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RESUMEN

Cinco secuencias precursoras para la familia de las alfa-neurotoxinas de cadena
corta fueron identificadas a partir del ADNc de la glandula venenosa de la Micrurus
mipartitus (serpiente coral rabo de aji). Entre ellas la secuencia precursora para la
Mipartoxin-I, la Mipartoxin-la, isoforma de la anterior, y 3 proteinas mas las cuales
fuero denominadas Mipartoxin-Il, Mipartoxin-1ll y Mipartoxin-1V. Estas secuencias
codificaron para un propéptido de 79-82 aminoécidos, el cual contiene un péptido
sefal de 21 aminoéacidos y un péptido maduro entre 58-61 amino&cidos. A partir de
la secuencia codificante para la Mipartoxin-l, se clonaron tres constructos en el
plasmido pPICzaC en Pichia pastoris cepa X33: Mipartoxin-lIA (secuencia
propéptido Mipartoxin-l), Mipartoxin-IB (secuencia Mipartoxin-1), y Mipartoxin-IC
(secuencia Mipartoxin-l mas epitopo c-myc y marcador de 6 histidinas). Sin embargo
solamente la Mipartoxin-IC fue la que evidencio una produccion aceptable con una
concentracion de 2-5 mg/L de proteina recombinante con una pureza de 95%. No
obstante no mostro efecto letal en el modelo de ratén, pero indujo una leve toxicidad
a 100ug/raton. Por analisis de digestion con tripsina en gel por MALDI-TOF-TOF se
confirmaron péptidos de la Mipartoxin-IC, igualmente por anticuerpos anti-His se
confirmd la expresion de la proteina. Finalmente por migracion en SDS-PAGE y

LS/MSD se determin6 que su masa molecular fue de 11.715 Da.

Palabras clave: Micrurus mipartitus, Mipartoxin-I, Clonacién, Expresion de proteinas

recombinantes.
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INTRODUCCION

La incidencia de accidente ofidico mundial es de aproximadamente 2.5 millones de
mordeduras y a consecuencia de ellos quedan cerca de 250.000 personas con
secuelas y por lo menos 85.000 muertes. Para Ameérica se estiman
aproximadamente 300.000 mordeduras, con 12.000 secuelas, y cerca de 4.000
muertes (1). En Colombia en el afio 2014 ocurrieron 4232 accidentes ofidicos (2), y
la mayor incidencia fue en el departamento de Antioquia con 637 accidentes (3).
Debido a las costumbres de la poblacion de acceder a curanderos y chamanes en
casos de accidente ofidico se estima que un nimero importante de mordeduras no
son registradas, por lo tanto la incidencia de accidentes ofidicos es probablemente
mayor ((4).

Aproximadamente del 85 % al 90% de los accidentes ofidicos ocurren en
comunidades rurales, y del total solamente el 10 al 20% de los casos acontecen en
el interior de las viviendas o los alrededores de las casas (5). El 54% de los
accidentes ocurren en los jovenes y adultos entre los 15 - 45 afios, de los cuales un
75% es en hombres. Sin embargo, un 30% de los casos se presentan también en
nifios (5,6). Con relacion al caso de las serpientes coral, la mayoria de las
mordeduras ocurren en los nifios, especialmente en las manos, esto debido a que
por el caracter docil de las corales y sus colores llamativos, es manipulada
indebidamente con frecuencia por ellos (7-9). Sin embargo, los accidentes por
corales solo representan el 2% del total de los accidentes ofidicos, pero la mayoria
de estos se consideran graves, debido al caracter neurotoxico de su veneno (9). En
relacion a lo anterior se ha descrito que dosis entre los 4 a 5 mg/Kg de veneno de
Micrurus spp son letales para los humanos (10). Para Micrurus mipartitus se

describio una dosis letal 50 (DL50) de 0.47ug de veneno / g de peso (11).



En Colombia, no se produce antiveneno para las serpientes del genero Micrurus,
por lo cual se tienen que importar de otros paises como Brasil y Costa Rica. En el
primer caso el suero se produce con el veneno de las especies de corales de mayor
importancia clinica brasileras, como son M. coralinus, M. lemniscatus, y M. frontalis
(12,13). Para el segundo caso se produce un suero empleando venenos de para M.
carinicaudus, M. fulvius y M. nigrocinctus. Ademas, en este antiveneno se
especifica que no tiene actividad para tratar el envenenamiento causado por M.

mipartitus (14).

Se ha encontrado en casos de envenenamiento moderado y severo por Micrurus,
gue las manifestaciones neuroldgicas asociadas a paralisis se presentan en las
primeras 2-4 h a partir del envenenamiento, aunque en algunos casos pueden
aparecer tardiamente a las 7-18 h después de la mordedura (13). Ademas la
paralisis empeora rapidamente si no se inicia el tratamiento adecuado, y se puede
requerir ventilacion artificial. La completa recuperacion de una pardlisis severa

puede durar hasta dos meses (13,15).

La falta de antiveneno, en parte se debe a la poca disponibilidad de veneno de
Micrurus spp. y esto se relaciona con los estrictos habitos alimenticios y ambientales
de las serpientes coral, que dificultan su manutencién en cautiverio, y a que por sus
caracteristicas morfo-anatémicas, producen una escasa cantidad de veneno (16—
18). La cantidad de veneno varia de acuerdo a la especie por ejemplo para la

especie Micrurus mipartitus es de aproximadamente 2,5mg por extraccion (11).

Como un acercamiento para solucionar esta problematica, en trabajos anteriores se
realizo la caracterizacion protedmica y biologica del veneno de la serpiente coral
rabo de aji, M. mipartitus (11), serpiente coral de mayor importancia clinica de

Colombia. Asi mismo, se identific6 una de sus toxinas mayoritarias,



correspondiente al grupo de tres dedos (3FTxs), y la cual se denominé Mipartoxin-I
(19).

El objetivo de esta investigacion fue la produccion de esa toxina de forma
recombinante en Pichia pastoris, con el propésito de utilizarla como una alternativa
para incrementar la disponibilidad de materia prima para la inmunizacion, la
obtencién de anticuerpos y el posterior desarrollo de un antiveneno para M.

mipartitus.

ESTADO DEL ARTE

Serpientes coral

La familia Elapidae comprende un diverso grupo de serpientes proteroglifas
altamente venenosas tanto terrestres como marinas con mas de 60 géneros y por
lo menos 300 especies (20). Para el continente americano, sus representantes son
conocidos como serpientes corales, grupo que abarca 3 géneros: Micrurus,
Micruroides y Leptomicrurus; distribuidos desde los Estados unidos hasta el norte
de Argentina, con mas de 120 especies (20). La mayoria de las serpientes coral,
son pequefias y se alimentan principalmente de otras serpientes, ademas de
pequefios lagartos y anfisbenas. En Colombia, se encuentran mas de 23 especies
de Micrurus y 3 especies de Leptomucrurus, distribuidas en diversos habitats desde
bosques tropicales lluviosos y llanuras hasta bosque de niebla. Entre las
representantes mas importantes del genero Micrurus, debido a su mayor interaccion
con ambientes humanos, se encuentra la coral rabo de aji o M. mipartitus, distribuida
a lo largo de las tres cordilleras de los andes y encontrada entre los 0 y 2400 msnm
(20).

Las serpientes coral poseen un potente veneno neurotéxico, DLso entre 7-76 ug

veneno/18-22 g ratén (21), que induce manifestaciones clinicas neurotoxicas



periféricas como: ptosis bilateral, oftalmoplegia, paralisis de mandibula, laringe, y
musculos de la faringe, sialorrea, paralisis de la nuca y muasculos de las
extremidades y pardlisis respiratoria que puede llevar a la muerte (22,23). Ademas,
estudios experimentales han demostrado un amplio espectro de actividades

adicionales como son actividad cardiotoxica, hemolitica y miotoxica (21,24).

Toxinas de los venenos de las serpientes

Los venenos de serpiente son una mezcla compleja de moléculas activas
incluyendo fracciones proteicas y no-proteicas (25-27). Sin embargo, el nUmero de
estructuras que comprende esta vasta cantidad de proteinas y péptidos es limitada,
y usualmente no excede la docena de familias de proteinas (7,28). Entre ellas se
destacan las toxinas de tres dedos (3FTxs), las fosfolipasas Az (PLA2), los
inhibidores de proteinasas, las lecitinas, las serina proteasas, Yy la familia de las
metaloproteinasas (29), entre otras. Mas influyente que el nUmero de proteinas y
péptidos diferentes que se encuentran en el veneno, es la abundancia de cada uno
de sus componentes. Por ejemplo en el veneno de los Elapidos las 3FTxs son uno

de los componentes mayoritarios (30).

El andlisis de proteomica del de M. mipartitus, mostr6é a las 3FTxs como la familia
de proteina predominante con un 60%. Seguido por las PLA2 con un 30%, y el 10%
restante distribuido entre L-amino oxidasas, P-lll metaloproteinasas, inhibidores tipo
Kunitz, Serina proteasas, y familias lectina/like-lectina tipo-C (11). En un trabajo
posterior Rey Suarez, identificé a una 3FTxs, llamada Mipartoxin-I, como el mayor
componente neurotéxico del veneno de M. mipartitus, y correspondié a una a-
neurotoxina de cadena corta de 7030 Da, que presentd una dosis letal (LD50) en
ratbn de 0,06 ug/g de peso corporal, y demostr6 una accidon post-sinaptica
predominante, que se asocié al bloqueo de los receptores nicotinicos colinérgicos
en cérvix biventral de pollo (19). En este trabajo, se concluyo que la caracterizacion

funcional y la informacion estructural descrita podrian ser de utilidad en el desarrollo
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de un recombinante inmunogénico sintético para superar la escasez de veneno para

inmunizacion.

