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RESUMEN
Las enfermedades cardiovasculares son un problema de salud publica; la
hipertension es el principal factor de riesgo para su desarrollo. Se han usado
distintos farmacos para el control de la hipertension; sin embargo, estos generan
efectos secundarios. La ingenieria de proteinas es una herramienta biotecnolégica
utilizada para modificar la estructura proteica con la finalidad de producir proteinas
con capacidad terapéutica que se podrian emplear como alternativa para el control
de distintos padecimientos. El objetivo de esta investigacion es determinar el
efecto de la modificacion con péptidos bioactivos en la estabilidad estructural del
polipéptido &cido de la globulina 11S de amaranto (AAC) en cada una de sus
regiones variables. AAC y sus versiones modificadas se expresaron en E. coli y,
tras su purificacion, se caracterizaron por espectroscopia de dicroismo circular y
fluorescencia. Se evalud su estabilidad térmica y su desnaturalizacion con urea;
asimismo, se determind el efecto inhibitorio de todas las versiones sobre la enzima
convertidora de angiotensina (ECA). Los resultados mostraron diferencias en el
contenido de estructura secundaria entre AAC y sus versiones modificadas con
péptidos bioactivos. Las versiones modificadas en las regiones variables | y IV
aumentaron su termoestabilidad (Tm 55 y 54°C, respectivamente) con respecto a
AAC (Tm 46°C). En cambio, las versiones modificadas en las regiones variables Il
y lll no mostraron estabilidad térmica. La proteina modificada en la region variable
| presentd mayor tolerancia a la desnaturalizaciébn quimica. Todas las proteinas
modificadas mostraron entre ocho y diez veces mayor efecto inhibitorio sobre la
ECA, a excepcion de la proteina modificada en la regiébn variable I.

Palabras clave: Escherichia coli, regidon variable, péptidos antihipertensivos,

estabilidad estructural.



SUMMARY
Hypertension is a major risk factor to development cardiovascular diseases, which
are a public health problem. Different drugs have been developed for control or
prevention of hypertension, however their consumption, cause side effects. Protein
engineering is a biotechnology tool that can be used to modify the protein structure
in order to produce therapeutic proteins which can be employed as an alternative
for the control of different illnesses. The objective of this work was to determine the
effect of the modification with bioactive peptides in the structural stability of the acid
polypeptide from 11S globulin of amaranth (AAC) in each its variable regions. AAC
and their modified versions were expressed in E. coli. After, the recombinant
proteins were purified and characterized by circular dichroism and fluorescence
spectroscopies; also, their thermal stability and chemical denaturation (by urea)
were evaluated. The inhibitory effect on angiotensin converting enzyme (ACE) of
all versions of AAC was evaluated. The results showed differences in the
secondary structure content between AAC and their variants. The modified
versions in variable regions | and IV increased their thermal stability (Tm 55 and
54°C, respectively) in regard to AAC (Tm 46°C). Unlike, modified versions in
variable regions Il and Il did not showed thermal stability. The protein modified in
variable region | showed higher tolerance to chemical denaturation. All modified
proteins showed higher inhibitory effect on ACE (around eight-ten times), except

for the protein modified invariable in region I.

Key words: Escherichia coli, variable region, antihypertensive peptides, structural

stability.
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I. INTRODUCCION

La hipertension se considera un problema de salud a nivel mundial porque es un
factor importante para el desarrollo de las enfermedades isquémicas del corazén
como infarto al miocardio, aterosclerosis, etc. Para la prevencion o control de la
hipertension existen farmacos como el captopril o el enalapril que provocan
reacciones secundarias como tos seca y angioedema, entre otras. Por ello es
necesario el desarrollo de nuevos productos que ayuden en la prevencion y control
de estos padecimientos.

En los dltimos afos, se han identificado alimentos que contienen sustancias
que benefician al ser humano, por ejemplo, proteinas que liberan péptidos
bioactivos cuando son hidrolizadas por efecto de la digestion o de la preparacion
de los alimentos, es decir, sustancias de origen proteico que ejercen cierta
actividad bioldgica en el organismo humano. Se ha reportado que existen péptidos
con actividad hipocolesterolémica, opioide, inmunomodulatoria y antihipertensiva,
entre otras. Estas sustancias se pueden sintetizar mediante procesos quimicos,
hidrélisis enzimatica o por métodos recombinantes.

La ingenieria de proteinas permite la modificaciéon de moléculas de origen
proteico con la finalidad de originar cambios estructurales que mejoren los
procesos de purificacion, generen cambios en las propiedades cataliticas y/o
provoquen la creacion de agentes con propiedades terapéuticas. En la presente
investigacion se pretende evaluar el impacto en la estabilidad estructural de una
proteina de amaranto con modificaciones que mejoran sus propiedades

nutracéuticas.
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Il. Antecedentes
1. Las enfermedades cardiovasculares: la hipertension arterial
Las enfermedades cardiovasculares son un importante problema de salud a nivel
mundial. Se ha estimado que en el afio 2020 seran la primera causa de muerte en
todo el mundo (Lopez y Murray, 1998). Se ha identificado que el principal factor de
riesgo para generar estos padecimientos es la hipertension (Moore, 2005).

La hipertension (= 140 mm de Hg de presion sistdlica y/o =90 mm de Hg
presion diastolica) esta asociada a una dieta inadecuada por un alto consumo de
sal, baja ingesta de frutas y verduras, sobrepeso, un consumo excesivo de alcohol
e inactividad fisica. La hipertension arterial, ademas de ser un factor de riesgo
para el desarrollo de las enfermedades del corazén, es causa directa de las
enfermedades cerebro-vasculares e insuficiencia renal. De acuerdo con la World
Hypertension League (2016), anualmente se reportan 9.4 millones de muertes a
nivel mundial por enfermedades relacionadas con la hipertension. Este organismo
también estima que existen 1.5 billones de personas que sufren de hipertension;
en México la incidencia de este padecimiento en la poblacién de 20 afios 0 mas es
de 31%. En otras palabras, 22.4 millones de adultos padecen hipertension arterial,
de los cuales 11.2 millones estan diagnosticados y so6lo 5.7 millones tienen
controlado el padecimiento, segun se indica en la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (Secretaria de Salud, 2012).

Otros reportes indican que los principales factores para el desarrollo de la
hipertension estan relacionados con los habitos: una dieta elevada en grasas
saturadas, el tabaquismo, un alto consumo de sodio, falta de actividad fisica, asi
como la presencia de enfermedades cronicas como la obesidad y la diabetes,
entre otras (Campos-Nonato y col., 2013). Dado que las causas de esta
enfermedad estan relacionadas con el estilo de vida de las personas, para el
tratamiento y control de la hipertensién se han disefiado distintas estrategias que
combinan cambios en los habitos de vida, relacionados con una dieta saludable, la
disminucion del consumo de calorias aportadas por grasas y azucares Yy el
aumento de la actividad fisica; aunque existen situaciones donde es necesario el

tratamiento farmacolégico, principalmente por medio de los inhibidores de la


http://www.informador.com.mx/4162/hipertension
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enzima convertidora de angiotensina (IECA). La enzima convertidora de
angiotensina (ECA) tiene un papel crucial en la regulacion de la presion
sanguinea. La ECA hidroliza un dipéptido en el extremo C-terminal del
decapéptido inactivo angiotensina I lo cual provoca la formacion de un octapéptido
vasoconstrictor conocido como angiotensina Il. Este vasoconstrictor también
genera la secrecion de aldosterona que a su vez provoca la retencion de sodio y
agua. Asimismo, la ECA hidroliza al vasodilatador bradiquinina y genera péptidos

inactivos de esta hormona (véase Figura 1) (Li y col., 2004).

Angiotensina |
__ Bradiquinina
| +—— ECA —

Angiotensina Il Fragmentos \

inactivos N
/ \ Vi or

Vasoconstrictor Sintesis de
aldosterona

l l

Aumento de la Incremento de Na*y
resistencia vascular retencién de agua

N —

Aumento de la
presion arterial

Figura 1. Hipertension arterial mediada por la enzima convertidora de angiotensina (ECA).

Los IECA son considerados tratamientos de primera linea por su efectividad para
el control de la hipertensién; son inhibidores competitivos que interactian con los
subsitios S1, S1" y S2” del centro activo de ECA (véase Figura 2) (Liy col., 2004).
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Figura 2. Farmacos inhibidores que interactian sobre los subsitios del centro activo de la

En la mayoria de los casos loe IECA producen efectos adversos como tos,

hiperpotasemia, edema angioneuroético, disgeusia y anomalias fetales si se usan
durante la gestacion (Cobo-Abreu y Fabian San Miguel, 2007). Estas

repercusiones hacen necesaria la busqueda de alternativas igualmente efectivas y

menos dafinas. En la Tabla 1 se enlistan los IECA mas comUnmente usados para

el tratamiento de la hipertension.

Tabla 1. Farmacos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina.

Inhibidor de la ECA

Dosis (mg/dia)

Efectos secundarios

Captopril

Enalapril

Lisinopril

Fosinopril

Perindopril

25-150

2.5-40

10- 40

10-40

Tos, mareo, dolor muscular, boca seca, aftas, dolor
de cabeza, insomnio, diarrea, irritacion y/o erupcion
cutanea.

Tos, mareos, somnolencia, pérdida del apetito, dolor
de cabeza, insomnio, diarrea, nauseas, irritacion y/o
erupcion cutanea.

Tos, dolor de cabeza, mareos, somnolencia,
depresion, insomnio, dolor estomacal, diarrea,
vomito, irritacion y/o erupcion cutanea.

Sintomas de resfriado, hinchazén, dificultad para
respirar o tragar, aturdimiento, desmayo, irritacion
y/o erupcion cutanea.

Tos, dolor de cabeza, debilidad, mareo, diarrea,
hinchazén, vémito, fiebre, dolor de garganta,
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taquicardia.

Tos, mareo, somnolencia, vomito, dolor de
Quinapril 10-40 estébmago, hinchazén, mareo, desmayo, dificultad
para tragar o respirar, dolor de pecho.

Dolor de cabeza, mareo, somnolencia, debilidad,
Ramipril 25-20 dolor de cabeza, dolor de estémago, dificultad para
respirar o tragar, aturdimiento, desmayo.

