reaccion de ligacion adicionando
el inserto en una relacién molar entre 3:1y 4:1 respecto al vector pET SUMO (25ng/ L),
junto con 1 L de la enzima ADN ligasa T4, 1 L del buffer de ligacion, se complet6 a
un volumen de 10 L con agua estéril y se incub6 a 15 °C durante 4 h. Se adicionaron
entre 2y 4 L de reaccion de ligacion a un vial de la cepa E. coli Machl T1 disefiada
para la clonacion del vector (50 L/vial), la mezcla se incub6 en hielo durante 20 min,
luego se hizo un choque térmico transfiriendo el vial un bafio a 42 °C durante 30 sy se
mantuvo nuevamente en bafio de hielo. Se adicionaron 250 L de medio liquido SOC

(Caldo Superéptimo) y se mantuvo en agitacion horizontal 120 rpm durante 1 h. Se
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sembraron 200 L de la mezcla en una caja Petri con medio solido agar LB (Luria-
Bertani) suplementado con kanamicina (50 g/mL) y se incubé la caja a 37 °C. Cuando
se observo la formacion de colonias se transfirié una colonia aislada a medio liquido LB

kanamicina (50 g/mL) y se mantuvo a 37 °C con agitacién.

Posteriormente se tomaron 200 L de cultivo liquido para inocular cajas de Petri con
medio solido las cuales se mantuvieron a 37 °C durante 24 h y a continuacion se tomé
una colonia aislada para confirmar tanto la transformacion positiva como la presencia
del inserto en el vector mediante PCR convencional. Las muestras de PCR se
analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa (2%) (90 V, 300 mA) (10 L
muestra/pozo) y los geles se registraron con fotodocumentador usando el programa

ImageLab de Bio-Rad.

Una vez se verifico la presencia del inserto en las lineas cuya transformacion fue
positiva, se construyé un banco celular de cada transformacion. Para esto los medios
liquidos se centrifugaron a 8000 rpm y 15 °C durante 5 min, se descartd el
sobrenadante y se resuspendié el pellet celular en 750 L de medio liquido LB
(kanamicina 50 g/mL) fresco, luego se adicionaron 750 L de glicerol 50%, las

muestras se homogenizaron y se almacenaron a -20 °C.

4.1.2 Disefio de primers

Para cada péptido se disefid una pareja de primers utilizando la herramienta Primer
Designing Tool de NCBI con el objetivo de verificar la presencia del inserto de interés
en las lineas transformadas y en los plasmidos extraidos de las lineas celulares. Las
secuencias de la Tabla 4-1 se utilizaron como plantilla para el disefio, se definib un Tm
méximo de 2 °C y un contenido GC menor al 60%. Para el caso de Bmk17 y Bmk20 el
organismo de referencia fue Familia Buthidae (Taxid 6856), mientras que para EAR19
y EAR20 fue Género Gastropoda (Taxid 6448).

Tanto para Bmk17 como para Bmk20 se incluyé una glicina después del codon de

parada para encontrar una pareja de primers que cumpliera con los parametros
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especificados, mientras que para EAR19 y EAR20 se adicioné una cola de 3 glicinas
después del codén de parada. En todos los casos se hizo un BLAST de los primers
obtenidos respecto a la secuencia plantilla para verificar que se cumpla con la cobertura
deseada y las restricciones del disefio. Debido a la dificultad para encontrar primers
gue cumplieran con los requisitos para la secuencia EAR20 se disefiaron 3 parejas para

este péptido.

Se llevé a cabo una PCR utilizando las parejas de primers disefiadas para cada
secuencia (Anexo Tabla 2) y sus respectivos insertos de doble cadena como control
positivo con el objetivo de verificar el correcto funcionamiento de los primers. Los
amplimeros se analizaron en gel de agarosa (2% TBE (Tris borato-EDTA)) (Anexo Fig.
7) en el que se identificd la presencia de bandas Unicas y bien diferenciadas en los
controles positivos de Bmk17, Bmk20 y EAR19, asi como ausencia de bandas en el
control negativo. Respecto a los primers de EAR20, se selecciond la Unica pareja en la
gue no se obtuvieron bandas en el control negativo y una banda Unica en el control

positivo. Los primers seleccionados se presentan en la Tabla 4-3.

Tabla 4-3: Primers seleccionados para cada péptido.

Péptido Primers

BMK17 Forward primer:
AAACTGCCTGATAAAGTCCC
Reverse primer:
GCCTTAGAAACCGCCATTG

BMK20 Forward primer:
GGGGTCAAGTTACCCGATAA
Reverse primer:
TTAACCGCCATTCGACTT

EAR19 Forward primer:
GGCGAGGACGATTTGCAGGA
Reverse primer:
GCCGCCTTAGTTGCTTTTATCG

EAR20 Forward primer:
CTTGGCATGCGCAGTGAGTTG
Reverse primer:
TAGTCGGCATCCTGATCGTTGT
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4.1.3 Purificacion de plasmidos

Se utilizaron 300 L de cada linea de clonacion transformada para inocular 5 mL de
medio liquido LB (50 g/mL kanamicina- 1% glucosa) con el objetivo de obtener una
densidad celular adecuada para la extraccion del pldsmido. Transcurridas 48 h se
tomaron 200 L de cada cultivo para inocular cajas de Petri con medio sélido agar LB
(50 g/mL kanamicina- 1% glucosa). Se permitid el crecimiento de los cultivos hasta

alcanzar una absorbancia (600 nm) mayor a 2,0.

Se empled el kit UltraClean Mini Plasmid Prep Kit (MoBio Lab) para la extraccion del
plasmido y se determind la concentracion de ADN plasmidico en la solucién obtenida
utilizando un espectrofotometro tipo Nanodrop. Adicionalmente se llevd a cabo una
PCR y posterior electroforesis de los plasmidos extraidos para verificar la presencia del

inserto de interés.

4.1.4 Expresion de la proteina recombinante

Con los plasmidos purificados se inici6 la transformacion de la linea de expresion E.
coli BL21(D3). Se adicionaron entre 50 y 100 ng de plasmido a cada vial (50 L/vial) y
la mezcla se incub6 en bafio de hielo durante 20 min, luego se transfirio a 42 °C durante
30 s y se regresoO a bafio de hielo. Se agregaron 250 L de medio liquido SOC y se
mantuvo en bafo termostatado (37°C) con agitacion durante 1 h. Posteriormente todo
el contenido del vial se utilizé para inocular 10 mL de medio liquido LB-1%glucosa- 50

g/mL Kanamicina, y el cultivo liquido se mantuvo en bafo termostatado con agitacion

durante al menos 24 h.

Cuando se evidenci6 crecimiento celular, se tomaron 500 L de cultivo para inocular
10 mL de LB-1%glucosa- 50 g/mL Kanamicina y cuando este alcanz6 una densidad
Optica (600 nm) entre 0,4 y 0,6 (fase de crecimiento exponencial) se dividi6 en 2 cultivos
de 5mL, uno de los cuales se mantuvo como control mientras que al otro se le adiciond
IPTG a una concentracion final de 1ImM. Se tomaron 500 L de cada cultivo cada hora
durante 6 horas. Las muestras se centrifugaron a 8000 RPM (5 min y Tamb), se

descart6 el sobrenadante y el pellet celular se resuspendio en 500 L de buffer de lisis
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(70,4 uL Tris-HCI 1M, 141 uL SDS 10%, 225,5 uL glicerol, 563,5 uL agua). Para
completar la lisis celular las muestras se sometieron a tres ciclos de congelamiento en
nitrégeno liquido seguido por calentamiento a 42°C, posteriormente se sonicaron y
centrifugaron a 15000 RPM (1 min y Tamb). Los sobrenadantes se dializaron en agua
miliQ (10 kDa, 3 cambios), luego en una solucion de bicarbonato de amonio 50 mM (3
cambios) y finalmente se liofilizaron. Los liofilizados se resuspendieron en agua MiliQ y
se corrieron en electroforesis SDS-PAGE (Tris-glicina gel 17,5%). Por su parte los
pellets con la fraccion insoluble se resuspendieron en la soluciéon desnaturante (Grea

2M-150 mM Tris-HCI), y también se analizaron mediante electroforesis.