Toxinas tres-dedos (3FTx)

Esta familia de polipéptidos no enzimaticos de 60 — 74 amino &cidos, se caracteriza
por un patron similar de plegamiento a causa de 4 a 5 puentes disulfuro muy
conservados en todos sus miembros: en el cual tres loops de hojas- se extienden
desde un nucleo central y se entrelazan entre ellos, dispuestos con una apariencia
de tres dedos (29,31). Los miembros de esta familia difieren entre ellos por sus
actividades bioldgicas, los cuales incluyen: las a-neurotoxinas provenientes de los
géneros Naja y Micrurus, las cuales antagonizan con los receptores nicotinicos
musculares de la acetilcolina (hnAChR) (11,32), bungarotoxinas provenientes de
Bungarus (kraits), las cuales reconocen los receptores nicotinicos neurales (33), las
toxinas muscarinicas provenientes de Dendroaspis (mambas) que actian sobre los
receptores muscarinicos (34,35), las fasiculinas provenientes de Dendroaspis que
inhiben la acetilcolinestereasa (36,37), las calciseptinas provenientes de
Dendroaspis que bloguean los canales de calcio tipo-L (38), y las cardiotoxinas

provenientes de Naja (cobra) que forman poros en las membranas celulares (39).

Las a-neurotoxinas, se enlazan con gran afinidad y selectividad, y en la mayoria de
los casos, de forma irreversible, a los receptores nicotinicos postsinapticos de la
acetilcolina produciendo bloqueo de la transmision neuromuscular (Nirthanan et al.,
2003). Estas han sido clasificadas en tres subgrupos: a-neurotoxinas de cadena-
corta que tienen 60-62 residuos y cuatro enlaces disulfuro conservados; a-
neurotoxinas de cadena-larga con 66-75 residuos y cinco puentes disulfuro, el
puente disulfuro adicional se localiza en el bucle intermedio (bucle Il); y las a-
neurotoxinas no-convencionales que son mondémeros de 62-68 residuos y cinco
puentes disulfuro, pero con la diferencia de que el quinto puente disulfuro se

encuentra en el bucle I (31,40).
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Al respecto de la organizacion genética de las 3FTX, esta no ha sido evaluada para
serpientes Micrurus, sin embargo si ha sido descrita para varias serpientes como
por ejemplo: el gen de la neurotoxina de cadena corta de Laticuda semidasciata
(41), la cobratoxina y la cobratoxina b de Naja atra (42), la a-bungarotoxina y la k-
bungarotoxina de Bungarus multicinctus (43,44), las neurotoxinas débiles de Naja
sputatrix (45) y la neurotoxina de cadena larga de Pseudonaja textiles (46). Producto
de esta informacion se sabe que los genes de las 3FTx son bastante conservados,
tienen tres exones y dos intrones, de los cuales, el primer exon codifica para la
region 5’UTR y parte del péptido sefal, el segundo exén codifica para la ultima parte
del péptido sefial y la mitad N-terminal de la proteina, y finalmente el tercer exén
codifica para la otra mitad C-terminal de la proteina y la region 3'UTR (47).
Igualmente, se han identificado elementos represores localizados en los promotores
Sntx-1, Sntx-2 y Pt-bp, ademas de una insercion de tetra nucleotido (TCCC) (47).
Esas regiones promotoras también han revelado varios elementos reguladores
como son NF-1, AP-2, TBP GR y LF-Al implicando que las 3FTx poseen

mecanismos comunes de expresion genética (47).

Clonacién y Expresion de 3FTx

Se han realizado varios estudios de expresion de proteinas 3FTx de algunos
animales venenosos entre ellos de la cobra, Naja sputatrix (48-50); la serpiente de
mar, Hydrophis cyanocinctus (51); y el escorpion, Mesobuthus eupeus (52). De las
corales (Micrurus) se han realizado estudios de expresion de 3FTx de Micrurus
corallinus (24,53); y Micrurus laticollaris (54), empleando como modelo de expresién
Escherichia coli. Para M. laticollaris, se evidenci6 reconocimiento por anticuerpos
de conejo desarrollados para la toxina nativa, lo que demostré la homologia entre
las dos proteinas. Sin embargo, la proteina recombinante no presentd actividad
bioldgica, evento que fue atribuido a dificultades en el plegamiento asociados a la

falta de puentes disulfuro (54).
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Un modelo alternativo a la expresion en bacterias, es la expresion en levaduras, las
cuales al ser organismos eucariotas, combinan la eficiencia de la formacion de los
puentes disulfuro con condiciones de cultivo comparablemente tan simples como
las de bacteria (33,55). El sistema de expresion en Pichia pastoris es un sistema
gue permite poner el gen de interés bajo el control del gen de la alcohol oxidasa
inducible por metanol, permitiendo de esta manera la produccion de mayores
niveles de expresion de proteina. Ademas, de permitir la yuxtaposicion del péptido
sefal factor alfa, permitiendo la excrecion al medio de la proteina de interés y

facilitando su posterior aislamiento y purificacion (33,56).

En relacién a lo anterior, se han expresado algunas 3FTx en Pichia pastoris, como
la k-bungarotoxina (33) y la a-bungarotoxina (57) de Bungarus multicinctus, la toxina
muscarinica ml1-Toxinl de Dendroaspis angusticeps (58), la Dendroaspina de
Dendroaspis jamesoni (59) y la Erabutoxina b de Laticuda semifasciata (60). Con
Excepcion de la Dendroaspina, todas las otras 3FTxs expresadas en P. pastoris
presentaron funcionalidad y capacidad de union a sus receptores especificos
(33,57,60).

OBJETIVOS
Objetivo general
e Sintetizar la toxina Mipartoxin-l recombinante a partir de la gldndula venenosa

de Micrurus mipartitus, en un modelo Eucariota.

Objetivos especificos
¢ Identificar la secuencia que codifica para la expresion de la toxina Mipartoxin-
I, mediante secuenciacion y analisis bioinformatico.
e Expresary Purificar la toxina Mipartoxin-I recombinante purificada.
e Caracterizar la toxina Mipartoxin-l recombinante y compararla con la toxina

nativa.
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METODOLOGIA

Purificacion del mRNA de la glandula venenosa de Micrurus mipartitus
Se tomo una glandula venenosa de un ejemplar fallecido de Micrurus mipartitus, y
se le extrajo el RNA por el método de Trizol con Bio-homogeneizador (Ambion) este
se cuantifico por nanodrop, se tratd con DNasa | (ThermoScientific) y se retro-
transcribio con la Maxima first strand cDNA synthesis kit (ThermoScientific).

Obtencion de la secuencia putativa de la Mipartoxin-I

Los oligonucledtidos sentido Miparto-F (GGA TCC ATG CTG AAA TGC TAT) y
antisentido Miparto-R (AGA TCT TTT GTT GCA CAG GTC) se disefiaron a partir de
la traduccion inversa de la estructura primaria de la proteina Mipartoxin-1 obtenida
en trabajos previos (19) y combinado con la frecuencia de uso de codones de
Micrurus corallinus. Con el objetivo de utilizar una ruta alternativa a lo anterior, se
disefiaron también los oligonucledtidos sentido AntiTFT-F (GGC TCCA GAG AAG
ATC ACA A) y antisentido AntiTFT-R (AAG GAATTT AGC CAC TCG TA), los cuales
se disefiaron a partir de las regiones conservadas de los extremos 3’UTR y 5’UTR
de genes de toxinas de tres dedos de Elapidos publicados en el genbank. La
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) inicio con la desnaturalizacion inicial a
94°C 5 min, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C 1 min, alineamiento
a 51°C 1 min, y polimerizacion a 72°C 30 seg, la extension final se realizé a 72°C
por 5 min con la enzima polimerasa Platinum Master Mix (Invitrogen), despues el
producto se extrajo y purifico con el Qiaquick gel purification kit (Qiagen). Finalmente
se cloné el producto de PCR en el plasmido pGEMt-easy (Promega Corporation) en
bacterias de Escherichia coli DH5a competentes utilizando el método de cloruro de
calcio y choque térmico, la seleccion se realizdé en agar LB + ampicilina 100ug/ul.

Los clones transformados se verificaron por PCR.

Para secuenciar se seleccionaron 12 clones, los cuales se cultivaron en 1mL de LB

37°C 200 rpm toda la noche, y se les extrajo el DNA plasmidico por Purelink miniprep
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(Invitrogen), la secuenciacion fue realizada en un 3730 DNA Analyzer por el método

de secuenciacion de Sanger en Macrogen Corea.

Procedimientos bioinforméaticos
La busqueda de Secuencias de Toxinas de tres dedos se realizé utilizando la base
de datos del GenBank por medio de la herramienta Blast

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) (61), las caracteristicas fisicoquimicas de los

cebadores se evaluaron con el software oligo analyser integrated DNA technologies
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer) y el peso molecular teérico exacto de las

proteinas se calcul6 con el software Compute pl/Mw  tool

(http://web.expasy.org/compute pi/). La prediccion de la funcion de las proteinas de

tres dedos se realizo a partir del software NTXpred
(http://www.imtech.res.in/raghava/ntxpred/index.html) (62). Los analisis sobre la

estructura, traduccion corte y pegue de fragmentos de proteinas y nucledtidos,
clustalW se realizaron por medio de los software Generunner ver 5.0.998 Beta

(Hastings Software Inc., Hastings, NY, USA; http://generunner.net/), BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) (63), y ApE plasmid editor

(http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/). Para el modelamiento de la

estructura terciaria de las proteinas se utiliz6 el programa SWISS-MODEL

(http://swissmodel.expasy.org/) (64).