Sintomas de resfriado, hinchazon, dificultad para
Trandolapril 1-4 respirar o tragar, aturdimiento, desmayo, irritaciéon
y/o erupcion cutanea.

Adaptado de: Cobo Abreu y Fabian San Miguel, 2007; Patrias, 2007.

Las dosis que se administran para el tratamiento de la hipertensién son variables;
sin embargo, los efectos secundarios que provocan su consumo son similares.
Aunqgue la cantidad de ingesta de Trandolapril es menor a la dosis recomendada
de Captopril, ambos provocan, por ejemplo, reacciones alérgicas (véase Tabla 1).
El aumento considerable en los problemas de salud a nivel mundial y la
necesidad de identificar nuevos productos menos téxicos son algunas de las
razones por las que los investigadores han centrado su atencion en el estudio de
los alimentos como una nueva opcidén para la prevencion o tratamiento de
enfermedades. Precisamente el reconocimiento del aporte benéfico que algunas
sustancias de los alimentos pueden traer consigo al cuerpo humano ha generado
nuevas tendencias en la ciencia y tecnologia de alimentos; asi, se ha desarrollado

el estudio de alimentos funcionales y nutracéuticos.

2. Alimentos funcionales nutracéuticos: los péptidos bioactivos

Los alimentos funcionales y nutracéuticos son definidos como alimentos que
previenen o revierten un estado de enfermedad (Delgado-Vargas y Paredes-
Lépez, 2000). Existen reportes de sustancias aisladas de distintos grupos de
alimentos que ejercen un efecto benéfico en la salud humana; algunos de ellos
tienen un origen fitoquimico, por ejemplo, las isoflavonas, los flavonoides y las
antocianinas, entre otras. También existen sustancias nutracéuticas provenientes
principalmente de aceites (animal o vegetal) como el Omega 6 y el Omega 3, por

mencionar algunos. Otros tienen su origen a partir de fuentes proteicas; por
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ejemplo, globulinas aisladas de leche, hidrolizados de carne de pescado o carne
de pollo. En la Tabla 2 se presentan algunos ejemplos de alimentos funcionales

nutracéuticos.

Tabla 2. Alimentos funcionales nutracéuticos y su efecto en la salud humana.

Alimento Componente activo Propiedad funcional
Derivados lacteos (quesos, Probiéticos Prevencion de enfermedades
yogurt, leche y mantequilla) diarreicas y cancer de colén

Oleaginosas, aceite de Omega 3 Prevencion de enfermedades
pescado y de algas cardiovasculares
Hidrolizados de pollo y Distintos péptidos Efecto antihipertensivo
pescado
Frutas, semillas y cereales Flavonoides, antocianinas y Activan el sistema inmune,
carotenoides. propiedades antitumorales y

antiinflamatorias.

Las proteinas de los alimentos han sido reconocidas por sus propiedades
funcionales y nutracéuticas; dichas propiedades estan determinadas
principalmente por su secuencia de aminoacidos y ejercen un efecto fisioldgico
una vez que son absorbidas a través de la digestion. Las proteinas de los
alimentos contienen secuencias de aminoacidos que, al ser hidrolizadas, pueden
generar moléculas con funciones especificas en el cuerpo humano; dichas
moléculas son los llamados péptidos bioactivos (Santiago-Lépez y col., 2016).

De acuerdo con la mayoria de los reportes, estos péptidos se encuentran
inactivos en las proteinas que los contienen; no obstante, al ser liberados durante
el proceso digestivo o durante el proceso de elaboracién de los alimentos,
adquieren sus propiedades benéficas (Hartmann y Meisel, 2007). Estos péptidos
pueden ejercer su efecto al ser absorbidos por el intestino y entrar intactos a la
circulacion sanguinea, o bien pueden producir Unicamente efectos a nivel del
sistema digestivo (Kits y Weiler, 2003).

En las Ultimas décadas se han desarrollado distintas investigaciones
enfocadas al estudio de los péptidos bioactivos, pequefias secuencias de

aminoacidos que se encuentran encriptadas en las proteinas de los alimentos que
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las aportan. Estructuralmente, son moléculas de origen proteico constituidas por 2
o hasta 20 aminoéacidos. Por su efecto funcional nutracéutico, estas sustancias
son atractivas para utilizarlas como ingredientes en alimentos destinados al
mantenimiento de la salud. Los péptidos bioactivos son componentes derivados de
alimentos que, ademas de su valor nutricional, ejercen un efecto fisiologico
benéfico al cuerpo humano. Se ha reportado que poseen un efecto
antihipertensivo, hipocolesterolémico, inmunomodulatorio, antioxidante,
antimicrobiano, antitrombotico, entre otros (Arihara, 2006; Erdmann y col., 2008;
Ryan y col., 2011); incluso, algunos son multifucionales y pueden ejercer mas de

uno de los efectos mencionados (Tabla 3) (Meisel, 2004).

Tabla 3. Péptidos bioactivos identificados en diferentes fuentes alimenticias.

Fuente alimenticia Péptido? Bioactividad Referencia
Langosta americana QYGNLLSLLNQYR Antimicrobiana Battlsz%rz)%/ col.,
Hidrolizados de soya Peptidos de diferentes Inmunomodulatoria Kong y col.,
pesos moleculares 2008
Para-k-caseina (leche FFSDK f(17-21) Inmunomodulatoria  Gill y col., 2000
bovina)
L Lisozima f(98-112) - : Expésitoa y
Lisozima de huevo IVSDONOMNAWVAWR Antimicrobiana Recio, 2006
Opioide e Hartmanny
Arroz QYPMYPLR inmunomodulatoria Meisel, 2007
B-lactoglobulina (leche . . Hartmann y
bovina) IIAEK Hipocolesterolémica Meisel, 2007
K-caseina (leche f(106-116) Antitrombética Hartmann 'y
humana y bovina) MAIPPKKDQDK Meisel, 2007

Adaptada de Agyei y Danquah (2011).
4l os péoptidos identificados se encuentran de forma natural en los alimentos enlistados.

Entonces, debido al potencial para mejorar la salud y los perfiles de seguridad que
ofrecen, los péptidos se pueden usar como componentes en alimentos funcionales

y nutracéuticos (Korhonen y Pihlanto, 2003).

2.1 Los péptidos antihipertensivos
Como se mencion0 anteriormente, la ECA tiene un papel importante en la

regulacion de la presion sanguinea; esta enzima cataliza la sintesis un potente
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vasoconstrictor (angitensina Il) y, al mismo tiempo, actia como un inactivador del
polipéptido vasodilatador bradiquinina. Los agentes antihipertensivos o inhibidores
de la ECA que, cabe recordar, provocan reacciones secundarias (Hayes y col.,
2007; Majumder y Wu, 2014). Algunas investigaciones han reportado la existencia
de péptidos que poseen las mismas caracteristicas inhibitorias que los farmacos
(1970)

biologicamente activos del veneno de la serpiente Bothrops jararaca, entre ellos

comunmente usados. Ferreira y col. aislaron nueve péptidos
destaca el péptido con la secuencia pirrolodon-carboxil-Lys-Trp-Ala-Pro ya que
mostré la mas alta actividad inhibitoria de ECA.

A partir de estos hallazgos, se comenz6 a buscar compuestos con estas
propiedades en otras fuentes, principalmente en proteinas alimentarias. Asi,
muchas investigaciones se han enfocado al estudio de péptidos aislados de varias
fuentes y algunos sintetizados quimicamente (Mizuno y col., 2004). También se
han identificado péptidos antihipertensivos como producto de la actividad
microbiana en productos lacteos fermentados (Gobetti y col., 2000). Los péptidos
antihipertensivos han sido los mas estudiados debido a la prevalencia de la

hipertension entre la poblacion.

Tabla 4. Péptidos con actividad antihipertensiva identificados en diferentes fuentes alimenticias.

Fuente alimenticia Péptido ICs0
Salmén w 1.2 uM
Queso manchego KKYNVPQL 77.1 uM
Carne de cerdo ND 3.9 mg/mL
Queso gouda RPKHPIKHQ 13.4 uM
Pollo LAP 3.2 uM
Sardina GWAP 3.86 uM
Kefir de leche de LVYPFPGPIPN 27.9 uM
cabra
Productps de suero ALPM 928 UM
lacteo
B-lactoglobulina LQKW 34.7 uM
Hidrolizados de
caseina con VYP 288 uM

proteinasa K
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B-lactoglobulina de

proteina de cabra LLF 79.8 yM
Carne de res FHG 52.9 pg/mL
Bonito IKPLNY 43 uM

Adaptado de Ahhmed y Muguruma (2010); Hernandez-Ledesma y col. (2010).

La actividad antihipertensiva de los péptidos aislados ha sido probada en ratas
espontaneamente hipertensas. Nakamura y col. (1995) reportaron que la
administracion oral de leche fermentada que contenia los péptidos Val-Pro-Pro e
lle-Pro-Pro a una dosis simple de 5 mL/kg disminuy6 significativamente la presion
sistolica en ratas hipertensas. En el estudio se observo que la leche fermentada
tuvo el mismo efecto antihipertensivo que los péptidos Val-Pro-Pro e lle-Pro-Pro
gue se sintetizaron quimicamente y se administraron en una dosis de 0.6 y 0.3
mg/kg, respectivamente. En el experimento se formaron cuatro grupos de ratas
hipertensas: al primero se le administr6 de forma oral 5 mL/kg de leche
fermentada (por L helveticus y S. cerevisae); al segundo, se le administré6 una
solucion de Val-Pro-Pro disuelto en amortiguador PBS-caseinato en la
concentracion descrita; al tercero se le administr6 una solucion de lle-Pro-Pro
disuelto en el mismo amortiguador y a la concentracion descrita; finalmente, el
cuarto grupo corresponde al control que se le administré leche sin fermentar
disuelta en amortiguador PBS-caseinato. Los grupos que consumieron la leche
fermentada, la solucién de lle-Pro-Pro y la solucion de Val-Pro-Pro mostraron una
disminucion de la presion sistdlica (entre 24 y 32 mm Hg con respecto a la presion
antes del tratamiento) que se presento entre 6 y 8 h después de la administracion;
mientras que en el grupo control no se observé efecto antihipertensivo. Ademas,
en el mismo estudio se aplicaron los mismos tratamientos en ratas normotensas y
no se observd un efecto en la presién sistélica. También se ha probado el efecto
de algunos péptidos antihipertensivos en humanos, tal es el caso de los péptidos
VPP e IPP, encontrados en la leche que se administré a pacientes hipertensos.
Los pacientes fueron asignados al azar en dos grupos; el primero ingirid
diariamente 150 mL de leche con 2.4 mg de Val-Pro-Pro / 100 g de producto y 1.5

mg de lle-Pro-Pro / 100 g de producto durante 21 semanas; y el segundo grupo
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consumié leche acidificada artificialmente como un placebo. ElI grupo que
consumio leche con péptidos disminuy6 su presion sistélica (6.7 mm Hg) y su
presion diastélica (3.6 mm Hg); mientras que el grupo con el placebo no tuvo
efectos (Seppo y col., 2003).