Los cultivos en los que se observd la banda correspondiente al tamafio esperado del
péptido recombinante se repitieron en un volumen de 200 mL, se llevé a cabo la
induccidn y luego la lisis celular siguiendo el procedimiento previamente descrito. Los
lisados crudos de la fraccion soluble e insoluble se analizaron mediante dot blot
utilizando un anticuerpo que reconoce la cola polyHis (antiHis) y para EAR19 y EAR20

se utilizaron también anticuerpos policlonales especificos para cada péptido EAR.

Las fracciones solubles e insolubles que resultaron positivas en el blotting se purificaron
mediante cromatografia de afinidad a metal inmovilizado con cobalto. Inicialmente, la
fraccion insoluble de EAR19 se sembré en la columna 'y se eluyo la fraccion no retenida
utilizando el buffer de equilibrio. Cada fraccion fue recuperada y se monitoreé su
absorbancia a 230 y 280 nm para obtener el perfil cromatografico. Cuando la lectura de
absorbancia se estabilizé cerca de cero, se eluyo la fraccion retenida con el buffer de
elucidn, recolectando cada fraccion y midiendo nuevamente su absorbancia (230 y 280
nm). Las condiciones de cada corrida en la columna de afinidad se presentan en la
Tabla 4-4.

Este procedimiento se repitio para los demés lisados que contenian los péptidos
recombinantes; sin embargo, en este caso no se realiz el seguimiento de cada fraccion
eluida. En su lugar, las muestras se agruparon en dos pools: Fraccion No Retenida y
Fraccion Retenida, a la que se le midio la absorbancia (230 y 280 nm) y se cuantifico

la proteina mediante el método de BCA.
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Los pooles de las fracciones retenidas se dializaron contra agua y bicarbonato de amino

20 mM para liofilizaciéon. Finalmente, se resuspedieron en agua MiliQ. Se llevé a cabo

la hidrolisis enzimatica de estos pooles utilizando la enzima SUMO Proteasa

(Invitrogen). Se adicionaron 10 L de la enzima por cada 20 ¢ de proteinaen 20 L
de buffer de hidrdlisis (500 mM Tris-HCI, pH=8,0, 2% igepal, 1,5 M NaCl, 10 mM DTT)

y la reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente durante 8 h.

Los hidrolizados se concentraron por centrifugacion con Amicon (MW cut off 3kDa) y

se leyo la absorbancia (230 y 280 nm) tanto en el difusato como el retentato. Finalmente

se cuantificd la concetracion de cdad fraccion por el método del BCA.

El esquema general de la metodologia desarrollada para la expresion y purificacion de

los péptidos recombinantes se presenta en la Fig. 4-2.

Tabla 4-4: Condiciones de afinidad para la columna de cobalto

Fraccion del lisado

Fraccion Eluida

Buffer de elucion

Fraccion No Retenida

50 mM NazPOg4, 300 mM NacCl, 10
mM Imidazol pH=7,4

Soluble
Fraccién Retenida 50 mM NazPO4, 300 mM NacCl, 150
mM Imidazol pH=7,4
50 mM NazPO4, 300 mM NacCl, 6M
Fraccion No Retenida guanidina-HCI 10 mM Imidazol
Insoluble pH=7,4

Fraccion Retenida

50 mM NazPO4, 300 mM NacCl, 6M
guanidina-HCI, 150 mM Imidazol
pH=7,4
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Figura 4-2. Esquema general de la metodologia desarrollada para la expresion y

purificacién de los péptidos recombinantes

Transfarmacion de la
linea BL2ID3

> Dot Blot

¥

Cultiva en medio .

liguide (OD=0.4-0.6) =
Fraccion con
¥ resuftade posivito

Eu.;ts-:rn i Culthvo con inductor
{sin inductor) r

| | Cromatografia de
gfinidad a cobalto

Fraccidn Mo Retenida

k4

k J

h 4

i §
Lisis celular Fraccion Retenida

Y ¥ Y
Fraccién Soluble Fraccion insaluble Hidrdlisisenzimatica
» h 4
Uitrafiltracion amicon |
4 (MW cutoff3kpa) | T Refieto
Cuantificacion por BCA
L 4
Difusato
Y jabs 220y 280 nm)

Fraccidn que presentan
la bandaen el tamafo [~
esperado

Electroforess Tris-
glicina {17 5%)

Y

4.2 Analisis de resultados

Para la transformacion celular con el inserto de Bmk17 se identifico la formacion de tres
colonias en medio sélido a las 48 h utilizando una relacién molar inserto:vector 3:1y 2

L de reaccion de ligacién (Fig. 4-3a). Se sigui6 la metodologia descrita previamente
para inocular medio liquido (Fig. 4-3b) y posteriormente obtener colonias en medio
solido para su analisis mediante PCR (Fig. 4-3c).
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Figura 4-3: Transformacion de una linea de E. coli con el inserto Bmk17. a) Colonias
en medio soélido agar LB (50 g/mL kanamicina) luego de 48 h de la transformacion, b)
Medios liquidos LB (50 g/mL kanamicina) inoculados con colonias aisladas de Bmk17,

c) Colonias en medio soélido agar LB (50 g/mL kanamicina) 24 h después de inocular

con 200 L del cultivo liquido.

Debido a que la transformacion de Bmk17 fue positiva, se utilizaron las mismas
condiciones para la transformacion con los demas insertos de doble cadena. En este
caso no se evidencio crecimiento de colonias en los medios sélidos luego de 48 h, por
lo que ninguna de las transformaciones fue exitosa. Se repitieron las transformaciones
de Bmk20, EAR19 y EAR20 manteniendo la relacién molar inserto:vector 3:1, pero se
adicionaron 2,5 L de reaccion de ligacién a cada vial con el objetivo de aumentar la
concentracion del vector y favorecer su insercién durante la transformacion. Con estas
condiciones tampoco se logré una transformacion positiva por lo que se repitieron las
transformaciones utilizando 3, 3,5y 4 L de reaccion de ligacion, obteniendo el mismo
resultado negativo. Debido a que el aumento en la concentracion del vector no favorecio
la transformacion, se repitieron las reacciones de ligacion aumentando la relacion molar
inserto:vector a 3,5:1 y con las nuevas ligaciones se repitio la etapa de transformacion
sin obtener resultados.

Uno de los factores que mas influye en el éxito de la ligacién del inserto en el vector es
el rendimiento de la ligasa T4, el cual a su vez depende, entre otros factores, del pH, la
concentracion del cofactor Mg?* y la concentracién del ATP. Se ha identificado que el

ATP del buffer de ligacion es altamente susceptible a degradarse durante el
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almacenamiento ocasionando que la enzima no se active, lo que impide que se lleve a

cabo la ligacién (Hou et al., 2014).