Construccion del vector de expresion y transformacién en Pichia pastoris

A partir de los productos obtenidos de la secuenciacion, se disefiaron dos cebadores
sentido que incluian el sitio de reconocimiento de la enzima de restriccién Clal
(Bsul5l) llamados Miparto-F1 (ATC GAT GAA AAC TCT GCT GCT G) el cual
amplificaria para la Mipartoxin-l1 desde el péptido sefial y Miparto-F2 (ATC GAT
GCT AAAATG TTA CGT T) que amplificaria la Mipartoxina desde el codon de inicio;
y dos cebadores antisentido que incluian el sitio de reconocimiento de la enzima de
restriccion Xbal llamados Miparto-R1 (TCT AGA AAT CACTTG TTG CAG AGG TC)
con el coddn de parada (CAC) y Miparto-R2 (TCT AGA AAC TTG TTG CAG AGG

TC) sin el codon de parada. A partir de estos cebadores se realizaron tres Mix de
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PCR: MixA (Miparto-F1 y Miparto-R1, Tm: 54°C), MixB (Miparto-F2 y Miparto-R1,
Tm: 57°C) y MixC (Miparto-F2 y Miparto-R2, Tm: 54°C).La PCR inicio con la
desnaturalizacion inicial a 94°C 5 min, seguido por 35 ciclos de desnaturalizaciéon a
94°C 1 min, alineamiento a la Tm de cada Mix por 1 min, y polimerizacién a 72°C
30 segq, la extension final se realiz6 a 72°C 5 min con la enzima polimerasa Platinum
Master Mix (Invitrogen), la secuencia amplificada se corrio en gel de agarosa 2% 45
min. Posteriormente se extrajo y se purifico como se describié previamente, para
continuar con la clonaciéon del producto en el plasmido pGEMt-easy (invitrogen) en

bacterias de E. coli DH5a competentes utilizando el método de cloruro de calcio y

choque térmico, la seleccion se realizé en agar LB + zeocina 25ug/ul.

Para secuenciar se seleccionaron 5 clones de cada producto de cada Mix, los cuales
se cultivaron en 1mL de LB 37°C 200 rpm toda la noche, y se les extrajo el DNA
plasmidico por Purelink miniprep (Invitrogen), la secuenciacion fue realizada en un

3730 DNA Analyzer por el método de secuenciacion de Sanger en Macrogen Corea.

Con el objetivo de realizar la clonacion en Pichia pastoris, a un clon previamente
verificado por secuenciacion de cada Mix (MixA, MixB y MixC) se le extrajo el
plasmido con el constructo por Purelink miniprep (Invitrogen). Los plasmidos con el
constructo y el vector pPICzaC de Invitrogen, fueron digeridos con las enzimas de
restriccion Clal (ThermoScientific) y Xbal (ThermoScientific) en Tango Buffer e
incubacion de 37°C por 16 horas. Posteriormente se les ligo con la T4 ADN ligasa
(ThermoScientific) a 20°C por una hora. El producto de ligacién fue empleado para
transformar células quimio-competentes de Pichia pastoris GS115 y X33
seleccionados en agar YPDS (1% extracto de levadura, 2% peptona, 2% dextrosa,
1M sorbitol, 2% agar) + Zeocina 100ug/ul, por el método de choque térmico con el
EasyComp Kit (Invitrogen), los clones transformados se verificaron por PCR.

Para la prueba de fenotipo mut se cultivaron en agar MDH (1.34% Base Nitrogenada

de levadura sin aminoéacidos, 4x10°% Biotina, 2% Dextrosa, 0.004% Histidina, 15%
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agar) y agar MMH (1.34% Base Nitrogenada de levadura sin aminoacidos, 4x10°%
Biotina, 2% Metanol, 0.004% Histidina, 15% agar) por 96 horas (65).

Expresiéon de la proteina recombinante Mipartoxin-

Para la seleccion de clones transformados se cultivd cada clon en 4 mL de caldo
BMGY (1% Extracto de Levadura, 2% Peptona, 100mM Fosfato de Potasio, 1,34%
Base Nitrogenada de levadura sin aminoacidos, 0.0016mM Biotina, 1% Glicerol)
29°C 230 rpm 48 horas, y se expreso en 2 mL de caldo BMMY (1% Extracto de
Levadura, 2% Peptona, 100mM Fosfato de Potasio, 1,34% Base Nitrogenada de
levadura sin aminoacidos, 0.0016mM Biotina, 05% Metanol) 29°C 230 rpm 120
horas, con adicion de metanol cada 24 horas a volumen final de 0,75%. El
sobrenadante fue recolectado por centrifugacion a 4500 rpm 10 min y se analizé por
electroforesis de proteinas (Invitrogen).

Con los clones seleccionados se realizé un pre cultivd en 5mL BMGY + Zeocina
100ug/ul, a las 24 horas fue transferido a 70 mL de caldo BMGY 29°C, agitado a
230 rpm por 48 horas, el cultivo se centrifug6 a 4500 rpm 20 min y se resuspendi6
para expresion en 35 mL caldo BMMY 29°C 230 rpm 6 dias, alimentando cada 24
horas con metanol a volumen final de 0,75% y se recolectaron muestras de 1 mL
cada 24 horas. Al finalizar el cultivo, se centrifugé a 4500 rpm 25 min para obtener
el sobrenadante, el cual fue dializado por 48 horas en membranas con tamafio de
poro de 3500 Da y analizado por electroforesis de proteinas, HPLC y cromatografia

de afinidad con niquel.

Electroforesis de proteinas (SDS - PAGE) de tris - tricina

El andlisis de las proteinas se realiz6 en geles de poliacrilamida al 12%. Las
muestras fueron corridas en condiciones reducidas en buffer de muestra 1X (0.1M
Tris-HCL pH 6.0, 24% glicerol, 1% SDS, 20% b-mercaptoetanol, 0.02% Azul de
Coomassie G-250). Los geles fueron corridos en buffer tris-tricina (1M Tris Base,
1M Tricina, 1% SDS) a 130 voltios por 140 minutos. Posteriormente los geles fueron
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fijados (10% Acido Acético, 40% Metanol), y tenidos con azul de Coomassie G-250
(66,67).

Ensayos de hibridacién de anticuerpos

Dot Blot

Para evaluar la expresion de la proteina por la levadura y realizar seleccion de
colonias se realizé el método de Dot Blot en caja, para ello se cultivaron clones en
agar MMH a 29 °C, y a las 24 horas se coloc6 una membrana de nitrocelulosa en
contacto directo con las colonias y se continuo el cultivo por 72 horas, pero
adicionando cada 24 horas 1 mL de metanol al 100%. Posteriormente la membrana
de nitrocelulosa se retir6 y se incubd 24h en una solucion de bloque6 (albumina al
2% en Buffer fosfato pH 7.3 (PBS) a temperatura ambiente, luego se adicion6 un
anticuerpo monoclonal Anti-His (ThermoScientific) 1:2000 preparado en buffer de
bloqued (leche semidescremada al 3% en PBS) y se incub6é por 4 horas a
temperatura ambiente, se realizé lavado con el buffer muestras y se realizo
hibridacion por 2h con anticuerpo monoclonal Anti-ratbn marcado con peroxidasa
(Sigma) 1:5000 diluido en buffer muestras, se realizé lavado dos veces. Finalmente
se revel6 con una solucion de 4-Cloro-1-naftol 16%, 0.004%, Peroxido de
Hidrogeno, 0.02M Tris, 1M NacCl, y 0,005% de Metanol pH 7.5 (68).

Western Blot

El gel obtenido en una electroforesis SDS-PAGE de tris-tricina del producto del
sobrenadante de un cultivo, fue transferido a una membrana de nitrocelulosa
previamente humedecidas en Buffer de Transferencia (20% Metanol, 0,025M Tris-
Base, 0,2M Glicina, pH 8.3). La transferencia se evalué con rojo Ponceau. La
membrana fue bloqueada con albumina 2% en PBS por 24 horas. Después de lavar
con buffer de lavado (0,2% albumina en PBS) se adiciono una solucion que contenia
un anticuerpo monoclonal Anti-His 1:2000 e incub6 a 4°C toda la noche, se lavé dos

veces y se hibrido con anticuerpo monoclonal Anti-ratbn marcado con peroxidasa
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por 2 horas a temperatura ambiente, se lavo dos veces en buffer lavado, y 2 veces
en agua destilada. Finalmente se realizd revelado con un solucién de 4-cloro-1-
naftol 16%, 0.004%, Perdxido de Hidrogeno, 0.02M Tris, 1M NaCl, y , 0,005% de
Metanol pH 7.5 (68,69).

Cromatografia de Afinidad a Ni.

Se realizo purificacion en condiciones nativas por gradiente de pH y de imidazol.
En el primer caso el sobrenadante del cultivo se mezclé con un volumen de buffer
base (100mM NaHPO4, 10mM Tris-Cl, 300mM NaCl, pH 8.0) y se aplicé a una
columna de 2-3 mL de agarosa acoplada a Ni-NTA (Invitrogen) a un flujo de 0.1
mL/min empleando un cromatografo ECONO de Bio-Rad, posteriormente se lavo
la columna con buffer base hasta alcanzar la linea Base a 280nm a 1 mL/min, se
realiz6 un lavado posterior con 10 volumenes de buffer base pH 6.3 a 1 mL/min, la
elucion se realiz6 con buffer base a pH 5.7 y 4.5 monitoreando a 280 nm, y
recolectando las fracciones con mayor absorbancia a un flujo de 1mL/min, utilizando
como buffer receptor el buffer base pH 8.0 (100mM NaHPO4, 10mM Tris-Cl, 300mM
NaCl,) a una proporcion 1:1 con la fraccion. Para las condiciones del gradiente de
imidazol se utilizo buffer de lavado (50mM NaH2P0O4, 300mM NacCl, 20mM imidazol)
a 1mL/min, y se realizé la elucion con 1 volumen a cada gradiente 100, 200, 300,
400 y 500mM de imidazol en buffer de lavado a un flujo de 0.4 mL/min (Qiagen).
Las fracciones se dializaron en una membrana de poro de 3 kDa, con intercambios
de buffer PBS en gradiente 1X, 0.1X y 0.01X. Finalmente fueron concentradas hasta

1 mL por evaporacion utilizando un rotaevaporador (speedvac).