De forma similar, el efecto antihipertensivo del dipéptido VY se probo en
humanos hipertensos mediante la administracion de 100 mL de una solucion con 3
mg del dipéptido a lo largo de 4 semanas dos veces al dia. La reduccion de la
presion sistélica y diastolica fue de 9.7 y 5.3 mm Hg, respectivamente (Kawasaky
y col., 2000).

Se ha reportado que los péptidos que contienen residuos hidrofébicos o
residuos con cadenas laterales ramificadas generan una mayor inhibicion sobre la
ECA. En muchos estudios se ha mostrado que los di o tripéptidos con alta
actividad inhibitoria tienen un residuo de Trp, o de Phe, o de Tyr o de Pro en su
extremo C-terminal y/o tienen un residuo de cadena alifatica remificada en su

extremo N-terminal (Liy col., 2004).

3. Proteinas: estructura, funcion y estabilidad

Las proteinas son las moléculas mas versatiles de los sistemas vivos porque
realizan distintas funciones que regulan todos los procesos bioldgicos tales como:
el transporte y el almacenamiento de otras moléculas, el reconocimiento celular,
actian como catalizadores de reacciones quimicas, regulan el crecimiento y la
diferenciacion celular, dan soporte y participan como agentes protectores en el
sistema inmune (Berg y col., 2002).

Estructuralmente, son polimeros constituidos por mondémeros llamados
aminoécidos; la funcibn de cada proteina estd determinada por la estructura
tridimensional que estas adoptan a partir de la secuencia de sus aminoacidos
(estructura primaria). Ademas, existen interacciones como puentes de hidrogeno
gue forman patrones estructurales repetitivos que dan lugar a estructuras planas o
en forma de hélice las cuales se encuentran enlazadas por asas 0 giros
(estructura secundaria). La conformacion tridimensional (estructura terciaria) que

adoptan las proteinas se genera a partir de distintas interacciones como las
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hidrofébicas, las ionicas, las fuerzas de Van der Waals y, en ocasiones, por la
formacién de enlaces disulfuro. En algunos casos, es necesario que dos o mas
cadenas de aminoacidos (iguales o diferentes en secuencia) se acoplen o
interactlen para que una proteina sea funcional; si emerge este fendmeno, se dice
que la proteina adopta una estructura cuaternaria (Berg y col., 2002). En la Figura

3 se ilustra cada uno de los niveles estructurales de las proteinas.

Figura 3. Niveles estructurales de las proteinas. A, estructura primaria (secuencia de
aminoacidos); B, estructura secundaria (hélice en color rojo, hojas  en color amarillo y en color
verde asas o giros); C, estructura terciaria; D, estructura cuaternaria (pentamero).

Todas las interacciones que dictan la conformacion estructural de una proteina se
ven afectadas por las condiciones ambientales en las que ésta se encuentra; es
decir, el pH, la fuerza y la naturaleza ionica, la temperatura, la presencia de otras

proteinas, entre otras, influyen en la conformacion y, por lo tanto, afectan su
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actividad bioldégica. Entonces, la conformacion estructural que adopta una proteina
es un resultado multifactorial; si uno de estos factores cambia, la proteina puede
perder o continuar con su funcion.

Existen diversos experimentos reportados que evaltan distintos escenarios
para establecer la relacion estructura-funcion o estructura-estabilidad que una
proteina posee; tal es el caso del estudio realizado por el grupo de Zhang en el
2010, quien compara las cinéticas de inhibicion de dos enzimas
(acetilcolinesterasas) relacionadas con la regulacion de neurotransmisores e
impulsos nerviosos en especies parasitarias que afectan campos de cultivo de
interés agrondémico. Por su importancia, estas enzimas son las biomoléculas
blanco de insecticidas organofosforados. A través de un alineamiento de las
secuencias de las acetilcolinesterasas de diez especies de moscas, se identifico
gue en cuatro de estas existia la mutacion Gly353Ala en la misma posicion. Por tal
motivo, expresaron y purificaron las dos enzimas; al comparar las cinéticas
notaron que la enzima con Ala es menos sensible al efecto de los insecticidas, lo
gue se traduce en mayor resistencia de las especies de moscas que las contienen.
Los autores sostienen que este fendbmeno se da a partir de las interacciones que
Ala establece con la Ser200 que se encuentra en el sitio catalitico (Lang y col.,
2010).

Para entender la relacion estructura-funcién, Hu y col. (2015) realizaron la
caracterizacion de una proteasa del virus reticuloendotheliosis (esta proteina esta
relacionada con el proceso infeccioso del retrovirus). Se reporté que la actividad
de la proteina esta influenciada por el pH, la temperatura y la presencia de iones
Ca*™ y Ni*? que pueden inhibirla al igual que el inhibidor de caspasa. Ademas,
determinaron que el residuo Thr28 es clave para la actividad enzimatica; a partir
de estos hallazgos se podrian generar nuevos farmacos para el tratamiento de las
enfermedades causadas por retrovirus.

Con el propdsito de optimizar las propiedades o funciones de las proteinas,
las investigaciones se han centrado en la modificacion estructural de las mismas.
Precisamente se han diseflado nuevas estructuras y se han realizado

modificaciones a traves de la ingenieria de proteinas con el empleo de técnicas
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genéticas y quimicas. Estas alteraciones permiten crear proteinas quiméricas o
estructurales, cambiar las propiedades cataliticas de algunas proteinas, mejorar la
purificacion proteica y modificar la estructura para producir proteinas con poder
terapéutico o aumentar su estabilidad (Kamionka, 2011).

En términos practicos, el estudio de la estabilidad de las proteinas es
importante en distintas areas industriales como la biomedicina, la biotecnologia, la
farmacéutica y la industria de los alimentos. La estabilidad de una proteina se
define como la diferencia en la energia libre de Gibbs entre el estado nativo y el
estado desplegado o desnaturalizado. La pérdida de estabilidad de una proteina
implica que las condiciones fisicoquimicas en las que una proteina mantiene su
conformacion nativa (funcional) son mas limitadas. Esta situacion, en el area de la
biotecnologia puede limitar la comercializacion de productos obtenidos mediante
tecnologia recombinante (Baldwin, 1975; Gierasch y King, 1990; Gupta y col.,
1998). En el area de la biomedicina, existe un gran numero de enfermedades
conocidas como amiloidosis que se generan a partir del plegamiento anormal de
proteinas. Este fendmeno provoca la formacién de agregados y con ello distintas
patologias como la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer y la
enfermedad de Huntington, entre otras (Khurana y col., 2001; Wetzel, 1997). En la
industria farmacéutica, la baja estabilidad de las proteinas que se usan para el
tratamiento de algunas enfermedades puede generar la formacién de agregados
durante el proceso de empaque, en el embalaje o durante el almacenamiento, esta
situacién limita su administracion como farmaco (Constantino y col., 1995;
Martinez y col., 2012). En la industria de alimentos, la formacion de agregados de
proteina por cambios en su estabilidad puede generar la aparicibn de sabores
desagradables o la formacién de coloreso texturas no deseados (Corzo-Martinez y
col., 2012; Persson y Gekas, 1994; Rullier y col., 2008).

3.1 Proteinas de reserva: amarantina
Las proteinas de semilla se clasifican en dos categorias: las de mantenimiento,
gue son esenciales para el metabolismo celular, y las de reserva, que son

metabolizadas durante la germinacion. En las etapas iniciales del desarrollo de la
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plantula, las proteinas de reserva proveen una fuente de nitrogeno reducido, asi
como de carbono y azufre. Ademas, estas proteinas representan un aporte
significativo a la alimentacion dado que se acumulan en grandes cantidades en las
semillas (Higgins, 1984; Herman y Larkins, 1999).

La clasificacion tradicional de las proteinas de reserva se ha realizado con
base en su solubilidad, entre ellas estan: las albiminas, que son solubles en agua;
las globulinas, que son solubles en soluciones salinas diluidas, las prolaminas,
gue se extraen con mezclas de alcohol-agua, y las glutelinas, que se obtienen en
condiciones severas de pH (acidas o basicas) (Osborne, 1924). Sin embargo,
Fukushima (1991) propone una nueva clasificacion segun la presencia o ausencia
de intrones en el gen, la homologia de la estructura primaria, la presencia de
estructuras repetitivas que influyen en la estructura secundaria y la ruta
biosintética. De acuerdo con esto, estas proteinas estan divididas en dos grupos:
por un lado, las prolaminas que incluyen a las albuminas y, por otro, las globulinas
gue incluyen a las glutelinas.

Las globulinas presentes en los distintos tipos de granos son las proteinas
mas ampliamente distribuidas ya que se pueden localizar en el endospermo y en
el polen, entre otros organelos (Shewry, 1995). Por su coeficiente de
sedimentacion en gradiente de sacarosa, se dividen en dos grupos: las globulinas
7S (7-8S), también conocidas como vicilinas, y las globulinas 11S (11-13S),
denominadas leguminas. Ambos grupos presentan variaciones considerables en
Su estructura, resultado de modificaciones post-traduccionales (Danielsson, 1949).