Teniendo esto en cuenta se adiciono ATP al buffer de reaccién a una concentracion de
1mM y se repitieron las ligaciones manteniendo las condiciones utilizadas para la linea
Bmk17. En este caso se identific6 una colonia a las 48 h para cada una de las
transformaciones Bmk20, EAR19 y EAR20, y siguiendo el protocolo se obtuvieron
colonias individuales para verificar la presencia del plasmido mediante PCR y su

respectiva electroforesis en gel de agarosa.

Figura 4-4: Formacion de colonias de E. coli transformadas con a) Bmk20, b) EAR19
y ¢) EAR20. Cultivo en medio solido agar LB kanamicina (50 g/mL) luego de 24h de

inoculacion con 200 L de sus respectivos cultivos en medio liquido LB kanamicina (50
g/mL)

Al igual que sucedio con Bmk17 (3 colonias), se obtuvo una baja cantidad de colonias
en los medios sélidos inoculados después de la transformacion de las lineas Bmk20,
EAR19 y EAR20 (una colonia en cada caso) lo que indica una eficiencia de

transformacién muy baja en todos los casos (Fig. 4-4).

Una de las principales causas del bajo rendimiento en la transformacion inicial puede
ser una ligacion fallida del inserto en el vector, evidenciada en la dificultad para lograr
transformar las lineas Bmk20, EAR19 y EAR20. Adicionalmente, la deoxitimina

adicional del extremo 3’ es susceptible a la degradacion, ocasionando una
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recirculizacion del plasmido y por lo tanto, una baja eficiencia en la insercion del inserto

y en la posterior transformacion (Ramos et al., 2017)

Se ha identificado que cuando la transformacion se lleva a cabo con una densidad
celular baja utilizando un plasmido de bajo numero de copias, como en este caso, el
rendimiento tanto de la transformacion como de la extraccion del pldsmido es bajo
(Wood et al., 2017). Adicionalmente, en estudios de transformacion de E. coli con
plasmidos de diferentes tamafios (2,6 kb, 4,3 kb y 16,1 kb) se ha observado una
relacion inversa entre el tamafio del plasmido y la eficiencia de la transformacion (Chan
et al., 2002). Teniendo esto en cuenta, una alternativa para aumentar la eficiencia de
la transformacion es utilizar un plasmido de menor tamafio que el pET-SUMO (5,6 kb),
como el plasmido pUC19 (2,6 kb) el cual es ampliamente utilizado y supone la ventaja

adicional de tener un alto nimero de copias.

Dentro de los factores operacionales que influyen en la eficiencia de la transformacion
se encuentran las condiciones del choque térmico y de su recuperacion (tiempo y
temperatura de cada etapa) y el tiempo de almacenamiento de la linea celular a ser
transformada. Presenta especial importancia el tiempo de recuperacion después del
choque térmico ya que durante este las células se recuperan del dafio por estrés
osmoético, siendo necesario para la incorporacion estable de genes exdégenos (Chai et
al., 2020).

El protocolo para la transformacién de la linea de clonacién establece un tiempo de
recuperacion de 1lh; sin embargo, tiempos de recuperacion de 2 h maximizan la
eficiencia de la transformacion en diferentes cepas de E. coli (Liu et al., 2014) (Chai et
al., 2020), por lo que en este caso aumentar el tiempo de recuperacion puede ser una

alternativa para mejorar la eficiencia de la transformacion.

Generalmente los mayores rendimientos de transformacion se obtienen al utilizar
células competentes en crecimiento, es decir, cultivos preestablecidos en lugar de

células recientemente despertadas tras haber permanecido congeladas, ya que en este
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estado presentan una menor capacidad de transformacién (Chai et al., 2020) (Carson
et al., 2019).

Otra alternativa para mejorar la eficiencia es utilizar electroporacion como método de
transformacion, ya que permite obtener rendimientos en transformaciones de E coli del
orden 108-10° UFC/ g ADN (Chai et al., 2020). Sin embargo, se debe tener en cuenta
que la eficiencia obtenida con este método depende de parametros operacionales
como duracion del pulso eléctrico y fuerza del campo eléctrico aplicado, por lo que
requiere de la optimizacidén de estas condiciones siendo un proceso costoso en cuanto

a equipos y tiempo requerido (Ren et al., 2019).

El crecimiento de colonias en los medios solidos con kanamicina evidencia que las
lineas presentan resistencia a este antibiético lo que indica que incorporaron el vector.
Para verificar la presencia del inserto en el pldsmido se llevé a cabo una PCR de

colonias.

En la electroforesis en gel de agarosa de las colonias de Bmk 17 (Fig. 4-5) (Carril 1 y
2), Bmk 20 (Carriles 3 y 5), EAR19 (Carriles 6 y 7) y EAR20 (carriles 9 y 10) se
identificaron bandas que corresponden a un tamafio de entre 75y 50 bp, que se ajustan
a lo esperado para cada inserto (58 bp para Bmk17, 64 bp para Bmk20, 51 bp para
EAR19 y 51 bp para EAR20).

En el carril 10 correspondiente al duplicado de colonia de EAR20, se logran identificar
algunas bandas tenues de mayor tamafio. Este resultado es comun cuando se utilizan
colonias muy grandes para la PCR, ya que se ha identificado que una mayor cantidad
de bacterias ocasiona la aparicion de productos no especificos en la electroforesis
(Pereira et al., 2023).
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Figura 4-5: Electroforesis en gel de agarosa (2% TBE) de los amplimeros de PCR.
Carriles 1) y 2) Colonia de Bmk17, 3 y 5) Colonia de Bmk20, 6 y 7) Colonia de EAR19,
4) y 8) Marcador de peso molecular, 9 y 10) Colonia de EARZ20.

Con las colonias se llevo a cabo una PCR adicional para verificar la orientacion de los

insertos dentro del vector. Se utilizaron dos parejas de primers adicionales (Pareja B:
primer forward de SUMO con un reverse del inserto. Pareja C: primer forward que
reconoce al promotor T7 con un primer reverse del inserto). Se incluyé una muestra
con las parejas de primers disefiadas para los insertos (Pareja A).

Los amplimeros se analizaron en electroforesis agarosa (2% TBE) (Fig. 4-6) en la que
se identificaron bandas correspondientes a los tamafios esperados (alrededor de 360
bp para la pareja B y 300 bp para la pareja C), lo que indica que los insertos estan
direccionados correctamente dentro del vector. Al igual que sucedi6 con el gel de los
amplimeros de insertos, en algunos carriles se observan mas bandas de distintos
tamafos al esperado, un indicativo de amplificacion inespecifica como consecuencia

de colonias muy grandes.
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Figura 4-6: Perfil electroforético de las muestras de PCR de colonia (Agarosa al 2%
TBE). Pareja de primers A (rojo): Inserto. Pareja de primers B (amarillo): Forward de
SUMO con Reverse del inserto. Pareja de primers C (azul): Forward del inserto con
Reverse de T7. Carril 1. Marcador Molecular, Carril 2, 3 y 4 Amplimero de Bmk17 con
parejas de primers A, By C, Carril 5, 6 y 7. Amplimero de Bmk20 con parejas de primers
A, By C, Carril 8, 9y 10. Amplimero de EAR19 con parejas de primers A, By C, Carril
11, 12 y 13. Amplimero de EAR20 con parejas de primers A, By C