Analisis por Cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa (RP-HPLC)
De 2 a 3 mg del sobrenadante del cultivo dializado y concentrado fueron disueltos
en 200 ul de acido trifluroacetico (TFA) al 0,1%, centrifugados a 10 000 rpm por 5
min y el sobrenadante fue inyectado en una columna Cas utilizando un cromatografo

Shimadzu. La elucion se realiz6 a 1 mL/min por aplicaciéon de un gradiente de
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acetonitrilo en 0,1% de TFA, comenzando con 5% Acetonitrilo por 5 min, seguido
por 5-70% acetonitrilo por 35 min, finalizado por una saturacion de 70% acetonitrilo
por 5 min con una lectura de la absorbancia a 215 nm (11).

Espectrometria de masas
La masa de la proteina recombinante fue evaluada por LC/MSD VL y
MALDI_TOF_TOF, en un espectrometro Applied Biosystems 4800-Plus (ABSciex)

de acuerdo a lo descrito por (70).

Ensayo de letalidad

Con el objetivo de verificar la actividad biolégica de la proteina recombinante, grupos
de dos ratdénes Swiss webster de 16 -18 g, se inyectaron por via intraperitoneal con
10y 100ug de la toxina recombinante disuelta en solucién salina estéril. Los ratones

fueron observados a las 2,4, 24 y 48 horas para registrar la letalidad.

RESULTADOS

Identificacién de la secuencia codificante de la Mipartoxin-I

El ADNc obtenido a partir del ARNm extraido de la glandula venenosa de Micrurus
mipartitus evidencié material genético entre 100 y 500pb (Figura 1.a), con una
intensidad mayor cerca a las 200pb, correspondiente a la masa molecular
aproximada esperada para la secuencia codificante de las proteinas de tres dedos
(71,72). Con los primers AntiTFT-F y AntiTFT-R se amplificé un fragmento de ADN
entre 200 a 300pb (Figura 1.b), el cual se purificd, se ligd al pGEM-t-easy y se
empleo para transformar en células de E. coli DH5a para finalmente enviar a

secuenciar 12 clones positivos escogidos al azar.
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a MPM ADNc
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Figura 1. a. Electroforesis en gel de agarosa del ADNc del ARN de la glandula venenosa de
Micrurus mipartitus. MPM: marcador de peso molecular, ADNc: ADNc obtenido del ARN extraido
de la glandula venenosa b. Electroforesis en gel de agarosa de la PCR del ADNc con los
oligonucleétidos para 3FTXs, Mip: PCR con oligonucledtidos Miparto-F y Miparto-R, MPM:
marcador de peso molecular, TFT: PCR con los oligonucleétidos AntiTFT-F y AntiTFT-R.

A partir de esos clones se obtuvieron cinco secuencias codificantes diferentes para
toxinas de tres dedos, incluida la secuencia codificante para la Mipartoxin-I (Figura
2), la cual estuvo constituida por una regién 5’ no traducida (1 a 21 pb), seguido por
la secuencia codificante para el propéptido de la Mipartoxin-I de 81 aa (22 a 264
pb), y que termina en una regién 3’ no traducida (265 a 290). La Mipartoxin-l madura

estuvo constituida por 60 aa y un peso molecular de 7.039 kDa.

21



1 Met Lys Thr Leu Leu Leu Thr Leu 8

46 GTG GTG GTG ACA ATC GTG TGC CTG GAC TTA GGG AAC AGC CTA ATA 90
9Vval Val Val Thr lle Val Cys Leu Asp Leu Gly Asn Ser Leu Lys 23

91 TGT TAC GTT TCA AGG GAG GGG AAG ACG CAG ACT TGT CCA GAA GGA 135
24Cys Tyr Val Ser Arg Lys Gly GIn Thr GIn Thr Cys Pro Glu Gly 38

136 ATG AAC CTA TGC GAG AAA TAT GCG GTT TCG TAT TTT CAT GAT GGT 180
39Glu Lys Leu Cys Glu Lys Tyr Ala Val Ser Tyr Phe His Asp Gly 53

181 AGA TAT TTC TTC ACA TAC GAA TGT ACT TCT ACT TGC CAT CGA GGA 225
54Arg Trp Arg Tyr Arg Tyr Glu Cys Thr Ser Ala Cys His Arg Gly 68

226 GAC CGT AAT GTG TGT TGC TCA ACA GAC CTC TGC AAC AAG TAG CTC 270
69Pro Tyr Asn Val Cys Cys Ser Thr Asp Leu Cys Asn Lys - 81

271 TAC GAG TGG CTA AAT TCC TT 290

Figura 2. Secuencia putativa de la Mipartoxin-l: regidn subrayada cebadores AntiTFT-F y

AntiTFT-R; gris: péptido sefal; verde: Mipartoxina-I, rojo: codén de parada.

Se encontré una segunda secuencia codificante constituida por una regién 5’ no
traducida (01 a 21 pb), seguido por la secuencia codificante para el propéptido de
la Mipartoxin-la de 81 aa (22 a 264 pb), finalizando con la region 3’ no traducida
(265 a 290) (Figura 3). La Mipartoxin-la madura tuvo 60 aa y un peso molecular de

7.039 kDa, esta proteina es un homoélogo de la Mipartoxin-1 (Figura 7).

1GGC TCC AGA GAA GAT CAC AAG ATG AAA ACT CTG CTG CTG ACC TTG 45

1 Met Lys Thr Leu Leu Leu Thr Leu 8

46 GTG GTG GTG ACA ATC GTG TGC CTG GAC TTA GGG AAC AGC CTA ATA 90
9val Val Val Thr lle Val Cys Leu Asp Leu Gly Asn Ser Leu Lys 23

91 TGT TAC GTT TCA AGG GAG GGG GAG ACG CAG ACT TGT CCA GAA GGA 135
24Cys Tyr Val Ser Arg Lys Gly Lys Thr GIn Thr Cys Pro Glu Gly 38

136 ATG AAC CTA TGC GAG AAA TAT GCG GTT TCG TAT TTT CAT GAT GGT 180
39Glu Lys Leu Cys Glu Lys Tyr Ala Val Ser Tyr Phe His Asp Gly 53

181 AGA TAT TTC TTC ACA TAC GAA TGT ACT TCT ACT TGC CAT CGA GGA 225
54Arg Trp Arg Tyr Arg Tyr Glu Cys Thr Ser Ala Cys His Arg Gly 68

226 GAC CGT AAT GTG TGT TGC TCA ACA GAC CTC TGC AAC AAG TAG CTC 270
69Pro Tyr Asn Val Cys Cys Ser Thr Asp Leu Cys Asn Lys - 81

271 TAC GAG TGG CTA AAT TCC TIT 290

Figura 3. Secuencia putativa de la Mipartoxin-la: regién subrayada cebadores AntiTFT-F y

AntiTFT-R; gris: péptido sefal; verde: Mipartoxina-la, rojo: codon de parada.



La tercera secuencia codificO para una toxina de tres dedos que se le asigno el
nombre de Mipartoxin-Il (Figura 4), con 60 aa y un peso molecular de 6.949 kDa. La
cual estuvo constituida por una region 5” no traducida (01 a 21 pb), seguida por la
secuencia codificante para un propéptido de la Mipartoxin-1l de 81 aa (22 a 264 pb)

y una regién 3’ no traducida (265 a 290 pb).

18GC TCC AGA GAA GAT CAC AAG ATG AAA ACT CTG CTG CTG ACC TTG 45

1 Met Lys Thr Leu Leu Leu Thr Leu 8

46 GTG GTG GTG ACA ATC GTG TGC CTG GAC TTA GGG AAC AGC CTA ATA 90
9val Val Val Thr lle Val Cys Leu Asp Leu Gly Asn Ser Leu lle 23

91TGT TAC GTT TCA AGG GAG GGG CAG ACG CAG ACT TGT CCA GAA GGA 135
24Cys Tyr Val Ser Arg Glu Gly GIn Thr GIn Thr Cys Pro Glu Gly 38

136 ATG AAC CTA TGC GAG AAA TAT GCG GTT TCG TAT TTT CAT GAT GGT 180
39Met Asn Leu Cys Glu Lys Tyr Ala Val Ser Tyr Phe His Asp Gly 53

181AGA TAT TTC TTC ACA TAC GAA TGT ACT TCT ACT TGC CAT CGA GGA 225
54Arg Tyr Phe Phe Thr Tyr Glu Cys Thr Ser Thr Cys His Arg Gly 68

226 GAC CGT AAT GTG TGT TGC TCA ACA GAC CTC TGC AAC AAG TAG CTC 270
69Asp Arg Asn Val Cys Cys Ser Thr Asp Leu Cys Asn Lys - 81

271TAC GAG TGG CTA AAT TCC 1T 290

Figura 4. Secuencia de la Mipartoxin-II: regién subrayada cebadores AntiTFT-F y AntiTFT-R; gris:

péptido sefal; verde: Mipartoxina-1l; rojo: codén de parada.