En forma madura, las proteinas 7S se consideran trimeros formados por
subunidades de 50-70 kDa; en cambio, las globulinas 11S se encuentran como
hexameros formados por subunidades de 60-80 kDa. Cabe sefialar que en ambos
grupos las subunidades estan acopladas por interacciones no covalentes; sin
embargo, en las globulinas 11S las subunidades presentan un corte proteolitico
como parte del procesamiento post-traduccional (Casey, 1999).

Las globulinas 11S son proteinas comunes en las semillas de plantas
superiores y en muchas ocasiones son la fraccibn mayoritaria de las proteinas de

reserva en granos, principalmente en dicotiledoneas y en algunos cereales como
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la avena y el arroz (Nielsen y col., 1995). Entre algunos tipos de globulinas estan
la amarantina, que es un homohexamero (Sanfeng y Paredes-L6pez, 1997), y la
glicinina de soya, que es una heterohexamero (Staswick y col., 1984).

En general, la amarantina representa cerca del 18.6% de la proteina total
del grano del amaranto y aproximadamente el 90% del total de las globulinas; en
efecto, la mayor parte de las globulinas 11S presentes en el amaranto es
amarantina. Esta proteina tiene un peso molecular de aproximadamente 300-400
kDa y estad constituida por seis subunidades de 52 kDa, cada una con un
polipéptido acido (34-36 kDa) y un polipéptido basico (22-24 kDa) unidos por un
puente disulfuro (Sanfeng y Paredes-Lopez, 1997; Romero-Zepeda y Paredes-
Lépez, 1996; Barba de la Rosa y col., 1992). Desde un punto de vista nutricional la
amarantina es importante porque posee un alto contenido de lisina (3.7-7.6%) y
aminoéacidos azufrados (3.1-7.1%) (Barba de la Rosa y col., 1992).

Cada mondémero de la amarantina posee cinco regiones variables en su
estructura, cuatro de estas regiones se encuentran en el polipéptido &cido (Luna-
Suarez, 2008). Estas regiones variables son secuencias no conservadas de
aminoéacidos y son susceptibles de modificacion mediante ingenieria de proteinas,
precisamente porque estas regiones no comprometen su estructura tridimensional.
Mediante alineamientos de secuencias de distintas globulinas 11S, Wright (1988)
identifico regiones conservadas y variables que tienen en comun las proteinas 11S
estudiadas. A partir de estas observaciones, propuso que las regiones
conservadas son importantes para el mantenimiento de la estructura molecular de
las proteinas y que las regiones variables podrian tener menor influencia en la
conservacion estructural. Ademas, el caracter hidrofilico de las regiones variables
hace suponer que se encuentran en la superficie molecular de las proteinas. Estas
caracteristicas en las regiones variables, son un indicio de que al realizar
modificaciones en esas zonas no se compromete la estructura principal de las
globulinas (Tandang-Silvas y col., 2011).

En cuanto a su solubilidad, las globulinas del amaranto muestran una
precipitacion parcial en un rango de pH de 4.5-6.8 (Gorinstein, 1993). De forma

detallada, la maxima insolubilidad se presenta en un rango de pH de 4.5-6 y una
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precipitacion parcial en un rango de pH de 6.1-6.8. Cabe sefalar que esto sucede
por la presencia de diferentes estados ionizables de la proteina (Segura-Nieto y
col.,, 1994). La actividad emulsificante de las globlulinas de amaranto, segun
Konishi y Yoshimoto (1989), es dos veces mayor que la de aislados de soya y mas
baja que la de la caseina. Estos investigadores también encontraron que la
hidrofobicidad de estas globulinas se incrementd hasta en un 200% después de un
calentamiento a 100 °C.

3.2 Caracterizacion de proteinas

La aplicacién de técnicas analiticas que permiten la caracterizacion detallada de
proteinas terapéuticas son una herramienta Util para entender distintas
condiciones que pueden limitar el uso de estos nuevos productos. Como se
menciono previamente, la conformacion de una proteina es un aspecto clave para
que la molécula lleve a cabo su funcién biologica; por esta razon, los estudios
estructurales evallan distintas condiciones que afectan la estabilidad
conformacional con el propdsito de identificar los factores que afectan a la proteina
y con ello limiten su utilidad en aplicaciones industriales (Pace y col., 1990;
Bertucci y col., 2011). Existen distintas técnicas para caracterizar la estructura de
proteinas como la cristalografia de rayos X, la microscopia electrénica, la
resonancia magnética nuclear y las técnicas espectroscopicas, entre las que

destacan el dicroismo circular y la espectroscopia de fluorescencia.

3.2.1 Espectroscopia de dicroismo circular

El dicroismo circular (DC) es una técnica espectroscépica que provee informacion
acerca de la estructura de macromoléculas bioldgicas. La luz polarizada en un
plano esta formada por dos componentes reunidos circularmente, uno a la
derecha y el otro a la izquierda. Estos componentes estan en fase y son de la
misma amplitud. De esta manera, cuando esta luz pasa por un medio 6pticamente
activo, cada uno de sus componentes interactia de manera diferente con los
centros quirales de las moléculas presentes. Esta interaccion produce un

desfasamiento y un cambio de magnitud diferencial en ambos componentes de la
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luz polarizada; a su vez, este fenOmeno provoca una rotacion del plano de
polarizacion en un angulo a y la distorsion de este plano genera una elipse. La
rotacion del plano y la diferencia en la absorcion de los componentes
circularmente polarizados (dicroismo circular) varian con la longitud de onda, lo
que permite obtener espectros de diferentes fenébmenos, es decir, gréaficas de la
rotacion o elipticidad respecto a la longitud de onda.

Los espectros de DC se obtienen generalmente mediante radiacion
electromagnética en las regiones del ultravioleta cercano (250 a 350 nm) y lejano
(180 a 250 nm). En la regién del UV cercano, los cromoéforos mas importantes en
proteinas son los grupos aromaticos de las cadenas laterales del triptofano (Trp),
tirosina (Tyr) y fenilalanina (Phe), asi como los puentes disulfuro. Esto es por la
asimetria en estos grupos quimicos debido exclusivamente a su entorno y a la
distribucion de los residuos aromaticos en toda la macromolécula. Los espectros
en esta regién son un reflejo de la conformacion terciaria de una proteina. Los
espectros de DC en la regién del UV lejano son consecuencia principalmente del
enlace amida que une a los residuos de aminoacidos entre si. La asimetria de
estos croméforos se debe al arreglo espacial de la cadena principal de la proteina;
por esta razon, las sefiales de DC se pueden interpretar (mediante el uso de
algoritmos) en términos del contenido de estructura secundaria presente, es decir,
de acuerdo al porcentaje de residuos que se encuentran en alguna conformacién
estructural (hélices a, hojas B, giros y otras formas estructurales) (Neumann y
Snatzke, 1990).

3.2.2 Espectroscopia de fluorescencia

La fluorescencia es un proceso de emision que se da en dos etapas. En la
primera, las moléculas son excitadas por la absorcion de radiacién
electromagnética; posteriormente, las especies excitadas se relajan al estado
fundamental y el exceso de energia se libera en forma de fotones. En otras
palabras, una vez excitada la molécula, pasara al modo vibracional de menor
energia del estado excitado; es decir, el fotbn que se absorbié durante la

excitacion sera emitido con una menor energia durante el proceso de
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fluorescencia, por lo que posee una frecuencia menor y emite a mayor longitud de
onda (Skoog y col., 2007).

En las proteinas plegadas la fluorescencia intrinseca es una mezcla de la
fluorescencia individual de los residuos aromaticos Trp, Tyr y Phe. Mediante esta
técnica se mide la intensidad de la longitud de la onda de emision, entre 300 y 350
nm. La radiacion con una longitud de onda de 280 nm excita tirosinas y triptofanos,
mientras que a 295 nm provoca la excitacion de triptéfanos. La emision de
fluorescencia de los triptéfanos depende mucho del ambiente en el que se
encuentra la proteina. Por ejemplo, una proteina en el estado nativo tendra los
residuos de triptéfano predominantemente en la parte del nacleo hidrofébico y, por
lo tanto, estardn en zonas donde las moléculas de agua tienen poco acceso, esto
genera que el espectro de emision se mueva hacia regiones del UV con un
maximo de emision cercano a 330 nm. En cambio, cuando se desnaturaliza la
proteina, el espectro de emisiébn se mueve hacia el rojo y presenta un maximo de
emision cercano a 350 nm, esto es un fenbmeno que se produce porque los

triptéfanos pasan a un ambiente mas hidrofilico (Vivian y Callis, 2001).

3.1.3 Ensayos de termofluor
El ensayo por termofluor (TRF), también conocido como ensayo de
desplazamiento térmico o fluorescencia diferencial de barrido, es una técnica
rapida para la medicion de la estabilidad térmica de una proteina. Se basa en el
uso de un colorante que tiene afinidad por las regiones hidrofébicas de una
proteina. En los ensayos, un colorante interactlia con las regiones del nucleo
hidrofébico de una proteina tras la desnaturalizacién por calor. Para muchas
proteinas, el aumento gradual de la temperatura tiene poco efecto sobre el
desplegamiento. Hasta que se alcanza una temperatura en la que rapidamente se
desarrolla la desnaturalizacion, la proteina desplegada expondra su nucleo
hidrofobo; asi, cuando el colorante interacciona esas regiones, emite una sefal
fluorescente (Chan vy col., 2015).

El dicroismo circular y el termofluor son técnicas espectroscopicas para

examinar el desplegamiento de proteinas generado por cambios de temperatura.
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A partir de los datos recolectados con estas técnicas, se puede hacer la
determinacién de la temperatura media del desplegamiento (Tm), que es una
forma cuantitativa que indica la estabilidad térmica que una proteina posee. Una
proteina con mayor estabilidad requerira mayor temperatura para desplegarse
completamente (Phillips y Hernandes, 2011). De forma similar, la concentracion
media del desplegamiento (Ci2) es otro parametro que sirve para establecer
cuantitativamente la estabilidad de una proteina. Para su determinacion se
requiere un agente desnaturalizante (urea o cloruro de guanidinio) y mediante
determinaciones espectroscopicas se obtiene una curva de transicion. El término
Cir alude a la cantidad de agente quimico que se necesita para desnaturalizar al
50% una proteina (Pace, 1986).