La absorbancia (600 nm) de los cultivos liquidos 48h después de la inoculacién se
encontraba alrededor de 1,0 para las lineas Bmk17, Bmk20, EAR19 y EAR20. Como
se menciond, el kit utilizado para la extraccién y purificacién del plasmido requiere

cultivos con densidades celulares equivalentes a absorbancias mayores a 2,0, por lo
gue para cada linea se inocularon 4 medios liquidos de 5 mL con 300 L del cultivo
inicial, se mantuvieron a 37°C con agitacion y se leyé su absorbancia a las 24 h.
Nuevamente ninguno de los cultivos presento la absorbancia deseada, por lo que fue
necesario concentrar las muestras. Tres cultivos de cada linea se centrifugaron (8000
rpm, 15°C, 5 min), los sobrenadantes se descartaron y los pellets se resuspendieron
con el cultivo restante que no se centrifugd. Finalmente se reunieron todas las muestras
obteniendo un medio concentrado (Abs600nm>2,0) para la purificacion del plasmido.
En este caso es importante partir de cultivos con altas densidades celulares porque el
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plasmido es de bajo nimero de copias, por lo que se requiere mayor cantidad de

extracto crudo para obtener una concentracion de ADN plasmidico aceptable.

Como se observa en la Tabla 4-5, para todos los plasmidos extraidos se obtuvo una
relacion de absorbancia 260/280 alrededor 1,8, por lo que el ADN plasmidico obtenido
presenta una alta pureza y no hay contaminacién por fenoles o guanindinas residuales
u otros reactivos utilizados en el proceso de extraccion, ni por carbohidratos o lipidos.
Es importante resaltar que, aunque en el proceso de extraccibn no se utilizaron
ARNasas, la relacion de absorbancias obtenida indica que no hay contaminacién por
exceso de ARN, en cuyo caso el valor de A260/A280 seria mas cercano a 2,0 (Roy et
al., 2018).

Tabla 4-5: Cuantificacidon de los plasmidos extraidos utilizando Nanodrop

Plasmido Concentracion Relacion Abs
(ng/uL) 260/280
Bmk17 47,2 1,87
Bmk20 231 1,85
EAR19 22,9 1,83
EAR20 67,0 1,86

Se llevd a cabo un piloto de transformacion utilizando 10 ng de pladsmido Bmk17
siguiendo la metodologia descrita. Después de 24 h no se observé crecimiento, por lo
que se repitié el procedimiento aumentando la cantidad de plasmido a 25 ng. En este
caso se tuvo crecimiento en el medio liquido inoculado con la reaccion de
transformacién, por lo que el procedimiento se repiti6 para obtener lineas
transformadas de Bmk20, EAR19 y EAR20, y luego se hizo banco de cada linea

transformada.
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Para tener las condiciones de la induccion se utilizd un cultivo de 10 mL de la linea
Bmk17 (T= 37°C). Cuando se alcanzé una ODeggo= 0,42 se llevd a cabo la induccion de
expresion, lisis y muestreo (6 h) siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.
Aunque la etiqueta Sumo-PoliHis tiene un peso molecular de 12 kDa, el aumento en
tamano de las proteinas en SDS-PAGE por cada etiqueta adicionada se encuentra en
el rango entre 15y 17 kDa (Hilgarth & Sarge, 2005), por lo que en este caso la banda

correspondiente a los péptidos recombinantes debe encontrarse entre 17 y 19 kDa.

La electroforesis SDS-PAGE de las muestras de Bmk17 se presenta en la Fig. 4-7. En
este caso se esperaba identificar una banda diferencial o de mayor intensidad en los
carriles correspondientes a muestras con inductor (Bmk17-1P) respecto al control sin
inductor (Bmk17), sin embargo, en ninguno de los tiempos evaluados se obtuvo banda
diferencial entre 17 y 19 kDa, lo que indica que en estas condiciones no se logré

expresar el péptido recombinante.

Es importante resaltar que de acuerdo a lo predicho previamente, es posible que el
péptido Bmk17 tenga una potencial actividad antimicrobiana, lo que implicaria que
puede ocasionar citotoxicidad en el huésped y esto explicaria porqué no se logro
expresar. Aun cuando los péptidos se fusionan con etiquetas que aumentan su
solubilidad, es necesario optimizar las condiciones del cultivo para garantizar su
expresion. Dentro de los parametros operacionales que tienen mayor influencia en el
rendimiento de la expresion de proteinas recombinantes se destacan la concentracion

de inductor y la temperatura y el tiempo de induccion (Li, 2011).

Llevar a cabo la induccién a temperaturas por debajo de 37 °C puede disminuir el
crecimiento de E. coli pero aumenta la expresion de proteinas solubles. En este caso,
las células se mantienen a 37 °C hasta que alcanzan ODeoo= 0,4-0,6, luego se reduce
la temperatura del cultivo y se induce la expresion (Bhatwa et al., 2021). La disminucion
de la temperatura de induccion implica una menor tasa de sintesis de proteinas, lo que
ocasiona que se requieren cultivos mas largos para alcanzar cantidades detectables
del péptido recombinante, reportandose incluso cultivos de hasta 72 h para alcanzar la

expresion de la proteina de interés (Kaur et al., 2018).
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Figura 4-7: SDS-PAGE (Tris-Glicina, gel al 17,5%) de las muestras de Bmk17 (sin
inductor) y Bmk17-IP (con inductor) a diferentes tiempos después de la induccién. Carril
1: Marcador de peso. Carril 2: Bmk17 1h. Carril 3: Bmk17-IP 1h. Carril 4. Bmk17 2h.
Carril 5. Bmk17-IP 2h. Carril 6. Bmk17 3h. Carril 7. Bmk17-IP 3h. Carril 8. Bmk17 4h.
Carril 9. Bmk17-IP 4h. Carril 10. Bmk17-IP 6h (50 g proteina/pozo).
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Se ha documentado que el uso de mayores concentraciones de IPTG ocasionan
efectos toxicos en las células y por lo tanto, bajos rendimientos o expresion nula;
mientras que menores concentraciones de inductor conllevan a una induccion
ineficiente que también ocasiona bajo rendimiento (Kachlawaha et al., 2022), lo que

resalta la importancia de optimizar la concentracion de inductor.

Teniendo esto en cuenta se llevé a cabo la evaluacion de diferentes condiciones de
induccién con el objetivo de identificar los parametros de cultivo que permitan obtener
la proteina recombinante. Se utilizo la linea Bmk17 y la combinacién de variables dio
lugar a un set de 9 condiciones de cultivo (Tabla 4-6), y de cada cultivo se tomaron
muestras a las 2, 4, 6, 16, 24 y 48 h. Todas las muestras, fraccion soluble e insoluble,
se procesaron y analizaron en electroforesis SDS-PAGE (Tris-glicina gel 17,5%)
(Anexo Fig. 9 a 17)
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Tabla 4-6: Niveles de las variables evaluadas (IPTG y temperatura) en la expresion de
Bmk17.

Parametro Valor
IPTG (mM) 0,5 0,75 1
Temperatura (°C) 18 24 30

De todas las condiciones evaluadas, solo en las muestras correspondientes a la
fraccion insoluble del cultivo a 24 °C con 0,75y 1 mM a las 24 h (Fig. 4-8 Carriles 4 y
5) se identifico la presencia de bandas diferenciales en un peso molecular alrededor de
19 kDa respecto al control sin inductor (Fig. 4-8 Carril 2), por lo que se definieron como
condiciones para todos los cultivos 24 °C, 0,75 mM de IPTG y 24 h de induccion.