La secuencia de los clones R53 y R74, la cual codificé para una proteina de tres
dedos a la que se le asigné el nombre de Mipartoxin-lll (Figura 5) con 58 aa y un
peso molecular de 6.373 kDa. Esta secuencia esté constituida por una region 5° no
traducida (01 a 21 pb), seguido por la secuencia codificante para el propéptido de
la Mipartoxin-1ll de 79 aa (22 a 257 pb) y una region 3’ no traducida (258 a 284 pb).
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1GGC TCC AGA GAA GAT CAC AAG ATG AAA ACT CTG CTG CTG ACC TTG 45

1 Met Lys Thr Leu Leu Leu Thr Leu 8

46 GTG GTG GTG ACA ATC GTG TGC CTG GAC TTA GGG AAC AGC CTA AAA 90
9val Val Val Thr lle Val Cys Leu Asp Leu Gly Asn Ser Leu Lys 23

91TGT TAC GAT AAA CTG AAG AAG GAG GTT ACT TGT CCA GAA GGA ATG 135
24Cys Tyr Asp Lys Leu Lys Lys Glu Val Thr Cys Pro Glu Gly Met 38

136 AAG TTT TGC CAT AAA GAT GTG CTT CCG GCT ACG CAT GGT AAT TCG 180
39Lys Phe Cys His Lys Asp Val Leu Pro Ala Thr His Gly Asn Ser 53

181GTA CTC GTA ATG GGA TGT ACT TAT AGT TGC GGT TTA GGA CCA CGT 225
54Val Leu Val Met Gly Cys Thr Tyr Ser Cys Gly Leu Gly Pro Arg 68

226 AAT ATG TGT TGC TCA ACA GAC CTC TGC AAC AAG TAG CTC TAC GAG 270
69Asn Met Cys Cys Ser Thr Asp Leu Cys Asn Lys - 79

271TGG CTA AAT TCC 1T 284

Figura 5. Secuencia de la Mipartoxin-Ill: regién subrayada cebadores AntiTFT-F y AntiTFT-R;

gris: péptido sefial; verde: Mipartoxina-Ill; rojo: coddn de parada.

Finalmente la secuencia del clon R73, codificé para una proteina de tres dedos que
se le asigno6 el nombre de Mipartoxin-1V (Figura 6) con 62 aa y un peso molecular
de 6.875 kDa. La cual estuvo constituida por una region 5° no traducida (01 a 21
pb), seguido por la secuencia codificante para el propéptido de la Mipartoxin-1V de
82 aa (22 a 267 pb) que finalmente madura en la Mipartoxin-1V de, seguido por una
region 3’ no traducida (268 a 293 pb).
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1GGC TCC AGA GAA GAT CAC AAG ATG AAA ACT CTG CTG CTG ACC TTG 45

1 Met Lys Thr Leu Leu Leu Thr Leu 8

46 GTG GTG GTG ACA ATC GTG TGC CTG GAC TTA GGA TAC ACC AGG AAA 90
9val Val Val Thr lle Val Cys Leu Asp Leu Gly Tyr Thr Arg Lys 23

91TGT CAC ACA AAG AAC TCC CCG GGT CGT GAA ACC TCT CAG GCT TGT 135
24Cys His Thr Lys Asn Ser Pro Gly Arg Glu Thr Ser GIn Ala Cys 38

136 CCA ACT GGG CAG AAC ATA TGC TTT AAA AAG TGG AAG AAG GGA GAG 180
39Pro Thr Gly GIn Asn lle Cys Phe Lys Lys Trp Lys Lys Gly Glu 53

181ATA ATC TCC AAG GGA TGT GCT GTT ACT TGC CCT AAA CCG AAA AAG 225
54lle lle Ser Lys Gly Cys Ala Val Thr Cys Pro Lys Pro Lys Lys 68

226 GAT GAG ACC TTT CAA TGT TGC CTA AAA AAC AAT TGC AAT CGT TAG 270
69Asp Glu Thr Phe GIn Cys Cys Leu Lys Asn Asn Cys Asn Arg - 82

271CTC TAC GAG TGG CTA AAT TCC TIT 293

Figura 6. Secuencia de la Mipartoxin-1V: region subrayada cebadores AntiTFT-F y AntiTFT-R;

gris: péptido sefial; verde: Mipartoxina-Ill; rojo: coddn de parada.

Las secuencias de la Mipartoxin-la, Mipartoxin-Il, Mipartoxin-Ill y Mipartoxin-IV no
tuvieron 100% de identidad con ninguna de las proteinas de tres dedos publicadas
hasta el momento, pero mostraron identidad con el dominio conservado Snake
Toxin (cd00206), presente en las alfa neurotoxinas de cadena corta y de cadena
larga. La Mipartoxin-la en comparacion con la Mipartoxin-1 evidenci6é una identidad
de 98% vy la Mipartoxin-ll una identidad de 82% (Figura 7). Por otro lado, la
Mipartoxin-Ill mostré una mayor identidad con el precursor de la Short neurotoxin 6
de Pseudonaja textilis con un 48%(Q9W7J7.1), y la Mipartoxin-1V una identidad de
83% con el precursor de la secuencia putativa de la proteina de tres dedos de
Micrurus altirostris (AED89558.1). Adicionalmente, al realizar la prediccion de la
funcién de las secuencias por el software NTXpred con la prediccion por PSI-Blast,

las 5 proteinas tendrian una interaccion con el receptor nicotinico de la acetilcolina.
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Figura 7: ClustalW de la secuencia de proteina de la mipartoxin-I, mipartoxin-la, mipartoxin-II,

mipartoxin-lll, mipartoxin-1V. Posiciones idénticas tanto de nucledtidos como aminoéacidos
indicadas con (*). Gaps indicados con (-). Posiciones 3, 17, 24, 43, 47, 58, 59 y 64, cisteinas

formadoras de puentes disulfuro.

Modelamiento de las secuencias codificantes para proteinas de tres dedos
Los Modelos tridimensionales de las cuatro 3FTxs fueron obtenidos a partir de la
secuencia de aminoacidos y empleando como molde otras 3FTxs, basados en el
menor valor QMEAN4 y en su identidad con la Toxina modelada. Asi, para la
Mipartoxin-I (Figura 8), se utilizé el modelo de la Alfa bungarotoxina (2gcl1.1.A), con
un QMEAN4 de -2.49 y una identidad de 28.81%; para la Mipartoxin-Il (Figura 9) se
utilizé el modelo de la fusién entre toxina Muscarinica-1 y la toxina Muscarinica-1
m1l (3fev.1.A), con un QMEAN4 de -2.99 e identidad 41.83%; Para la Mipartoxin-II|
(Figura 10), el modelo escogido fue el obtenido con la Manbaglabina-1 (5dul.l.A),
con un QMEAN4 de -2.84 e identidad de 43.86%; finalmente para la Mipartoxin-IV
(Figura 11) se utilizo el modelo de la Bucaina (2h8u.2.A) con QMEAN4 de -1.24 y
una identidad de 51.67%.
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Figura 8: Modelamiento de la Mipartoxin-l. a: modelo tridimensional de la Mipartoxin-l a partir de la
alfa-bungarotoxina (2qcl.1.A) en el SWISS MODEL; b: estimado de calidad local del modelo; c:
comparacion con las estructuras no redundantes del PDB (protein data bank) por medio del QMEAN4
normalizado; d: alineamiento de la Mipartoxin-I con la alfa-bungarotoxina, Model_05: Mipartoxin-I,

2qcl.1.A: alfa-bungarotoxina.
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Figura 9: Modelamiento de la Mipartoxin-1l. a: modelo tridimensional de la Mipartoxin-Il a partir de la
toxina Muscarinica-1 m1 (3fev.1.A) en el SWISS MODEL, b: estimado de calidad local del modelo; c:
comparacion con las estructuras no redundantes del PDB (protein data bank) por medio del QMEAN4
normalizado; d: alineamiento de la Mipartoxin-ll con la toxina Muscarinica-1 m1, Model_01:

Mipartoxin-Il, 3fev.1.A: toxina Muscarinica-1 m1.
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Figura 10: Modelamiento de la Mipartoxin-Ill. a: modelo tridimensional de la Mipartoxin-IIl a partir de
la Manbaglabina-I (5dul.1.A) en el SWISS MODEL; b: estimado de calidad local del modelo; c:
comparacion con las estructuras no redundantes del PDB (protein data bank) por medio del QMEAN4

normalizado; d: alineamiento de la Mipartoxin-Ill con la Manbaglabina-Ill, Model_07: Mipartoxin-I,

5dul.1.A: Manbaglabina-I.
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Figura 11: Modelamiento de la Mipartoxin-1V. a: modelo tridimensional de la Mipartoxin-1V a partir de
la Bucaina (2h8u.2.A) en el SWISS MODEL; b: estimado de calidad local del modelo; c: comparacion
con las estructuras no redundantes del PDB (protein data bank) por medio del QMEAN4 normalizado;

d: alineamiento de la Mipartoxin-1V con la Bucaina, Model_03: Mipartoxin-1V, 2h8u.2.A: Bucaina.
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Constructos para la expresion PICA, PICB, PICC
El DNA codificante para la mipartoxin | fue ligado al plasmido pPICzaC de tres
formas y obteniéndose tres constructos (Figura 12), el primero correspondio

a la Mipartoxin-I con el péptido sefial que codifica para una proteina de 84aay 9,554
kDa aproximadamente, el segundo a la mipartoxin | sin el péptido sefial que codifica
para una proteina de 64aay 7,457 kDa aproximadamente y el tercero a la mipartoxin
| acoplada al epitope c-myc y a un marcador de 6 histidinas que codifica para una
proteina de 87aa y 10,212 kDa aproximadamente, designandose con los nombres
PIC-A, PIC-B y PIC-C respectivamente. A los clones transformados con el PIC-A,
PIC-B y PIC-C en Pichia pastoris cepa X33 se les designo con el nombre de XP-A
(del 1 al 10), XP-B (del 1 al 10) y XP-C (del 1 al 16) respectivamente.
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Figura 12. Mipartoxin-lA, -IB y —IC. a, b y c¢: modelo del plasmido PIC-A, PIC-B, y PIC-C

respectivamente; negro: promotor y terminador AOX; Verde: alfa factor; Violeta: regién codificante

para la zeocina; Café: Mipartoxin-IA, B y C respectivamente. d: Secuencias de nucleétidos

codificantes de los constructos clonados en P. pastoris X33, la mipartoxin-l1A, mipartoxin-IB,
mipartoxin-IB y sus secuencias deducidas MIPARTOXIN-IA, MIPARTOXIN-IB, MIPARTOXIN-IC;

Posiciones idénticas tanto de nucle6tidos como aminodcidos indicadas con (*); Gaps indicados con

(-); Azul, corresponde a los amino4cidos del péptido sefial alfa factor producto de la maduracion de

la proteina; Gris, péptido sefial de la Mipartoxin-I; Verde, Mipartoxin-I; Naranja, epitope c-myc y

marcador de 6 histidinas.
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Produccion de la proteina recombinante

La seleccién de los clones que expresaban la proteina se realizé por PCR vy por el
ensayo de dot blot en caja. Los clones de XPC del 1 al 10, 14y 16 (Figura 13)
expresaron la mipartoxin IC. Sin embargo, los de mayor expresion fueron el 2, 4, 8
y 10 (Figura 14). A pequefia escala el clon XPA8 no presento expresion detectable
de la Mipartoxin-lA (resultados no mostrados), En el caso de XPB4 y XPC4 se
evidencio expresion de la Mipartoxin-1B (Figura 14b). El cultivo a pequefia escala de
los clones en medio BMMH evidencio la presencia de la proteina en el sobrenadante
a los dos dias del cultivo, pero a partir del tercer dia no fue evidenciada, por lo tanto
se cambié al medio de cultivo BMMY, en el cual se observo incremento en la
produccién de la proteina con los dias, lo cual fue evidenciado por electroforesis y

western blot con anti His (Figura 14ay 15).