3.3 Expresion de proteinas

En muchas ocasiones, se requiere una gran cantidad de proteina para su
caracterizacion; como es sabido, es dificil obtenerla de forma natural al interior de
la célula. La expresion de proteinas recombinantes mediante fermentacién es una
opcion para obtener cantidades suficientes de proteina para estudios
estructurales. La fermentacion es un proceso en el que los microorganismos
producen metabolitos o biomasa; a través del uso de cultivos en suspension
liguida se llevan a cabo transformaciones de materia organica en las que la
descomposicion de los sustratos es catalizada por enzimas sintetizadas por los
microorganismos (Hernandez, 2003).

La funcién principal de la fermentaciébn es conservar al medio y a los
microorganismos en las condiciones idéneas para obtener la mayor produccion de
los compuestos de interés. Comunmente, los biorreactores se construyen de vidrio
0 acero inoxidable; su volumen fluctia de entre uno hasta cincuenta litros y, a nivel
industrial, pueden alcanzar hasta los 300,000 litros. El volumen de trabajo de un
fermentador es hasta del 80% del volumen total. Existen diferentes tipos de
fermentadores; cada uno estd disefiado para adaptarse a las condiciones de

operacion necesarias para optimizar la produccion de la sustancia de interés. Los
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mas utilizados a nivel laboratorio son el matraz erlenmeyer y el reactor de tanque
agitado (Hernandez, 2003).

El matraz erlenmeyer es la herramienta mas usada en el laboratorio porque,
antes de aumentar el tamafio del proceso, sirve para seleccionar la mejor cepa,
preparar el inéculo y hacer un examen de las mejores condiciones para el
desarrollo del cultivo. De entre las desventajas para el 6ptimo crecimiento de los
microorganismos destacan: no se controlan las condiciones de pH, asepsia y
oxigeno disuelto necesarios (Hernandez, 2003). Cabe mencionar que se han
disefiado matraces con hendiduras internas (bafles) cuya funcion es evitar la
formacién de vortices para lograr un mezclado homogéneo y aumentar la
oxigenacion del cultivo.

El reactor de tanque agitado esta conformado por un tanque con un motor
en la parte superior o inferior para la agitacion del caldo de cultivo. Cuando el
biorreactor es pequefio, se puede esterilizar en autoclave; si es de un mayor
volumen, comunmente cuentan con un sistema de inyecciébn de vapor para su

esterilizacion (Hernandez, 2003).

4. Modificacién de proteinas

Mediante ingenieria de proteinas se puede manipular una proteina con la finalidad
de realizar cambios estructurales que mejoren los procesos de purificacion,
generen cambios en las propiedades cataliticas y/o provoquen la creacién de
agentes con propiedades terapéuticas o funcionales (Fersht, 1999).

Kim y col. (1990) realizaron un estudio estructural en la glicinina de soya. La
proteina fue modificada mediante la eliminacion de las regiones variables y con la
insercion de cuatro residuos de metionina. Las proteinas modificadas se
expresaron en E. coli y se evalué la capacidad de autoensamble en trimeros de la
proteina recombinante. Segun los resultados observados mediante analisis de
sedimentaciéon en gradiente de sacarosa los autores concluyeron que las
deleciones hechas en las regiones I, IV y V fueron toleradas porque las proteinas
mutantes se ensamblaron de forma similar que las silvestres y por lo tanto la

proteina puede ser modificada en esas regiones sin poner en riesgo su
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estabilidad. También observaron que la modificacion con metioninas mejora las
propiedades gelificantes de la proteina.

El grupo de Yoshikawa aislo e identifico el péptido antihipertensivo
RPLKPW de ovoalbumina. Posteriormente, los investigadores insertaron cuatro
copias del péptido en la B-conglicinina de soya. Las posiciones donde se insertd
cada una de las copias fueron Prol5-Arg21, Pro38-Pro44, Pro44-GIn51 y en C-
terminal de la proteina. Mediante esta estrategia desarrollaron una proteina
modificada con una actividad antihipertensiva 2000 veces mayor que la
ovoalbumina (Matoba y col., 1999; Onishiy col., 2004).

Por su parte, Takenaka y col. (2000) generaron dos proteinas mutantes por
la introduccién de dos péptidos con actividad hipocolesterolémica en la subunidad
de la glicinina de soya A1aBib. Para ello, realizaron el andlisis del alineamiento de
las cinco subunidades que componen la glicinina e identificaron un sitio homélogo
con el péptido enterostatina (VPDPR), el cual es un péptido que inhibe el consumo
de alimentos con alto contenido de grasa. Ademas, insertaron al péptido LPYPR
gue tiene similitud con la enterostatina y que se identificé en la subunidad AsA4B3
de la glicinina en un estudio previo; LPYPR también mostr6 un efecto
hipocolesterolémico. A partir de estos hallazgos, se llevo a cabo la modificacién de
A1aB1p por mutacion sitio-dirigida entre el sitio Tyr62-Glu68 y al expresarlas en E.
coli observaron una acumulacién del 20% y del 15% (con respecto a la proteina
total) para la mutante con enterostatina y para la mutante con LPYPR,
respectivamente. También, reportaron que la liberacién in vitro de los péptidos se
realiz6 con las enzimas digestivas tripsina y quimotripsina y que se logré un
rendimiento del 40% de enterostatina liberada y del 62% del péptido LPYPR
liberado a partir de las dos proteinas mutantes puras. Los autores sugieren que los
péptidos de las proteinas mutantes se podrian liberar durante el proceso digestivo
y ser absorbidos en el intestino para generar un efecto hipocolesterolémico en los
consumidores.

En otro estudio, se incrementé la estabilidad del factor de crecimiento de
gueratinocitos (KGF) al hacer deleciones de fragmentos hidrofébicos repetitivos. Al

mismo tiempo, con las modificaciones hechas, se mejoré la solubilidad de la
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proteina mutante y se pudo almacenar por mayor tiempo a temperaturas
moderadas sin pérdida de la estabilidad (Kamionka, 2011). Entonces a partir de
estos hallazgos es posible que al eliminar regiones hidrofébicas de una proteina
se pueda aumentar su estabilidad.

También, se han mejorado las propiedades gelificantes de la globulina 11S
de amaranto por la insercion de cuatro metioninas en la regioén variable V. El
cambio en esa regién fue realizado con base en la estructura tridimensional de la
proteina. La modificacion provocé la formacion de geles con mayor dureza
comparado con los geles que forma la proteina sin modificar. La proteina
mejorada podria ser usada en el desarrollo de nuevos productos alimenticios
(Tandang-Silvas y col., 2012; Carrazco-Pefay col., 2013).

En otros estudios, se han realizado cambios estructurales a proteinas en
regiones variables para mejorar los procesos de purificacion (Medina-Godoy,
2005) y, en algunos casos, las propiedades nutracéuticas por la insercién de
péptidos bioactivos (Luna-Suarez y col. 2010). Las propiedades funcionales que
posee la amarantina hacen de esta proteina una molécula que puede ser utilizada
como aditivo para la formulacion de alimentos. Dado que se mejoran Ssus
propiedades nutracéuticas, las proteinas recombinantes podrian ser utilizadas
para la elaboracién de alimentos con fines terapéuticos (Duranti, 2006).

En el 2000 Osuna-Castro y col. clonaron y expresaron en E. coli BL21
(DE3) el cDNA que codifica para la amarantina; ellos lograron un rendimiento de
32 mg/L de cultivo de proteina de forma insoluble. Posteriormente, Medina-Godoy
y col. (2004) lograron la expresion de la misma proteina con cola de histidinas en
E. coli Origami con un rendimiento de 76 mg/L; mediante la purificacion en un solo
paso obtuvieron 48 mg/L de amarantina pura. En el 2008 Luna-Suarez y col.
expresaron la subunidad &cida de la amarantina con cola de histidinas en E. coli
Origami; la proteina se purificé de la fraccion soluble por cromatografia de afinidad
y consiguieron 30 mg de proteina pura por cada litro de cultivo en caldo Terrific.
Afos mas tarde, Luna-Suarez y col. (2010) expresaron la subunidad acida de la

amarantina modificada con péptidos bioactivos (VYVYVYVY) en E. coli Origami y
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obtuvieron un nivel de expresion de 60 mg/L de cultivo; al purificar la proteina
mutante recuperaron 40 mg de proteina por cada litro.

En el afio 2012 se logré la expresion de la subunidad acida de la
amarantina modificada en dos regiones hipervariables por la insercion de los
péptidos bioactivos VYVYVYVY e IPP; en esta investigacion se expresaron 90
mg/L de cultivo a nivel fermentador con el uso de E. coli Origami (Castro-Martinez,
2012). En el mismo afio se aumento el rendimiento de la subunidad acida de la
amarantina doblemente modificada mediante la expresion de la proteina con
células de E. coli Rosetta (DE3) y con la manipulacion de las condiciones de
aireacion, temperatura y flujo de aire a nivel fermentador. El rendimiento que se
consiguié fue de 747 mg/L de cultivo en medio Terrific (Arano-Varela, 2012).
Finalmente, en el 2013, el rendimiento de la proteina con dos modificaciones se
incrementd a 1,681 mg/L de cultivo mediante la manipulacion de nueve factores a
nivel fermentador, entre los que destacan: el uso de lactosa como agente inductor,
un medio de cultivo minimo, E. coli Rosetta (DE3) como células de expresion, la
aireacion, el momento de la induccion y la agitacién (Morales-Camacho y col.,
2013).

En todos los casos citados se han probado las propiedades funcionales y/o
nutraceuticas. Sin embargo, en ninguna de las investigaciones descritas se han
evaluado las propiedades estructurales y fisicoquimicas de las nuevas moléculas.
Aun cuando la estabilidad conformacional de estas nuevas proteinas tiene
importancia practica porque es un criterio que limita su uso en aplicaciones
industriales.