Figura 4-8: SDS-PAGE (Tris-Glicina, gel al 17,5%) de las muestras de Bmk17 (sin
inductor) y Bmk17-IP (con inductor) a 24 y 48h después de la induccion. Temperatura
de induccion=24°C. Fraccion Insoluble. Carril 1: Marcador de peso. Carril 2: Bmk17
24h. Carril 3: Bmk17-IP (0,5 mM) 24h. Carril 4. Bmk17 (0,75 mM) 24h. Carril 5. Bmk17-
IP (1 mM) 24h. Carril 6. Bmk17 48h. Carril 7. Bmk17-IP (0,5 mM) 48h. Carril 8. Bmk17
(0,75 mM) 48h. Carril 9. Bmk17-1P (1 mM) 48h.
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Tanto las fracciones solubles como las insolubles de todos los lisados de cultivos de
200 mL se dializaron (3 cambios contra agua MiliQ, 10 kDa), se cuantificaron por BCA
y se analizaron por dot blot, cuyo resultado fue positivo para las fracciones insolubles

de cada cultivo.

La fraccion insoluble del crudo de EAR19 se cargd en una columna de afinidad a
cobalto, y se realizo el seguimiento de la separacion con lecturas de absorbancia a 220
y 280 nm. Se obtuvo una fraccion retenida por cobalto (Fig. 4-9); debido a la alta
selectividad y sensibilidad de la unién por afinidad con el metal, esta fraccién
corresponde al péptido recombinante con la cola de polihistidinas (Block et al., 2009),

lo que confirma el resultado obtenido mediante el dot blot.

Figura 4-9: Cromatografia de afinidad a cobalto para la fraccion insoluble de EAR19

(Absorbancia a 220 nm)

Buffer de elucién
12 Imidazol (150 mM)

Abs 220 nm

Con respecto a la purificacion en batch de las demas proteinas recombinantes, se
encontré que todas las fracciones no retenidas tuvieron valores de absorbancia a
230 nm similares (~3,3). Esto sugiere que hay una gran cantidad de proteinas no se
une a la matriz de afinidad mientras que, para la fraccion retenida, las absorbancias
varian, indicando diferencias en la cantidad de proteina que si interactla con la fase
estacionaria (Tabla 4-7). Por su parte, Bmk17 presento la mayor cantidad de proteina
retenida (143,6 ug), lo que sugiere una mayor afinidad por la matriz de cromatografia.

En contraste, EAR19 mostro la menor recuperacion (86,4 pg), lo que podria indicar una
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menor eficiencia de unidbn o una menor estabilidad en las condiciones de elucion.
Finalmente, Bmk20 (118,6 ung) y EAR20 (111,2 pg) presentaron valores de
recuperacion intermedios. Los resultados varian de acuerdo con la cantidad de proteina

gue se sembré en cada caso.

Tabla 4-7: Cuantificacion de la fraccién insoluble y de la fraccion retenida por afinidad
a cobalto. Se indican en rosado las fracciones retenidas que corresponden péptido

recombinate con el tag de fusion

Proteina | Proteina | Cromatografia | Absorbancia |Proteina | Proteina
Muestra mg/mL?! | mg?'? de afinidad 230 nm?3 g/ L% g*®
Bmk 17 Insoluble | 50,17 | 100,34 | No Retenida 3,329
Retenida 1,559 0,718 | 143,6
Bmk20 Insoluble | 39,425 | 78,85 | No Retenida 3,355
Retenida 2,148 0,592 | 118,6
EAR19 Insoluble | 57,985 | 115,97 | No Retenida 3,324
Retenida 1,773 0,432 86,4
EAR20 Insoluble | 37,53 | 75,06 | No Retenida 3,355
Retenida 1,054 0,556 | 111,2

1Concentracion (BCA) del pool de la fraccién insoluble obtenida del lisado crudo
2Volumen de la fraccién 2 mL

3Absorbancia del pool de fracciones que eluyeron de la columna de afinidad a cobalto
4Concentracion (BCA) del pool de la fraccion retenida por afinidad a cobalto

ny de proteina total en un Volumen de 200 L

Los resultados indican que todos los péptidos recombinantes expresados se
encontraron en la fraccion insoluble. Este resultado es comdn ya que la expresion
recombinante genera una carga metabdlica en el huésped que ocasiona la acumulacion
de la proteina objetivo en agregados insolubles, por lo que no es exclusivo de E. coli
sino que también se presenta en otras lineas de amplio uso como Komagataella phaffii

(anteriormente Pichia pastoris) y Lactococcus lactis (Kaur et al., 2018).

Se ha identificado que en la mayoria de los casos llevar a cabo la expresién de menor
temperatura mejora la estructura tridmensional tanto de la fraccion soluble como de la
insoluble, lo que permite obtener de esta Ultima una mayor cantidad de proteina (Balta-
Foix et al., 2022).
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De manera general, los cuerpos de inclusién formados a menor temperatura presentan
mayor actividad, se solubilizan mas facilmente a menores concentraciones de agentes
desnaturantes y permiten obtener proteina recombinante completamente funcional
(Kaur et al., 2018). Aungue en este caso el uso conjunto de etiqueta de fusion y menor
temperatura de induccién no evitd la agregacion de los péptidos recombinantes, los
cuerpos de inclusion se lograron solubilizar en condiciones “suaves” (Urea 2M), por lo
que es posible pensar que se logrd alterar la estabilidad del cuerpo de inclusion sin

desnaturar las proteinas embebidas en el agregado.

La hidrdlisis de la fraccion retenida con sumo-proteasa, seguida de una separacién por
ultrafiltracion (MW cut-off 3 kDa), permitié obtener por separado la etiqueta de fusion
(12 kDa) y el péptido recombinante, cuya masa fue de aproximadamente 2 kDa en
todos los casos. Asimismo, se realizé un seguimiento del contenido de proteina en cada

fraccion mediante la medicion de la absorbancia a 230 nm (Tabla 4-8).

Tabla 4-8: Absorbancia de las fracciones obtenidas después de la ultrafiltracion (MW
cut off 3 kDa) (Retentato: tag de fusion, Difusato: Péptido recombinante). Se indica en

rosado la fraccién correspondiente al péptido recombinante.

Péptido Concentracion Ultrafiltracion Absorbancia Volumen
recombinante g/ L! (MW cut off 3 kDa) (230 nm) L?
o | ome | Reenlo g0 | i
Bmk20 0,592 R[?i?ﬁggo i;ggg 15355
R e —

!Proteina total antes de la hidrélisis con sumo proteasa. Volumen inicial= 200 L
2Volumen del difusato (péptido recombinante)

Dado el poco volumen de difusato obtenido luego de la ultrafiltracion (menor a 65 L
en todos los casos), no se llevé a cabo la cuantificacion mediante BCA. Sin embargo,
para poder evaluar el rendimiento de la expresién en comparacion con datos reportados
en la literatura, se definié el rendimiento como la relacién entre la proteina total retenida

por la columna de afinidad a cobalto, que corresponde a los péptidos recombinantes
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unidos al tag SUMO-cola polyHis, y la proteina total del lisado crudo de la fraccion
insoluble (Ec. 4-2) (Tabla 4-9).