XPC 2 XPC 1
XPC5 XPC 4 XPC 3
XPC 9 XPC 8 XPC 7 XPC 6

XPC 13 XPC 12 XPC 11 XPC 10

XPC 16 XPC 15 XPC 14

HSA X33

Figura 13. Ensayo de dot-blot en caja para los clones XPC con Anti-His. XPC1-XPC16, clones de
Pichia pastoris X33 transformadas con el constructo PICC. X33, cepa de Pichia pastoris X33 sin
transformar (control negativo de expresion). HSA, cepa de Pichia pastoris GS115/Albumin

(control positivo de expresion, y control negativo de anti-His).
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Figura 14: Expresion de la Mipartoxin-IB y-IC. a: SDS-PAGE de péptidos del clon XPC4 al dia
0, 2 y 4 de expresion. b: SDS-PAGE de péptidos del clon XPB4 al dia 0, 2 y 4 de expresion.

MW C1 C4 Cdb C6 C10

75 KDa

37 KDa

26.6 KDa
25 KDa
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16.95 KDa
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Mipartoxin-IC
recombinante
Mipartoxin-IC
recombinante

6,5 KDa

Figura 15. Expresion de la Mipartoxin-IC en BMMY. a: SDS-PAGE de péptidos con tincion de
coomassie G-250, MW: marcador de peso molecular; C1: clon XPC1 al dia 6; C4 y C4b: clon
XPC4 al dia 6; C6: clon XPC6 al dia 6; C10: clon XPC10 al dia 6. b: Western blot con anticuerpos
anti-His del ensayo de expresién en BMMY.
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Purificacion de la Mipartoxin-l recombinante

Cromatografia liquidad de alta definicion (HPLC)

El sobrenadante del cultivo de expresion de XPC también fue evaluado por HPLC

(Figura 16) y se evidencio una alta absorbancia a 215 nm que no correspondio a la

proteina de interés. Sin embargo la fraccion 28 con un tiempo de retencion de 25

fue identificada en electroforesis y western blot como correspondiente a la

Mipartoxin-IC (datos no mostrados).

_D75nm.4nm (1.00)

o] a | / -
z7sid i / o

Figura 16: Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) del sobrenadante de expresion
clon XPC4 en medio complejo (BMMY); eje Y izquierda: absorbancia a 215 nm; eje Y
derecho: porcentaje de acetonitrilo; eje X: tiempo; Fr #: fraccion recolectada para analisis de

la cromatografia.
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Cromatografia de afinidad

Con el proposito de obtener mayores cantidades adecuadas de la proteina

recombinante de interés se realiz6 una cromatografia de afinidad Ni-NTA

P

9
c

urificandose exitosamente la Mipartoxin-IC empleando en el buffer de elucion
radiente de imidazol (Figura 17a) o gradiente de pH (Figura 17b). Para el primer

aso en la fraccion de 200mM (Fr 2) eluy6 la mayor cantidad de la proteina

recombinante. En el segundo caso la proteina eluyo a un pH de 4.5 (E3). La pureza

fue evaluada en HPLC evidenciandose una fraccion en el minuto 34,6 (Figura 18).
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Figura 17: western blot de las cromatografias de afinidad. a: western blot de la purificacién con
imidazol; MW: marcador de peso molecular; C1: XPC1 antes de purificar; F1: fracciéon 1 (100mM
de imidazol); F2: fracciéon 2 (200mM de imidazol); F3: fraccién 3 (300mM de imidazol); y F5:
fraccion 5 (500mM de imidazol. b: western blot de la purificacion en gradiente de pH; MW:
marcador de peso molecular; X33: control negativo cultivo de Pichia pastoris X33; C1: cultivo de
XPC1 en el dia 6; NR: recuperado de lo no retenido por la columna; LB: fraccién de pH 8.0 o linea
base; E1: elucién 1 o fraccion de pH 6.3; E2: elucion 2 o fraccién de pH 5.9; E3: elucion 3 o
fraccion de pH 4.5.
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Figura 18: Prueba de pureza en HPLC de la Fraccién obtenida en cromatografia de afinidad; eje
Y izquierda: absorbancia a 215 nm; eje Y derecho: porcentaje de acetonitrilo; eje X: tiempo; region

con circulo negro: fracciéon de tiempo de retencién 34,6 tomada para analisis.

Caracterizacion de la Mipartoxin-l recombinante

Espectrometria de masas de la Mipartoxin-IC recombinante

Con la proteina obtenida en cromatografia de afinidad se realizé una electroforesis
en SDS-PAGE y la banda correspondiente a la masa molecular de la mipartoxinC,
esta fue recortada y enviada a analisis por MALDI-TOF-TOF en el Instituto
Clodomiro Picado, donde se identificaron dos péptidos (Tabla 1), de 14 y 11
aminoacidos respectivamente, los cuales hacen parte de la secuencia de la
Mipartoxin-IC. (Figura 19).Adicionalmente en el analisis por LS/MSD de la proteina
purificada por HPLC se identifico que la Mipartoxin-IC recombinante tenia una masa
de 11.715 Da (Figura 23). Datos que concuerdan con la masa tedrica de la

secuencia de la mipartoxin C.
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Tabla 1
Analisis de digestion con tripsina en gel por MALDI-TOF-TOF de la Mipartoxin-IC recombinante

Secuencia derivada MS/MS m/z z Conf (%) Sc Identificacion por similitud con:

GPYNVCCSTDLCNK 1687,6 1 99 4  Mipartoxin-l Micrurus mipartitus ~B3EWF8
YAVSYFHDGR 12145 1 99 11 Mipartoxin-I Micrurus mipartitus ~B3EVWF8
1 10 20 30 40

EASMLKCYVSREGKTQTCPEGEKLCEKYAV SYFHDGRWRY Mipartoxin-IC
YAV SYFHDGDR . . 12145

50 60 70 80
RYECTSACHRGPYNVCCSTDLCNKFLEQKLI SEEDL NS AV Mipartoxin-IC

GPYNVCCSTDLOCNE K & ot ot et mi o mr ee e e ee e ae e s e me me et e e e . . 16878

87
DHHHHHH Mipartoxin-IC

Figura 19: Alineamiento de los péptidos identificados por MALDI-TOF-TOF de la Mipartoxin-IC

recombinante purificada por cromatografia de afinidad a niquel.
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Figura 20: LS-MSD de la Mipartoxin-1 purificada por HPLC.

Ensayo de letalidad

La Mipartoxin-IC fue evaluada en su capacidad de inducir toxicidad, sin embargo
solamente se observaron leves cambios en el ratdbn que no condujeron a toxicidad
o muerte de los animales aun en dosis de 100 pg/raton. Indicando diferencias con

la toxina nativa (datos no mostrados).
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DISCUSION

Proteinas de tres dedos identificadas en el ARNm de la glandula venenosa de
M. mipartitus

En trabajos previos Rey Suarez (19), por andlisis protedbmico del veneno de la
serpiente M. mipartitus identific6 y secuencié la Mipartoxin-l como el mayor
componente toxico del veneno de la serpiente, sin embargo también evidencio la
presencia de otras toxinas de tres dedos, pero no se describié su secuencia. Por
ello en este trabajo a partir del ARNm de la glandula venenosa de un espécimen de
M. mipartitus y por medio de PCR se amplificaron secuencias codificantes para
proteinas de tres dedos, las cuales posteriormente fueron secuenciadas. Como
resultado se obtuvo la secuencia codificante para cinco proteinas precursoras de
alfa-neurotoxinas de cadena corta, con 8 cisteinas conservadas, entre ellas la de la
Mipartoxin-I, una isoforma de la Mipartoxin-I, la cual fue llamada Mipartoxin-la y tres
mas las cuales se les asigné el nombre de Mipartoxin-1l, Mipartoxin-11l y Mipartoxin-
IV. Siendo las ultimas secuencias nuevas para toxinas de tres dedos, (no publicadas

previamente).

El péptido sefial (MKTLLLTLVVVTIVCLDLGNS) para cuatro de las proteinas
aisladas correspondio a la misma secuencia (Figura 5). De acuerdo con la literatura
esta secuencia es muy conservada en las toxinas de tres dedos de Elapidos (48,73).
En este sentido, al realizar el blast de esta secuencia, se encontré que tuvo un 100%
de identidad y un 100% de cobertura con el péptido sefial de algunas toxinas de tres
dedos de otros Elapidos como son: Austrelaps labilis (ABX58166.1), Micrurus
laticollaris (AKN63193.1), Micrurus corallinus (C6JUP1.1), y Drysdalia coronoides
(ACR78491.1). Por el contrario, el peéptido sefial de la Mipartoxin-1V
(MKTLLLTLVVVTIVCLDLGYT) (Figura 5), difiere de los anteriores en el extremo C-
terminal sustituyendo la Asp20 y la Ser2l por una tirosina y una treonina,
respectivamente. Sin embargo este péptido sefial es mas frecuente que el péptido
sefal de la Mipartoxin-1, la, 1l y Ill, debido a que al realizar el blast del mismo, este

tuvo un 100% de identidad y un 100% de cobertura con los péptido sefial de la
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Cardiotoxina 3 de Naja naja (CAA90963.1), el precursor de la toxina de tres dedos
B.F de Micrurus browni (AKO63244.1), la neurotoxina 3FTx-LK de Bungarus
fasciatus (P0OC552.1), la neurotoxina corta truncada de Aipysurus eydouxii
(AAT11123.1), la Citotoxina 1c de Naja atra (P79810.1), y la Citotoxina 1 de Naja
sputatrix (093471.1).