En esta investigacion se pretende evaluar los cambios provocados en la
estabilidad estructural del polipéptido acido de la amarantina (AAC) por la
insercion de péptidos con actividad antihipertensiva. Se compararan los niveles de
acumulacion en Escherichia coli de cinco versiones del polipéptido modificado
mediante mutagénesis sitio-dirigida. Cuatro de éstas tendran insertados cuatro
dipéptidos VY (en serie) en cada una de las regiones variables del polipéptido
acido (AACM.1, AACM.2, AACM.3 y AACM.4) y una version tendra, ademas del
péptido VY, un péptido RIPP en la region carboxi-terminal (AACM.3.4). Los

23



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

polipéptidos modificados se caracterizaran con la finalidad de observar si las
modificaciones realizadas generan cambios en las estructuras de los polipéptidos
gue pongan en riesgo o repercutan directamente sobre la estabilidad estructural

de las versiones recombinantes.
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ll. JUSTIFICACION

En la actualidad, debido al elevado indice de hipertension en la poblacién, se han
desarrollado farmacos antihipertensivos que provocan reacciones secundarias
como tos seca, erupcion cutanea, debilidad y nauseas, entre otros. Por lo tanto, es
necesario desarrollar productos que coadyuven al control o prevencion de este
padecimiento que no causen los citados efectos secundarios. Para el diseiio de
nuevas sustancias, algunas investigaciones se han centrado en la modificacion de
proteinas de interés nutricional mediante la insercion de péptidos bioactivos con
efectos antihipertensivos. Sin embargo, muchos de los estudios se han limitado a
probar su efectividad sin analizar las consecuencias estructurales que traen
consigo dichas modificaciones.

El estudio de los cambios estructurales es primordial para sentar las bases
gue dan paso al uso de una proteina como agente acarreador. En otras palabras,
las proteinas modificadas con péptidos bioactivos requieren estudios a nivel
molecular que permitan evaluar su estabilidad estructural con el objetivo de
establecer criterios para su uso en la formulacién de alimentos y/o su aplicaciéon
como aditivos.

Por lo tanto, en este trabajo se pretende evaluar el efecto de la modificacion
con péptidos bioactivos en la estabilidad estructural del polipéptido &cido de la

globulina 11S de amaranto en cada una de sus regiones variables.
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IV. HIPOTESIS

La insercion de péptidos VYVYVYVY y/o RIPP en la secuencia del polipéptido

acido de la globulina 11S de amaranto modifican su estructura y su estabilidad.

V. OBJETIVOS
1. Objetivo General

Determinar el efecto de la modificacion con péptidos bioactivos en la estabilidad
estructural del polipéptido acido de la globulina 11S de amaranto en cada una de

sus regiones variables.

1.1. Objetivos Especificos

Obtener cada una de las versiones modificadas del polipéptido acido de la

globulina 11S de maranto recombinantes.

Analizar el efecto de la insercidén de péptidos bioactivos en la estructura del

polipéptido acido de la globulina 11S de amaranto.

Analizar el efecto de la insercion de péptidos bioactivos en la estabilidad del

polipéptido acido de la globulina 11S de amaranto.

Evaluar el efecto antihipertensivo de cada una de las versiones del

polipéptido acido de la amarantina mediante ensayos in vitro.
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VI. MATERIALES Y METODOS

En la Figura 4 se presenta un esquema que muestra al polipéptido acido de la
globulina 11S de maranto (AAC) y a cada una de sus versiones mutantes. Se
puede observar que las proteinas AAC, AACM.3 y AACM.3.4 se reportaron
previamente.

AAC AACMA1 AACM.2
WYVYVYVY VYVYVYVY
N C N - Cc N C
I i w I nom v I num v
Luna-Suarez y col., 2008. En esta investigacion. En esta investigacion.
AACM.3 AACM.4 AACM.3.4
N ey C N — C N C
I i w I v I v
Luna-Suérez y col., 2010. En esta investigacion. Castro-Martinez y col., 2012.

Figura 4. Esquema de AAC y de sus versiones modificadas. Se ilustran las cuatro regiones
variables (resaltadas en negro) y con nimero romano se enumeran. Los péptidos insertados se
encuentran por encima de cada esquemay en la regién variable correspondiente.

1. Pld&smidos y cepas de Escherichia coli

Se utilizaron las cepas de expresion BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (Stratagene) y
Rosetta 2 (Novagen). La cepa Rosetta 2 contiene el plasmido pRARE que mejora
la expresion de proteinas de origen eucaridtico que contienen codones que son
raros en E. coli. El plasmido pRARE le confiere resistencia a cloranfenicol a la
bacteria y le suministra tRNAs para la codificacion de los codones AUA, AGG,
AGA, CUA, CCC, GGA y CGG. La cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL contiene
copias extras de los genes argU, ileY y leuW. Estos genes codifican tRNAs que
reconocen los codones de arginina (AGA y AGG), isoleucina (AUA) y leucina
(CUA) con esto se mejora la expresion de proteinas heterélogas.

La cepa de E. coli TOP10 (Invitrogen) se utiliz6 para el mantenimiento y
propagacion de plasmidos. La transformaciéon de las células BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL se realizé por choque térmico con el plasmido pET-AC6His
que codifica para la subunidad acida de la amarantina (Luna-Suarez y col., 2008).
También se utilizé el plasmido pET-AC-M3 que codifica para la subunidad &cida

de la amarantina modificada en la region variable tres (AACM.3) (Luna-Suéarez y
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col., 2010) y el plasmido pET-AC-M3.46His que codifica para la subunidad acida
doblemente modificada (AACM.3.4) (Castro-Martinez y col., 2012).

2. Construccion de las nuevas versiones modificadas: AACM.1, AACM.2 y
AACM.4

Los plasmidos pET-AACM1-6His y pET-ACM2-6His que codifican para la
subunidad acida modificada en la region variable uno (AACM.1) y la proteina
modificada en la region variable dos (AACM.2) se obtuvieron a partir del plasmido
pET-AMAR-6His (Medina-Godoy y col., 2004). El plasmido de expresion pET-AC-
M4-6His que codifica para la proteina modificada en la region variable cuatro
(AACM.4) se construy6 a partir del plasmido pET-AC-6His (Luna-Suéarez y col.,
2008). Este plasmido se utiliz6 como templado para llevar a cabo la mutagenesis
sitio-dirigida con las cuatro copias VY dentro de la regién variable cuatro de la
subunidad éacida de la amarantina. La enzima Platinum®Tag DNA Polymerase
High Fidelity (Invitrogen) se utiliz6 para obtener los productos de PCR mutados en

la regidn variable cuatro (Tabla 5).

Tabla 5. Oligonuclétidos para la construccion de los plasmidos que codifican para AACM.1,
AACM.2 y AACM.4

Proteina Vector Oligonucledtidos

Directo: 5-
GTTTACGTTTACGTTTACGTATACTTTAGAGAGTTTCAACAA
AACM.1  pET-AACM1-6His? GG-3
Reverso: 5- CCTTCCTTCACCTTCCATTA-3".

Directo: 5-

GTTTACGTTTACGTTTACGTATACGGCGATCGCTTCCAAGA
AACM.2  pET-ACM2-6His? CC

Reverso: 5- TCGCATTCCGAACTTCCTG-3".

Directo 5-TGGGTGATTAATGGAAGGAAGG-3’

Reverso:5’-
CTCGAGGTAAACGTAAACGTATACGTAAACCCTATTGGGA
AGG-3’

AACM.4  pET-AC-M4-6His ©

a b |g secuencia que corresponde al inserto VYVYVYVY esta resaltado en negrita, el sitio de
restriccion SnaBI esta subrayado

¢la secuencia subrayada en el oligonucleétido directo corresponde al sitio de restriccion Ase [; la
secuencia que codifica el péptido VYVYVYVY esta resaltado en negritas, la secuencia subrayada
en el oligonucledtido reverso corresponde al sitio de restriccion Xhol.
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Se realizé la amplificacién del fragmento de ADN. El producto de PCR se clono en
el vector pPCR®2.1-TOPO®. Se seleccionaron las células transformadas de E.
coli en placas de LB conteniendo 100 pg/mL ampicilina y X-gal. El fragmento de
ADN que codifica para las proteinas modificadas se liber6 de pPCR®2.1-TOPO
usando las enzimas de restriccibn Vspl y Xhol. Las clonas positivas se

confirmaron por secuenciacion y mediante analisis de restriccion.

3. Modelaje de la estructura tridimensional de AAC y de sus versiones
modificadas

Mediante el servidor RaptorX se obtuvieron los modelos tridimensionales de las
proteinas (Kéllberg y col., 2012), para el modelado de las asas y giros se utilizo6 el
servidor ModLoop utilizando como molde las coordenadas de la estructura
cristalina de la globulina 11S del grano de amaranto (PDB 3QAC) (Tandang-Silvas
y col., 2012). Para mejorar la estereoquimica de las cadenas laterales, se llevo a
cabo una minimizacion de energia con el servidor gratuito Yasara (Krieger y col.,
2009). También, se realiz6 el refinamiento estructural para la correccién de los
angulos, choques y la longitud de los enlaces con la paqueteria WinCoot 0.8.2.
Finalmente, se evalué la calidad de las estructuras obtenidas a partir de la
puntuacién que genera el servidor MolProbity con el uso de los graficos de
Ramachandran, la evaluacion de rotdmeros, evaluacion de los contactos y de la
geometria de la proteina que genera el mismo servidor (Chen y col., 2010).

El programa PyMOL se us6 para obtener las imagenes de todos los modelos

tridimensionales (The PyMOL Molecular Graphics System, Schrodinger, LLC).

4. Expresion de las proteinas recombinantes

Las cepas de E. coli transformadas con los plasmidos para expresar las proteinas
recombinantes se usaron para inocular 100 mL de caldo LB suplementado con
100 pg/mL de ampicilina y 34 pg/mL de cloranfenicol.