2964 1@.( %/ 1.1"( #% ‘H=(A #
2964 1@.( # (A"IA AI("# '%3$"#

0112  (4-2)

Adicionalmente, se definid el producto de la expresién como la relacion entre la masa
( g) de proteina retenida por cobalto (péptido con el tag de fusion) y el volumen de
cultivo (160,0 mL en todos los casos) (Ec. 4-3) (Tabla 4-9).

E+"/ %#1@.( %/ 1.1"( #% '#=(A #
FHASH. "IA '$A I># )GHI *J,

B )CD, 0112  (4-2)

Tabla 4-9: Rendimiento y producto de la expresion de los diferentes péptidos

recombinantes

Péptido Rendimiento Producto

P (%) (_g/mL)
Bmk17 0,718 0,898
Bmk20 0,592 0,741
EAR19 0,432 0,540
EAR20 0,556 0,695

Bmk17 present6 el mayor rendimiento (0,718 %), lo que sugiere que es el péptido mas
eficiente en términos de recuperacion tras los procesos de purificacion vy
procesamiento. En contraste, EAR19 mostré el menor rendimiento (0,432 %), lo que
podria indicar pérdidas significativas durante la purificacion o una menor eficiencia en
la expresion o solubilizacion. Por su parte, Bmk20 (0,592 %) y EAR20 (0,556 %)
tuvieron valores intermedios, reflejando un comportamiento similar en cuanto a

rendimiento.

En cuanto a la concentracion del producto final (ug/mL), Bmk17 también alcanzo el
valor mas alto (0,898 pg/mL), en concordancia con su mayor rendimiento. EAR19,
nuevamente, presentd la menor concentracion de producto (0,540 pg/mL), lo que
refuerza su baja eficiencia en el proceso. Por otro lado, Bmk20 (0,741 ug/mL) y EAR20
(0,695 pg/mL) mostraron concentraciones intermedias, en linea con sus respectivos

rendimientos. Las diferencias en rendimientos y concentraciones podrian deberse a
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variaciones en la expresién recombinante, la estabilidad estructural o la afinidad de
cada péptido por la matriz de purificacion. En particular, EAR19, al presentar el menor
rendimiento y concentracion, podria estar perdiéndose en etapas como la ultrafiltracion
o la hidrélisis enzimética. Ademas, si la proteasa no actla con la misma eficiencia en

todas las muestras, afectaria la concentracion final de péptido.

Se debe tener en cuenta que, al definir el rendimiento y la cantidad de producto
expresado en funcién de la masa total del péptido unido al tag de fusion, estos valores
pueden estar sobreestimados en comparacién con los obtenidos si se considerara
Unicamente la masa del péptido recombinante sin el tag. No obstante, debido a la
dificultad para cuantificar el difusato de la ultrafiltracion debido a su bajo volumen, los
valores calculados resultan Gtiles para estimar el rendimiento del proceso y compararlo

con los reportados en la literatura (Tabla 4-10).

La cantidad de producto obtenida, a pesar de estar sobreestimada, es muy baja en
comparacion con los valores reportados (Tabla 4-10), lo que corrobora que se obtuvo
un bajo rendimiento de la expresion. Como se menciond previamente, las condiciones
operativas que mas influyen en el rendimiento de la expresién son la temperatura y el
tiempo de induccion, asi como la concentracion de inductor empleada. En este caso,
aunque todas estas condiciones fueron optimizadas para lograr la expresion, y
adicionalmente se trabajaron cultivos suplementados con glucosa (1%), lo que
mantiene la estabilidad del plasmido y mejora la solubilidad de la proteina expresada
(Cong et al., 2014), no se logré una mayor expresion de los péptidos de interés. Esto
indica que, para las secuencias trabajadas, no se pueden alcanzar altos rendimientos
utilizando el sistema pET-SUMO en combinacion con la linea de E. coli BL21(DE3),
posiblemente debido a una potencial actividad antimicrobiana de los péptidos de interés
sobre el huésped de expresion (Tabla 2-5, Indice de Boman alrededor de 1 en todos

los casos) 0 a su peso molecular el cual es menor a 2 kDa.

Un resultado similar se obtuvo al intentar expresar el péptido antimicrobiano BR021 en
la misma cepa E. coli BL21(DE3), en donde se obtuvo un rendimiento bajo con la

proteina recombinante agregada en cuerpos de inclusién insolubles. Sin embargo, su



103

expresion fue posible en la linea OverExpressC41(DE3)pLysS alcanzando los 600

g/mL de péptido recombinante purificado (Schreiber et al., 2017).

Tabla 4-10: Niveles de expresion de algunos péptidos recombinantes (<10 kDa) con

actividad biol6gica producidos en E. coli

- Producto Tamafio p . .

Péptido ( g/mL) kDa Linea de expresion Referencia
IMP (Inhibidor de 10 7,7 Rosetta-gami 2 (DE3)pLysS | Schreiber et al., 2017
metalproteinasas)
AFP (Péptido antifingico) 4,2 8,2 BL21(DE3) Schreiber et al., 2017
BR021 (Pépido antimicrobiano)* 600 8,4 OverExpressC41(DE3)pLysS | Schreiber et al., 2017
PR-39 (Péptido antimicrobiano)?® 6 4,7 BL21(DE3)pLysS Azari et al., 2020
Hepcidina (Péptido . .
antimicrobiano)! 3,9 2,8 Origami(DE3)pLysS Sadr et al., 2017
Cecropina acoplada a fragmento
de Lisozima humana (Péptido 195 NR? BL21(DE3)pLysS Zhang et al., 2019
antimicrobiano)!
SjLys-C (Péptido
antimicrobiano): 50 8,72 Rosetta(DE3)pLysS Cong et al., 2014

1Toxicos para el huesped E. coli
°No reportan la secuencia ni el tamafio

Otro ejemplo es el péptido antimicrobiano cecropina acoplado a lisozima humana (CB-
hLyso), en donde no fue posible su produccion en la cepa E. coli BL21(DE3), pero que
se expreso con un buen rendimiento en la cepa E. coli BL21(DE3)pLysS (Zhang et al.,
2019). Ademas, se ha reportado que el uso del tag SUMO para la expresion de péptido
antimicrobiano Hepcidina en la linea Origami(DE3)pLysS, ocasion6é un aumento en la
solubilidad de las péptidos de fusion y facilitd la purificacion del producto recombinante
final (Sadr et al., 2017).

Estos estudios, junto con los ejemplos presentados en la Tabla 4-10, sugieren que el
bajo rendimiento podria deberse a que la linea BL21(DE3) no es la mas adecuada para
la expresion de péptidos con actividad antimicrobiana. En contraste, las lineas que
incluyen el plasmido pLysS parecen ser mas apropiadas para la produccion de estas
moléculas. Este pladsmido codifica la lisozima T7, que suprime la expresion basal de la
ARN polimerasa T7 antes de la induccion, lo que contribuye a estabilizar la proteina
recombinante de fusion y a reducir su efecto citotdxico sobre el huésped (Zhang et al.,
2019).
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4.3 Conclusiones

Para la ligacién de los insertos de EAR19, EAR20, BmI17 Y Bmk20 es necesario
mantener una relacién molar inserto:vector 3:1 y emplear 2 L de reaccion de ligacion

con ATP 1 mM en el buffer de ligacién.

Se obtuvieron los plasmidos puros para Bmk17, Bmk20, EAR19 y EAR20 con el vector
pPET-SUMO.