Al comparar la Mipartoxin-1 (Figura 2) y la Mipartoxin-la (Figura 3), se encontro que
las dos comparten el mismo numero de aminoacidos, con la diferencia que la
isoforma presenta una sustitucion de la Glu31 por Lys31, en termino de codones la
mutacion fue dada por la sustitucion de la guanina de la posicion 91 (G91) por
adenina (A91), cambiando la tripleta GAG por AAG. Sustitucion que cambid
propiedades como la masa molecular y el punto isoeléctrico que fue para la
Mipartoxin-I de 7.037,96 Da y 8.46 respectivamente; mientras para la Mipartoxin-la
fue de 7.038,9 Day 7.70 respectivamente. Homologias similares entre las isoformas

se han descrito en otras toxinas de tres dedos (42,74-76).

La masa molecular tedrica de la Mipartoxin-1l fue de 6.948,79 Da, con un punto
isoeléctrico de 6.05, igualmente al restar los hidrégenos perdidos por la formacion
de los cuatro puentes disulfuro en el plegamiento de la proteina y un hidrégeno que
pierde al ionizarse la molécula en masas, tendria un m/z de 6.939,79. Al respecto,
la 3FTXs Mm-14 del trabajo de Rey Suarez (11), tuvo la misma masa molecular de
la Mipartoxin-Il, y el péptido descrito para esta toxina (XXCYVSR) alineo en un
100% con la secuencia de la Mipartoxin-Il (Figura 21). Lo cual sugiere que la Mm-

14 seria la misma Mipartoxin-II.

1 10 20 30 40
LICYVSREGQTQTCPEGMNL CEKYAVSYFHDGRYFFTY EC Mipartoxin-l
XXCY VSR i it et i i i i i it it s st it it o e i e e e e e e e 9102

50 60
TSTCHRGDRNVCCSTDLCNK Mipartoxin-Il

Figura 21: Alineamiento del péptido identificado para la Mm-14 por Rey-Suérez 2011 con la

secuencia de la Mipartoxin-1l. X puede ser Leu (L) o lle (). 41



Por otro lado, la Mipartoxin-1ll; cuya secuencia correspondio a 58 aminoacidos y una
masa molecular tedrica de 6.372,56 Da, con un punto isoeléctrico de 8.48, y una
m/z de 6367.56, no coincidié con ninguno de los péptidos descritos por Rey-Suarez
et al., 2011. Sin embargo, al compararla con los péptidos para la Micrurus mipartitus
de costa rica, se encontro que la Mipartoxin-Ill alinea con uno de los dos péptidos
de la fraccion 11 del veneno de esta serpiente (Figura 22). La Mipartoxin-1l también
tuvo identidad (48%) con el precursor de la neurotoxina 6 de Pseudonaja textilis
(Q9W7J7.1). Este resultado es acorde con los descrito para otras secuencias de las
3FTxs, las cuales se caracterizan por una secuencia muy poco conservada en la
region de la proteina madura, pero se conservan los codones de las ocho cisteinas

y otros pocos aminoacidos (73).

1 10 20 30 40
LKCYDKLKKEVTCPEGMKFCHKDVLPATHGNSVLVMGC C TY Mipartoxin-ll

50 58
SCGLGPRNMCCSTDLCNK Mipartoxin-Iil
CCSTDXOCN . oo ol el e e st st st st e o FMAM/ZT7874

Figura 22: Alineamiento del péptido identificado para la fraccién 11 de la Micrurus mipartitus de

costa rica por Rey-Suéarez 2011 con la secuencia de la Mipartoxin-Ill. X puede ser Leu (L) o lle

Finalmente la Mipartoxin-1V; con 61 aminoacidos, una masa molecular teérica de
6.372,56 Da y un punto isoeléctrico de 8.48, alineo 100% con los péptidos de la
fraccion 10: Fr10 757.3 (GBNXCFK) y Fr10 664.7 (BDETFBCCXK) (Figura 23) del
veneno de la Micrurus mipartitus publicados por Rey Suarez (11). Lo cual sugiere

que esta secuencia corresponderia a esta proteina.
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1 10 20 30 40

RKCHTKNSPGRETS Q ACPTGQNICFKKWKKGE 11 1S K G C A V Mipartoxin-lV
GBNXCFK . « « « « « o o « o« . oFr107573
50 60
TCPKPKKDETFQCC L KNNCNR Mipartoxin-IV
BDETFBCC X K o oot i st i i et e i i it st et st e e v e m . Fr10664,7

Figura 23: Alineamiento de los péptidos identificados de la fraccién 10 de la Micrurus mipartitus
colombiana por Rey-Suarez 2011 con la secuencia de la Mipartoxin-IV. X: puede ser Leu (L) o lle

(), B: puede ser glutamina (Q) o lisina (K).

Los modelos de la estructura terciaria de la Mipartoxin-1, 11, 11l y IV fueron obtenidos
a partir del QMEAN4, herramienta que describe la calidad local y global del modelo,
a partir de cuatro descriptores: la geometria local por angulo de torsion, dos
potenciales de interaccion distancia dependiente (Allatom y Cbeta) y un potencial
de solvatacién. EI QMEAN4 genera un valor Z, el cual si es superior a -1 indica que
es el mejor modelo para la estructura primaria de la proteina (77).

Los modelos de referencia escogidos, fueron proteinas de tres dedos. Sin embargo,
debido a la falta de identidad y a los bajos QMEANA4, fue imposible definir una sola
proteina molde como referencia para la produccién de los modelos 3D de las 3FTxs
identificadas en este trabajo en la glandula de M. mipartitus. El plegamiento de las
proteinas de tres dedos se caracteriza por tres bucles adyacentes provenientes de
un nucleo central estabilizados por 4 puentes disulfuro (31). Sin embargo, el
plegamiento se ve influenciado por una variedad de desviaciones significativas y
sutiles como son el nimero de laminas-b, el tamafio de los bucles y el extremo C-
terminal, al igual que los giros y torceduras de los bucles (78). Este comportamiento
en el plegamiento es acorde con la alta variabilidad en la secuencia de las proteinas
de tres dedos, donde solo se conserva las 8 cisteinas y unos pocos aminoacidos
(73). Por ello, se debe destacar que es importante realizar un sondeo de los modelos

conocidos de proteinas de tres dedos, a partir de estimados de calidad como son el
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QMEAN4 y GMQE, y de esta forma escoger el modelo de referencia mas adecuado

para la prediccion de la estructura 3D de este tipo de proteinas.

Segun el valor QMEANA4 obtenido de los modelos realizados para la Mipartoxin-I, el
mejor candidato para la construccion de su modelo fue la Alfa bungarotoxina
(2qcl.1.A) con -2.39, resultado que difiere con lo reportado para la misma toxina,
que fue realizado a partir de la estructura de la Cardiotoxina V. Para este caso, a
partir del criterio utilizado QMEAN4, la Cardiotoxina V (1cvo.1.A) tiene un QMEAN
de -8.32. Sin embargo, un QMEAN de -2.39 se encuentra entre -3.85 y -2, lo que
indica que el modelo es de calidad baja (Figura 8.c), ademéas el GMQE del modelo
0.70 (Figura 8.b), indica que el modelo aun difiere de lo esperado para la estructura

cristalizada de la Mipartoxin-I.

Produccion y Caracterizacién de la Mipartoxin-I recombinante

Este es el primer trabajo de investigacion produce una toxina de tres dedos de una
serpiente coral en el modelo eucariota Pichia pastoris. Microorganismo que se utiliza
frecuentemente para la expresion de proteinas con alto contenido de puentes
disulfuro (79).

En el presente trabajo se desarrollaron tres rutas para la expresion extracelular de
la Mipartoxin-1. En la primera, Mipartoxin-1A, se mantuvo el péptido sefial original de
la proteina nativa, mas el factor sefial alfa, con el fin de comprobar si la presencia
de este péptido permite una mayor expresion de la toxina recombinante al medio
extracelular, dado que en la literatura esta bien documentado que no siempre el
factor-alfa es suficiente para llevar la proteina recombinante al espacio extracelular,
y que en algunos casos es necesario utilizar los péptidos sefiales nativos de la
proteina de interés (80-82). Sin embargo en los ensayos de expresion no se logro

estandarizar la produccion de la Mipartoxin-IA en el medio extracelular, debido a
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gue en la mayoria de los experimentos desarrollados tanto en medio minimo, como
en medio complejo, no evidencid la expresion de la Mipartoxin-IA en el medio
(resultados no mostrados). En el afio 1998 Brocca y sus colaboradores encontraron
resultados similares, quien compar6 la expresion de la lipasa Slipl de Candida
rugosa en Pichia pastoris, y encontré una reduccion significativa de la secrecion o
nivel de produccion de la slipl en las levaduras transformadas con plasmidos que
contenian la secuencia que codifica para el péptido sefial nativo (pPIC-nl-slipl), en

comparacion con los que poseian el factor alfa (pPIC-pp-slipl y pPIC-p-slipl) (83).