Los precultivos se dejaron en agitacion a 37 °C y 200 rpm en un agitador orbital
por 12 horas. La expresién a nivel matraz se realiz6 con las cepas Rosetta 2 y

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL transformadas con el vector respectivo para la
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expresion de AAC, AACM.3, AACM.4 y AACM.3.4. Los experimentos se llevaron a
cabo en 42 mL de medio LB, el inéculo inicial fue del 2.5% (v/v) del volumen total;
las fermentaciones se realizaron en matraz de 250 mL bajo las mismas
condiciones mencionadas anteriormente. Durante el proceso de fermentacion se
tomaron muestras de 1 mL a diferentes intervalos de tiempo alas 0, 1.5, 3,6y 24
h de induccion con el fin de analizar la expresion de las proteinas. Las muestras
se cosecharon mediante centrifugacion a 12,000 rpm a temperatura ambiente por
5 minutos. La pastilla celular resultante del proceso de centrifugacion se almaceno
a -20 °C para el posterior analisis de la expresion de la proteina recombinante.

Los cultivos a nivel fermentador se realizaron en un biorreactor Biostat A
(Sartorius) de 5 L con un 80% de volumen de trabajo. Para la expresion se utilizo
la cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL transformada con los plasmidos que codifican
para AAC, AACM.1, AACM.2, AACM.3, AACM.4 y AACM.3.4. Las condiciones de
cultivo para la expresion de cada proteina fueron las mismas y se describen a
continuacion: 4 L de caldo de cultivo (200 g/L papa, 12 g/L triptona, 4 g/L glicerol,
17 mM KH2PO4 y 72 mM K2HPOa4); 2.5% (v/v) de indculo, agitacion de 340 rpm; 1
vvm de aireacion, el pH se mantuvo a 7 con la adicion de 2 M NaOH 0 5 M H2SOg;
la temperatura inicial fue de 37 °C y al momento de la induccion se ajusté a 30 °C.
La inducciéon se realizé con 0.5% de lactosa (p/v) cuando la DOeoo alcanzé 0.5
unidades de absorbancia. Las células se cosecharon 6 horas después de la
inducciéon mediante centrifugacion a 13,300 g por 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, las pastillas celulares se sometieron a sonicaciéon a una amplitud
del 18% por 1 min en 40 mL de amortiguador de extraccion (AE) (0.2 M NacCl, 20
mM fosfatos (sodio), pH 7.5) y después un periodo de reposo en hielo por 3 min;
este tratamiento se aplicé en seis ocasiones. A continuacion, las células sonicadas
se centrifugaron a 15,600 g por 30 min a 4°C y el sobrenadante se desechd. En
seguida, la pastilla con los residuos restantes se resuspendi6 en 10 mL de
amortiguador de solubilizacion (AS) (urea 6 M, NaCl 0.2 M, 20 mM amortiguador
fosfatos, pH 7.5) y se agitd a 200 rpm durante 4h a temperatura ambiente.
Finalmente, las muestras se centrifugaron a 15,600 g por 30 min a 4°C para

remover el material insoluble.
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5. Purificacion de AAC y de sus versiones modificadas

La purificacion de las proteinas recombinantes se realizo con el extracto insoluble
tratado previamente con urea y se aplicO a una columna AP-2 20x300 mm
(Waters) empacada con la resina Protino Ni-TED (Macherey-Nagel) acoplada a un
sistema de cromatografia BioLogic DuoFlow™ (Bio-Rad). La elucion de las
proteinas de interés se llevd a cabo con 3 volimenes de AS y una concentracion
escalonada de imidazol a un flujo de 2.5 mL/min a temperatura ambiente. Se
colectaron muestras con la intencibn de observar en qué concentracion de
imidazol eluye cada proteina. Las concentraciones escalonadas de imidazol fueron
5, 25, 50, 125, 250 y 500 mM. Las fracciones colectadas se analizaron con geles
SDS-PAGE vy se tifieron con azul de Coomassie G-250.

6. Protocolo de replegamiento de AAC y de las versiones modificadas

Una vez que se purificaron las proteinas AAC, AACM.1, AACM.2, AACM.3,
AACM.4 y AACM3.4 se realizaron los procesos de replegamiento a dos
condiciones de pH (7.5 y 4.2). Durante los procesos de replegamiento se llevo a
cabo la eliminacién de la urea que se encontraba en las muestras colectadas. El
primer paso fue la didlisis de 1 mL de muestra que se deposité en una membrana
de celulosa (Sigma) contra 50 mL de amortiguador 0.02 M fosfatos pH 7.5, 0.2 M
NaCl y 4 M urea por 2 h en agitador de rodillos. Posteriormente, se dializé contra
amortiguador 0.02 M fosfatos pH 7.5, 0.2 M NaCl y 3 M urea por 2 h en agitacion.
Una vez que se cumplio el proceso, se recuperd la muestra de 1 mL y se volvié a
dializar contra 50 mL de amortiguador 0.02 M fosfatos pH 7.5, 0.2 M NaCly 1.5 M
urea por 2 h en agitador de rodillos. Al terminar el proceso, nuevamente se dializo
la muestra contra 50 mL de amortiguador 0.02 M fosfatos pH 7.5, 0.2 M NaCl y 0.5
M urea por 2 h en agitador de rodillos. Finalmente, las muestras de 1 mL se
dializaron en dos ocasiones contra 50 mL de amortiguador 0.02 M fosfatos pH 7.5,
0.2 M NaCl por dos 2 h en el mismo agitador. Los tratamientos se realizaron a 4
°C y al finalizar los procesos de didlisis las muestras con proteina se centrifugaron
a 10,000 rpm por 20 min a 4 °C. Al sobrenadante que se recupero se le determiné

la concentracion de proteina resultante mediante el método del acido bicinconinico
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(BCA). En la siguiente Tabla se describen los tratamientos que se realizaron y los

pasos secuenciales para cada uno.

Tabla 6. Tratamientos para el proceso de replegamiento de AAC, AACM.3, AACM.4 y AACM.3.4.

TRATAMIENTO
Amortiguador para

dialisis 0.02 M fostatos 0.02 M acetatos
0.2M Neé:lr,])zl M urea pH 7.5 pH 4.2
0.2M Na(CZ:I,h)B M urea pH 7.5 pH 4.2
02M Na%, ﬁ)S M urea pH 7.5 pH 4.2
0.2M Na((:zl,r?).S M urea pH 7.5 pH 4.2
0.2 M NaCl (en dos pH 7.5 pH 4.2

ocasiones por 2 h)

7. Obtencion de anticuerpos para la deteccion de AAC y sus versiones
modificadas

El anticuerpo policlonal anti AAC fue producido en conejos New Zeland. El
esquema de inmunizacién consistid6 en cinco inoculaciones con siete dias de
intervalo cada una. La inmunizacion se realiz6 por via intramuscular en distintos
lugares del dorso del animal con 0.5 mL de AAC pura (1 mg/mL) y 0.5 mL de
adyuvante completo de Freund (ACF) en la primera inoculacion; las cuatro
inoculaciones posteriores se hicieron con adyuvante incompleto de Freund (AIF), a
la misma proporcion con un volumen final de 0.5 mL de emulsién. Al finalizar el
programa de inmunizacion se realiz6 el sangrado completo del conejo y la sangre
se recolecté en tubos de ensayo; posteriormente, se incubd a 37 °C durante 45
minutos para permitir la formacion del coagulo y se centrifugd durante 10 minutos
a 4.000 rpm a 4 °C. El suero se dividié en alicuotas de 1.5 ml cada una y se
guardo a -4 °C hasta su uso y a -20 °C para proximos ensayos. Para evaluar su
eficiencia en la deteccidon inmunoldgica se probaron tres diluciones 1:30000,

1:60000 y 1:90000 (volumen de suero inmune:volumen de amortiguador).
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8. Andlisis de las proteinas recombinantes

8.1 Mediciones espectroscopicas

8.1.1 Dicroismo Circular

Los ensayos de dicroismo circular (DC) se realizaron en un espectropolarimetro
Chirascan™ (Applied Photophysics) acoplado a un sistema Peltier (PolyScience)
para el control de temperatura. El espectro se registrd6 de 195 a 260 nm de
longitud de onda. La concentracion de proteina que se utilizé para la obtencion de
los espectros fue de 0.2 mg/mL en amortigador 0.02 M fosfatos pH 7.5, 0.2 M
NaCl a una temperatura de 22 °C. La celda que se utilizo para las mediciones fue
de 0.1 cm de paso de luz. La prediccion de estructura secundaria se obtuvo
mediante el servidor DICHROWEB (Whiitmore y Wallace, 2004). Todos los
espectros se corrigieron restando el blanco correspondiente y los datos colectados
en miligrados se tansformaron a elipticidad por residuo medio ([6]mw) mediante la

siguiente expresion:

[6]mrw = S * MRW/ 10 * Cpg/my, * L (1)

Donde S es la sefal de DC observada en miligrados, MRW es el peso promedio
de los residuos (peso molecular de la proteina dividido entre el nimero de
residuos), CmgimL €S la concentracion de proteina en mg/mL y L es la longitud de la

celda utilizada (cm).

8.1.1.1 Desnaturalizaciéon por temperatura: DC

El dicroismo circular es una técnica espectroscOpica que se puede utilizar para
observar el desplegamiento de proteinas generado por cambios de temperatura,
por lo tanto, los ensayos de desnaturalizacion por temperatura también se
realizaron mediante esta metodologia. La desnaturalizacion se determiné
siguiendo el cambio en la sefial de elipticidad a 207 nm en funcién de la
temperatura que se vario de 20 °C a 90 °C. La concentracion de proteina fue de
0.2 mg/mL en el amortiguador descrito anteriormente. Después de la

desnaturalizacién por temperatura se obtuvo un espectro de DC de la muestra
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tratada para observar algun cambio en la sefial a causa del efecto de la
temperatura. Los datos colectados durante los experimentos de transicién por
temperatura se normalizaron a fraccion de proteina desplegada (Fd) mediante la

siguiente expresion:

e-vp)
d=—-=—" 2
Yu—v§) (2)

Donde, y; es la sefal espectroscopica observada a lo largo del experimento, y; es

la sefial de la proteina nativa y y,, es la sefal de la proteina desplegada.
Utilizando la curva de Van't Hoff de la desnaturalizacidon se puede estimar la
entalpia de desplegamiento (AH) a la Tm estimada para cada proteina. La

constante K se determind con la siguiente expresion:

Fd
K== 3)

Donde Fd y Fn son las concentraciones de la proteina desnaturalizada y proteina

plegada, respectivamente.