Paratodos los casos, el rendimiento de expresion fue bajo (menor al 1%) y las proteinas
recombinantes se agregaron en cuerpos de inclusion en la fraccion insoluble, lo que
indica que la linea BL21(DE3) no es la mas adecuada para la expresion de péptidos

menores a 20 residuos de amino&cidos o con potencial actividad antimicrobiana.
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5. Perspectivas

Se propone producir mediante sintesis quimica en fase sélida los péptidos disefiados
(BMC1, BMC2 y BMC4 (Tabla 2-3)) para evaluar su actividad citotoxica en lineas de
celulas tumorales. También se propone continuar la evaluacion del efecto de los
péptidos MR-B1, MR-B2 y MR-B3 en otras lineas celulares tumorales donde se ha
identificado una asociacion entre la malignidad y proliferacion del tumor, y la
sobreexpresion del canal TRPC6, como es el caso de cancer gastrico, de prostata,
higado y pancreas. Adicionalmente, se sugiere llevar a cabo hacer un estudio de

expresion de genes asociados a apoptosis luego del tratamiento con cada péptido.

Para el péptido MR-B1 se podria hacer la evaluacién de los cambios en la expresion
de proteinas asociadas con apoptosis intrinseca para comparar con los resultados
obtenidos en la expresidn génica y validar la ruta de accién propuesta. Adicionalmente,
estudiar el efecto de este péptido en combinacion con un farmaco quimioterapéutico
tradicional en las lineas en que no ejercid actividad por si solo (A549 y MCF-7), asi

como lineas con alta frecuencia de quimiorresistencia.

Realizar estudios de electrofisiologia con el canal TRPC6 y el péptido MR-B1 para
determinar si ejerce una modulacion sobre las corrientes evocadas en este canal, de

esta forma se podria corroborar el blanco de interaccion propuesto en el disefio inicial.

Evaluar la actividad antimicrobiana de los péptidos MR-B1, MR-B2 y MR-B3 mediante

ensayos especificos para determinar su potencial como agentes antimicrobianos.
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Purificar los péptidos recombinantes Bmk17, Bmk20, EAR19 y EAR20 mediante HPLC
para su caracterizacibn por espectrometria de masas y posterior evaluacién de

citotoxicidad y actividad antimicrobiana.

Con los plasmidos obtenidos de EAR19, EAR20, Bmkl7 y Bmk20 se sugiere
transformar una linea de expresion que contenga el plasmido pLysS, con el objetivo de
obtener mayores rendimientos y disponer de una cantidad adecuada de cada péptido

para ensayos bioldgicos.
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Anexos

Figura 1. Viabilidad celular sobre fibroblastos en el rango de 0,3 a 10 g de estimulo.
a) Péptido MR-B1, b) Péptido MR-B2, c) Péptido MR-B3. Negro: Control negativo
(PBS), azul: Tratamiento con péptido, rojo: Control con etopdsido. Cada dosis fue

evaluada por triplicado.
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Figura 2. Viabilidad celular sobre la linea tumoral SCC090 en el rango de 0,3 a 10 ug
de estimulo. a) Péptido MR-B1, b) Péptido MR-B2, c) Péptido MR-B3. Negro: Control
negativo (PBS), azul: Tratamiento con péptido, rojo: Control con etopdsido. Cada dosis

fue evaluada por triplicado.

|
|

=

a

Viabilidad calular [V
Viabilidad celular (%)

a
Ln (pg) Ln (pg)



—
=
=

wn
=

Viabilidad celular (%)

Viatalidad celular (%)

108

Figura 3. Viabilidad celular sobre la linea tumoral HeLa en el rango de 0,3 a 10 g de
estimulo. a) Péptido MR-B1, b) Péptido MR-B2, ¢) Péptido MR-B3. Negro: Control
negativo (PBS), azul: Tratamiento con péptido, rojo: Control con doxorrubicina. Cada

dosis fue evaluada por triplicado.
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Figura 4 . Viabilidad celular sobre la linea tumoral A549 en el rango de 0,3 a 10 g de
estimulo. a) Péptido MR-B1, b) Péptido MR-B2, ¢) Péptido MR-B3. Negro: Control
negativo (PBS), azul: Tratamiento con péptido, rojo: Control con etopdsido. Cada dosis

fue evaluada por triplicado.
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Figura 5. Viabilidad celular sobre la linea tumoral MCF7 en el rango de 0,3a 10 g de
estimulo. a) Péptido MR-B1, b) Péptido MR-B2, ¢) Péptido MR-B3. Negro: Control

negativo (PBS), azul: Tratamiento con péptido, rojo: Control con etopésido. Ensayo por

triplicado.
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Figura 6. Viabilidad celular sobre la linea tumoral Cal27 en el rango de 0,3 a 10 g de

MR-B1.
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Ensayos de actividad hemolitica

Preparacion de la suspension de eritrocitos
Utilizar suspensiones de eritrocitos humanos (hRBC) al 10%.
Colectar la sangre en un tubo con anticoagulante.

Realizar tres lavados con PBS 1X (pH 7.2) mediante centrifugacion hasta

obtener eritrocitos empaquetados.

Preparar una suspension al 10% resuspendiendo 500 pL de eritrocitos

empaguetados en 5 mL de PBS 1X.
Incubacion con péptidos y determinacién de hemdlisis

Mezclar 50 pL de la suspension de hRBC al 10% con 50 pL de cada péptido en

concentraciones seriadas.
Incubar a 37°C durante 1 hora .

Posteriormente, centrifugar las muestras a 800 g durante 5 minutos para

obtener el sobrenadante.

Determinar la cantidad de hemoglobina liberada por lisis midiendo la

absorbancia a 405 nm.
Incluir controles:
o Control negativo : hRBC al 10% sin péptidos.
o Control positivo : hRBC al 10% tratados con Triton X-100 al 1% .

En esta etapa, se seleccionaran los péptidos que no causen hemolis is en

eritrocitos humanos
Documentacion de resultados

Registrar y analizar los datos obtenidos para la seleccién de péptidos no

hemoliticos.
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Tabla 1: Ensayo de actividad hemolitica para MR-B1 y MR-B3

*100

MR-B1 MR-B3 g/mL
0,084 0,093 100,00
0,105 0,062 50,00
0,141 0,101 25,00
0,172 0,106 12,50
0,079 0,082 6,25
0,091 0,173 3,13
0,147 0,106 1,56
0,093 0,111 0,78
0,113 0,115 0,39
0,096 0,083 0,20
MR-B1 MR-B3 Controles
0,113 0,212 Negativo
1,899 2,059 Positivo
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Tabla 2. Primers disefiados para cada secuencia de inserto doble cadena

Péptido Primers
Bmk17 Forward primer:
AAACTGCCTGATAAAGTCCC
Reverse primer:
GCCTTAGAAACCGCCATTG
Bmk20 Forward primer:
GGGGTCAAGTTACCCGATAA
Reverse primer: TTAACCGCCATTCGACTT
EAR19 Forward primer:
GGCGAGGACGATTTGCAGGA
Reverse primer:
GCCGCCTTAGTTGCTTTTATCG
EAR20-A Forward primer:
CTTGGCATGCGCAGTGAGTTG
Reverse primer:
TAGTCGGCATCCTGATCGTTGT
EAR20-B Forward primer: AAACTGGGCATGCGCAG
Reverse primer: TGCTAGTCCTACGCCTA
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EAR20-C