En la segunda ruta, Mipartoxin-IB, se utilizé la region codificante para la Mipartoxin-
| madura y el factor sefial alfa en el extremo N-terminal, buscando expresar una
proteina recombinante muy similar a la nativa. Para este caso se pudo evidenciar la
expresion de la toxina recombinante tanto en el medio minimo (Figura 14b), como
en el medio complejo (resultados no mostrados). Pero con el fin de facilitar la
purificacion de la proteina se estandarizo solamente la expresion en medio minimo.
Al purificar la Mipartoxin-IB por HPLC se identificé que esta eluye en un tiempo de
retencion entre 25 a 26 minutos, a una concentracion de 45% de acetonitrilo en
0,1%TFA (resultado no mostrado), resultado que contrasta con la migracion de la
Mipartoxin-I nativa en esta misma prueba, la cual eluye a un tiempo de retencion de
31.2 min, a una concentracion de 60% acetonitrilo en 0.1% TFA (resultados no
mostrados). Adicional a lo anterior la evidencia en el SDS-PAGE de péptidos
demuestr6 que en condiciones semi-desnaturalizantes la Mipartoxin-IB forma
posiblemente un dimero el cual se encuentra en mayor concentracion que el
monomero de la proteina recombinante (resultado no mostrado). Sin embargo, la
Mipartoxin-IB no demostré toxicidad en el modelo de raton. Esto podria estar
relacionado con la formacion de dimeros, y cambios en el perfil de elucion en el
HPLC.
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La tercera ruta, correspondiente a la Mipartoxin-IC, en la cual se realiz6 un
constructo que contenia el factor sefial alfa en el extremo N-terminal, seguido por la
secuencia de la Mipartoxin-l madura, y en el extremo C-terminal, dos epitopos de
reconocimiento, el epitopo c-myc y el marcador de 6 histidinas. Los clones obtenidos
con este constructo PICC permitié la expresion de la proteina y la seleccion de los
clones que presentaban mayor expresion de la Mipartoxin-IC (XPC1, XPC4, XPC6,
y XPC10), siendo el clon XPC1 el que presentd mayor expresion de la proteina
recombinante. Concluyéndose que la produccion de la proteina recombinante fue
optima en el medio complejo y presenta menor protedlisis. Se ha descrito que en
cultivos de P. pastoris, especialmente de alta densidad celular, se producen
enzimas proteoliticas en concentracion significativa que podrian degradar la
proteina recombinante (84—86). Por ello, el cambio en las caracteristicas del medio
como pH, temperatura y adicién de peptona o extracto de levadura (presentes en el
medio complejo) son factores importantes que pueden disminuir la protedlisis de la
proteina recombinante en el medio de cultivo (87).

La cromatografia de afinidad a niquel, permitié separar de forma selectiva y en gran
cantidad del medio de cultivo la Mipartoxin-IC, para ello se emplearon dos
metodologias para la elucion de la proteina, la primera fue por gradiente de imidazol,
compuesto que compite por el niquel en la columna y despega la proteina acoplada
a la columna (88), sin embargo, en los ensayos realizados de toxicidad en raton de
las fracciones purificadas por gradiente de imidazol, estas no presentaron toxicidad.
La segunda alternativa fue la purificacién en gradiente de pH, pero dado que la
Mipartoxin-I nativa evidenci6 pedida de actividad al pH de elucién, se utilizé un buffer
amortiguador a pH 8.0 con el fin de equilibrar el pH de la toxina recombinante al
momento de ser liberada de la columna. Sin embargo, no se pudo evidenciar
actividad bioldgica en la toxina recombinante. Adicional a lo anterior, al evaluar la
proteina purificada por gradiente de pH en el HPLC (Figura 12), se encontré que
esta cambio el tiempo de elucién a 34 min en presencia de 70% acetonitrilo en 0.1%
TFA. Resultado que indica un cambio en la hidrofobicidad de la proteina
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recombinante, posiblemente mediado por un cambio en el plegamiento de la

proteina.

A partir de la cuantificacién de proteinas por BCA (ensayo del &cido bicinconinico)
de la Mipartoxin-IC purificada en gradiente de pH se determiné que el rendimiento
de la produccion de la proteina recombinante se encuentra entre 2-5 mg/L de cultivo
con una pureza de aproximadamente 95% determinada por HPLC y SDS-PAGE
(Figura 14 y 15) con la cepa X33 en los clones XPC1 y XPC4. Este resultados es
acorde con los rendimientos descritoss para proteinas de tres dedos en Pichia
pastoris cepa X33: 0.5-10 mg/L para la Dendoaspina de Dendroaspis jamesoni (59);
10-15 mg/L para la Rhodostomina de Calloselasma rhodostoma (89) y 10-15 mg/L
para la Erabutoxina b de Laticauda semifasciata (60). Aunque la Mipartoxin-IC
indujo algun efecto como letargo y ptosis palpebral leve en el raton solo fueron
evidenciadas en dosis de 100 ug/raton, dosis muy superior a la DL50 descrita para
esta toxina nativa (19). Lo anterior podria estar relacionado a diferencias entre la
Mipartoxin-l nativa que tendria 60 aminoacidos, mientras que la Mipartoxin-IC
recombinante posee el epitopo de reconocimiento (c-myc y el marcador de 6
histidinas), por lo cual tendria 87 aminoacidos. En la expresion de proteinas
recombinantes puede ser necesario probar diferentes epitopos dado que estos
pueden generar diferentes efectos tanto positivos como negativos sobre el

plegamiento y funcion de la proteina recombinante (90,91).

Finalmente por los fragmentos de péptidos identificados por MALDI-TOF-TOF
obtenidos por digestion con tripsina a partir de gel (tabla 1, Figura 19), y al
reconocimiento por los anticuerpos anti-histidinas se puede concluir que la proteina
expresada y purificada correspondio a la Mipartoxin-IC recombinante. Sin embargo,
la Mipartoxin-IC con el corte de la enzima de restriccion Stel3, el péptido maduro
deberia tener 87 aminoacidos con un peso molecular de 10.212 Da. Lo que
contrasta con el peso molecular identificado para la Mipartoxin-IC purificada por
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HPLC en LS/MSD que es de 11.715 Da. Este resultado concuerda con lo observado
en la migracién en SDS-PAGE de péptidos bajo condiciones semi-desnaturalizantes
donde se observa la banda a una altura aproximada de 12 kDa (Figura 17.b, 18.b,
19.b-c, 20.b-c). No obstante la presencia de esos residuos adicionales podria haber
contribuido en la disminucion de la actividad biologica observada. El procesamiento
del alfa-factor ocurre en tres etapas: primero, parte del péptido sefial es removido
por peptidasas de sefial en el reticulo endoplasmatico; a continuacion, la Kex2
endopeptidasa corta la secuencia del propéptido entre las argininas y lisinas
(secuencia KR); finalmente en el aparato de Golgi la proteina Stel3 corta las
regiones repetidas de acido-glutamico y alanina (secuencia EA) (92). Asi, en el sitio
de corte kex2p puede presentarse impedimento estérico (92), y la stel3p presentar
incapacidad de procesar grandes cantidades de proteina recombinante (93). Por
tales motivos es muy comun reportar variabilidad en el nimero de amino acidos en
el N-terminal con la expresion de proteinas recombinantes utilizando el factor sefial
alfa-factor (55,94-99). Adicionalmente la presencia de las regiones repetidas Glu-
Ala en el N-terminal pudo causar problemas en la estructura y funcién de la proteina

recombinante (100).

Como perspectivas de este trabajo, se considera importante optimizar la produccién
de la Mipartoxin-IC recombinante para aumentar la cantidad de proteina obtenida
en el sistema de expresion en P. pastoris. Ademas, también seria importante
optimizar el sistema de purificacién, dado que este evidencio un efecto sobre la
viabilidad de la toxina recombinante después de ser purificada. Adicional a lo
anterior y teniendo en cuenta que la proteina recombinante indujo cambios en el
ratbn, se considera importante evaluar si hay produccion de anticuerpos
neutralizantes, ya que si se evidencia su produccion, esta proteina por tener baja
toxicidad podria ser un buen candidato para la produccion de anticuerpos anti-

Mipartoxin-I de M. mipartitus en raton.
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CONCLUSIONES

La secuencias codificantes para la Mipartoxin-l, Mipartoxin-la, Mipartoxin-II,
Mipartoxin-lll y Mipartoxin-IV obtenidas a partir del ADNc de la glandula
venenosa de M. mipartitus, demostraron la diversidad de toxinas de tres
dedos que hay en su veneno.

Se describi6é la secuencia codificante de la Mipartoxin-la, la cual es una
isoforma de la Mipartoxin-l, que se diferencia por la sustitucion del &cido
glutamico de la posicién 31 por lisina, dada por una mutacién de la glutamina
en la posicién 91 por adenina.

Se realizaron los modelos 3D para las secuencias de las 3FTXs obtenidas,
los cuales tienen estimados de calidad aceptables. Sin embargo, el modelo
de la Mipartoxin-1V obtuvo estimados de buena calidad local y global. Por lo
tanto es un modelo que compartitia gran similitud con la versioén cristal que
tendria esta proteina.

Este es el primer trabajo de investigacion que produjo una toxina de tres
dedos de una serpiente coral en el modelo eucariota Pichia pastoris.

La expresion de la Mipartoxin-l, solamente se logré6 para los clones que
incluyeron el péptido sefial o la cola de histidinas empleando el modelo de P.
pastoris X33.

Se identific6 que la proteina expresada y purificada es la Mipartoxin-IC
recombinante.

La Mipartoxin-IC no presento toxicidad a las dosis empleadas en el modelo
de raton. Sin embargo, debido a que este presento cambios leves, es
necesario realizar ensayos adicionales para determinar si anticuerpos anti
3FTXs recombinante logran neutralizar el efecto letal de la toxina nativa, lo
cual permitiria tener disponibilidad de toxinas con baja toxicidad para la

produccion de anticuerpos anti-Mipartoxin-1 de M. mipartitus.
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