Forward primer:
CTGGGCATGCGCAGCGAA

Reverse primer: CTATTGCTAGTCCTACG

Figura 7. Perfil electroforético de las muestras de PCR de las parejas de primers

disefiadas para cada inserto de doble cadena en gel de agarosa (2%) (Carril 1. Bmk17,
Carril 2. Control negativo de Bmk17, Carril 3. Bmk20, Carril 4. Control negativo de
Bmk20, Carril 5. EAR19, Carril 6. Control negativo de EAR19, Carril 7. EAR20-A, Catrril
8. Control Negativo de EAR20-A, Carril 9. EAR20-B, Carril 10. Control negativo de
EAR20-B, Carril 11. EAR20-C, Carril 12. Control negativo de EAR20-C)
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Figura 8. Curva de calibracion para cuantificacién por &cido bicinconinico BCA
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Figura 9. SDS-PAGE (Tris-Glicina, gel al 17,5%) de las muestras de Bmk17 (sin
inductor) y Bmk17-IP (con inductor) a 2 y 4h después de la induccion. Fraccion soluble.
Carril 1: Marcador de peso. Carril 2: Bmk17 2h. Carril 3: Bmk17-IP (0,5 mM) 2h. Carril
4. Bmk17 (0,75 mM) 2h. Carril 5. Bmk17-IP (1 mM) 2h. Carril 6. Bmk17 4h. Carril 7.
Bmk17-IP (0,5 mM) 4h. Carril 8. Bmk17 (0,75 mM) 4h. Carril 9. Bmk17-IP (1 mM) 4h.

Temperatura de induccién= 18°C.
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Figura 10. SDS-PAGE (Tris-Glicina, gel al 17,5%) de las muestras de Bmk17 (sin
inductor) y Bmk17-IP (con inductor) a 6 y 16h después de la induccién. Fraccién soluble.
Carril 1: Marcador de peso. Carril 2: Bmk17 6h. Carril 3: Bmk17-IP (0,5 mM) 6h. Carril
4. Bmk17 (0,75 mM) 6h. Carril 5. Bmk17-IP (1 mM) 6h. Carril 6. Bmk17 16h. Carril 7.
Bmk17-IP (0,5 mM) 16h. Carril 8. Bmk17 (0,75 mM) 16h. Carril 9. Bmk17-IP (1 mM)
16h. Temperatura de induccion= 18°C.

Figura 11. SDS-PAGE (Tris-Glicina, gel al 17,5%) de las muestras de Bmk17 (sin
inductor) y Bmk17-IP (con inductor) a 24 y 48h después de la induccion. Fraccion
soluble. Carril 1: Marcador de peso. Carril 2: Bmk17 24h. Carril 3: Bmk17-1P (0,5 mM)
24h. Carril 4. Bmk17 (0,75 mM) 24h. Carril 5. Bmk17-IP (1 mM) 24h. Carril 6. Bmk17
48h. Carril 7. Bmk17-IP (0,5 mM) 48h. Carril 8. Bmk17 (0,75 mM) 48h. Carril 9. Bmk17-
IP (1 mM) 48h. Temperatura de induccién= 18°C.
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Figura 12. SDS-PAGE (Tris-Glicina, gel al 17,5%) de las muestras de Bmk17 (sin
inductor) y Bmk17-1P (con inductor) a 2 y 4h después de la induccion. Fraccion soluble.
Carril 1: Marcador de peso. Carril 2: Bmk17 2h. Carril 3: Bmk17-IP (0,5 mM) 2h. Carril
4. Bmk17 (0,75 mM) 2h. Carril 5. Bmk17-IP (1 mM) 2h. Carril 6. Bmk17 4h. Carril 7.
Bmk17-IP (0,5 mM) 4h. Carril 8. Bmk17 (0,75 mM) 4h. Carril 9. Bmk17-IP (1 mM) 4h.

Temperatura de induccién= 24°C.

Figura 13. SDS-PAGE (Tris-Glicina, gel al 17,5%) de las muestras de Bmk17 (sin
inductor) y Bmk17-IP (con inductor) a 6 y 16h después de la induccién. Fraccion soluble.
Carril 1: Marcador de peso. Carril 2: Bmk17 6h. Carril 3: Bmk17-IP (0,5 mM) 6h. Carril
4. Bmk17 (0,75 mM) 6h. Carril 5. Bmk17-IP (1 mM) 6h. Carril 6. Bmk17 16h. Carril 7.
Bmk17-IP (0,5 mM) 16h. Carril 8. Bmk17 (0,75 mM) 16h. Carril 9. Bmk17-IP (1 mM)
16h. Temperatura de induccién= 24°C.
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Figura 14. SDS-PAGE (Tris-Glicina, gel al 17,5%) de las muestras de Bmk17 (sin
inductor) y Bmk17-IP (con inductor) a 24 y 48h después de la induccion. Fraccion
soluble. Carril 1: Marcador de peso. Carril 2: Bmk17 24h. Carril 3: Bmk17-IP (0,5 mM)
24h. Carril 4. Bmk17 (0,75 mM) 24h. Carril 5. Bmk17-IP (1 mM) 24h. Carril 6. Bmk17
48h. Carril 7. Bmk17-IP (0,5 mM) 48h. Carril 8. Bmk17 (0,75 mM) 48h. Carril 9. Bmk17-
IP (1 mM) 48h. Temperatura de induccion= 24°C.

Figura 15. SDS-PAGE (Tris-Glicina, gel al 17,5%) de las muestras de Bmk17 (sin
inductor) y Bmk17-1P (con inductor) a 2 y 4h después de la induccion. Fraccion soluble.
Carril 1: Marcador de peso. Carril 2: Bmk17 2h. Carril 3: Bmk17-IP (0,5 mM) 2h. Carril
4. Bmk17 (0,75 mM) 2h. Carril 5. Bmk17-IP (1 mM) 2h. Carril 6. Bmk17 4h. Carril 7.
Bmk17-IP (0,5 mM) 4h. Carril 8. Bmk17 (0,75 mM) 4h. Carril 9. Bmk17-IP (1 mM) 4h.

Temperatura de induccion= 30°C.
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Figura 16. SDS-PAGE (Tris-Glicina, gel al 17,5%) de las muestras de Bmk17 (sin
inductor) y Bmk17-1P (con inductor) a 6 y 16h después de la induccion. Fraccién soluble.
Carril 1: Marcador de peso. Carril 2: Bmk17 6h. Carril 3: Bmk17-IP (0,5 mM) 6h. Carril
4. Bmk17 (0,75 mM) 6h. Carril 5. Bmk17-IP (1 mM) 6h. Carril 6. Bmk17 16h. Carril 7.
Bmk17-IP (0,5 mM) 16h. Carril 8. Bmk17 (0,75 mM) 16h. Temperatura de induccién=
30°C.

Figura 17 . SDS-PAGE (Tris-Glicina, gel al 17,5%) de las muestras de Bmk17 (sin
inductor) y Bmk17-IP (con inductor) a 24 y 48h después de la induccion. Fraccion
soluble. Carril 1: Marcador de peso. Carril 2: Bmk17 24h. Carril 3: Bmk17-IP (0,5 mM)
24h. Carril 4. Bmk17 (0,75 mM) 24h. Carril 5. Bmk17-IP (1 mM) 24h. Carril 6. Bmk17
48h. Carril 7. Bmk17-IP (0,5 mM) 48h. Carril 8. Bmk17 (0,75 mM) 48h. Carril 9. Bmk17-
IP (1 mM) 48h. Temperatura de induccién= 24°C.
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