AH se calculé a partir de los datos colectados de DC con la ecuacion de Van't Hoff

mediante un grafico (In K vs 1/T):
m=— (4)

Donde m, es la pendiente de los graficos de Van't Hoff (In K vs 1/T); y R; es la
constante de los gases 8.314 J mol1 K.

Es importante notar que los requerimientos de reversibilidad y equilibrio no se
cumplen en las condiciones experimentales que se probaron. Por lo tanto, los
valores de AHy Tm son aparentes y su uso es con fines comparativos por lo que

deben ser considerados con precaucion.
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8.1.2 Ensayos de termofluor

Las proteinas recombinantes también se sometieron a ensayos de termofluor
(Pantoliano y col., 2001). Para las determinaciones se utilizd el equipo ABI 7900
Real-Time PCR (Applied Biosystems). Para la emission de fluorescencia se utilizd
el colorante fluorescente Sypro Orange (Invitrogen) que tiene una longitud de onda
de emision a 625 nm. 20 pL de muestra (volumen final) con una concentracion de
1 mg/mL de proteina y 5X del colorante Sypro Orange en AE. La temperatura se
incremento de 25 a 95 °C a una velocidad de calentamiento de 1°C/min. El tiempo
de equilibrio fue de 5 s para cada temperatura. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado, el programa Origin (version 6.0) (Northampton) se utilizé
para obtener las curvas de transicion y la temperatura media del desplegamiento.
Los datos colectados se ajustaron a la ecuacion (2) y a partir de la Fd se

determind la Tm.

8.1.3 Fluorescencia Intrinseca

Las mediciones de fluorescencia intrinseca (IF) se realizaron en un
espectrofluorometro PC1 (ISS) acoplado a un sistema Peltier (PolyScience) para
mantener la temperatura. La concentracion de proteina en estos experimentos fue
de 0.1 mg/mL en amortiguador 0.02 M fosfatos pH 7.5, 0.2 M NaCl a una
temperatura de 22 °C. Se utiliz6 una longitud de onda de excitacion de 295 nm, se
midio la emisién en el intervalo de 310 a 410 nm y se colectaron los datos de
emision de fluorescencia cada 1 nm.

Con los datos colectados se determiné el centro espectral de masa (CEM) de cada

proteina mediante la siguiente expresion:

X Arlz

CEM =
i

()

Donde I, es la intensidad de fluorescencia a cada longitud de onda de emisién (4).
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8.1.3.1 Desnaturalizacion quimica: urea

Los ensayos de desnaturalizacidbn se realizaron con la adicion de diferentes
concentraciones de urea a muestras de proteina pura y se monitorearon los
cambios espectrales por fluorescencia. Las concentraciones de urea que se
utilizaron fueron de 0 M (con incrementos de 0.5 M) hasta 7 M. Se utiliz6 una
longitud de onda de excitacion de 295 nm, se midié la emisién en el intervalo de
310 a 410 nm y se colectaron los datos de emision de fluorescencia cada 1 nm.
Para la determinacion de la Cy2 los datos se ajustaron a la ecuacion (2).

8.2 Electroforesis

Mediante electroforesis SDS-PAGE se analizaron las muestras almacenadas
durante los procesos de fermentacidn (en tubo, nivel matraz y nivel fermentador),
es decir, se prepararon geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 12%. En este
método, se utilizd un amortiguador de carga compuesto por Tris-HCI 24 mM, pH
6.8; glicerol 10%; SDS 0.8%; 2-B-mercaptoetanol 5.76 mM; azul de bromofenol
0.04% (Laemmli, 1970), en este amortiguador se resuspendieron las pastillas
celulares y se calentaron a 95 °C durante 10 minutos. Las proteinas se tifieron con
azul de Coomassie R-250 para poderlas visualizar en el gel. Se utilizaron los
marcadores de peso molecularBenchMark TM Protein Ladder y BenchMark TM
prestained Protein Ladder (Invitrogen TM Co. Carlsbad, California, USA). El
proceso de electroforesis se realizé a un voltaje constante de 100 V por dos horas

a temperatura ambiente en camaras Miniprotean cell (Bio-Rad).

8.3 Andlisis tipo Western blot

Se realiz6 la deteccién inmunoldgica de la proteina de acuerdo con Dumbroff y
Gepstein (1993). Se separaron las proteinas en un gel SDS-PAGE y se
transfirieron a una membrana PVDF (Sequi-BlotTM Bio-Rad). Una vez realizada la
transferencia, se lavaron la membrana con TTBS (Tris-HCI 20 mM, pH 7.5, NaCl
500 mM, Tween 20 al 0.5%) por 15 minutos en agitacion, posteriormente, la
membrana se bloqued con TTBS mas seroalbimina bovina (BSA) al 1% (p/v) por

dos horas a temperatura ambiente o 12 horas a 4 °C. Posteriormente, se lavé la
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membrana con el amortiguador TTBS; cada lavado dur6 15 minutos. A
continuacion, se afadio el primer anticuerpo anti-amarantina (Osuna-Castro y col.,
2000) o anti-AAC diluido en relacion 1:60000 o 1:90,000 respectivamente
(volumen anticuerpo:volumen amortiguador) en amortiguador TTBS y se incubd la
membrana a temperatura ambiente con agitacion suave por una hora.
Transcurrido este tiempo, se lavo la membrana en tres ocasiones con TTBS (por
15 minutos cada lavado) y se adicion6 el segundo anticuerpo, anti-conejo
conjugado a la fosfatasa alcalina diluido en relacion 1:3000 (GIBCO-BRL, Grand
Island NY EUA). Después, se lavo la membrana con TTBS en tres ocasiones por
15 minutos y TBS (Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 500 mM) en tres ocasiones por
15 miutos cada lavado. Méas tarde, en amortiguador (Tris-HCI 100 mM pH 9.0,
NaCl 100 mM), se reveld con los sustratos BCIP (sal de 5-bromo-4-cloro-3-
indolilfosfato-toluidina) y NBT (cloruro de p-nitraziltetrazolio) (GIBCO-BRL, Grand
Island NY EUA) con lo que se pudo observar la deteccion inmunolégica de la

proteina recombinante.

8.4 Cuantificacion de proteina

La determinacion de la concentracion de la proteina se realizé6 mediante el método
del acido bicinconinico (BCA) que se basa en la reaccion de los enlaces peptidicos
de las proteinas con el cobre (Cu) en condiciones alcalinas. Esta reaccidn provoca
la conversién de Cu*? a Cu, este producto al reaccionar con BCA provoca la
apariciéon de un color purpura intenso con una abasorbancia maxima a 562 nm
(Smith y col., 1985). La cuantificacion de la proteina de interés se llevd a cabo
densitometricamente con el programa Image Lab (Bio-Rad). En forma practica, se
determind la concentracion de proteina total por BCA en mg/mL con las muestras
que se colectaron durante el proceso de fermentacion. Una vez conocido este
dato, se hicieron las determinaciones para cargar una cantidad conocida de
proteina total en geles SDS-PAGE. Después de realizar la electroforesis, los geles
se tifieron y se escanearon para realizar la cuantificacién. Para la determinacion

de proteina se usé la albumina de suero bovino (BSA) como estandar.
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8.5 Determinacién del punto isoeléctrico (pl) de la proteina de interés

Se determiné el pl de la proteina de interés purificada mediante la técnica de
enfoque isoeléctrico (IEF) (Katsube y col., 1994), se utilizaron tiras de 7 cm de
longitud con valores de 3-10 y de 4-7 unidades de pH (IPG strip, Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA) y se enfocaron en el equipo Protean IEF Cell (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA) con 100 yL de amortiguador (0.2 M NaCl, 0.02 fosfatos pH
7.5). Estas muestras se precipitaron con el kit ReadyPrep 2-D starter (Bio-Rad) al
adicionar y mezclar con agitacion vigorosa 300 uL de precipitante, posteriormente,
la muestra se incubd en hielo por 15 min., finalmente, se adicionaron a la mezcla
300 pL de co-precipitante y el volumen total se agitd. La muestra se centrifugd a
13,300 g rpm por 5 min. a temperatura ambiente y se separ6 el sobrenadante de
la pastilla. Al precipitado se le agregaron 40 pyL de co-precipitante y se incub6 en
hielo por 5 min. A continuacion, se centrifugd la muestra a 13,300 g 5 min. a
temperatura ambiente y, una vez mas, se separ6 el sobrenadante de la pastilla. A
la fraccion precipitada se le agregaron 25 uL de agua destilada y se mezcl6 con
agitacion vigorosa por 10 seg. En seguida, se adicion6 1 mL de amortiguador de
lavado (previamente enfriado a -20 °C) y 5 uL de aditivo de lavado, esta mezcla se
agité en vortex hasta que la pastilla se disperso; la muestra se almacené a -20 °C
por 30 min. con agitacion cada 10 min. Posteriormente, se centrifugd la muestra a
13,300 g por 5 min. a temperatura ambiente y se removié el sobrenadante, la
pastilla resultante se seco al aire por 5 min. Cumplido el tiempo, se resuspendi6 en
125 uL de amortiguador de solubilizacion (Urea 8 M, CHAPS 4%, anfolitos
acarreadores pH 3-10 0.5%, DTT 40 mM y azul de bromofenol 0.002%), esta
mezcla se aplicé a la tira de acrilamida y se realiz6 una hidratacién activa a un
voltaje constante de 50 V por 12 h a 20 °C. Tras la rehidratacion, se aplicé un
acondicionamiento de la tira a 250 V por 15 min., posteriormente, se realiz6 un
incremento de voltaje lineal a 4000 V en 2 hy, finalmente, el enfoque a 24,000 V-
h. Después del proceso de enfoque, las tiras se equilibraron durante 10 min. en
amortiguador de equilibrio (Urea 6 M, SDS 2%, Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, glicerol
20% y 130 mM DTT), que reduce los grupos sulfhidrilo de las proteinas.

Posteriormente, las tiras se incubaron con un segundo amortiguador de equilibrio
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(Urea 6 M, SDS 2%, Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, glicerol 20% y 135 mM
iodoacetamida), que previene la reoxidacion proteica durante la electroforesis y
alquila los grupos sulfihidrilo residuales del DTT. Tras este tratamiento, la tira se
coloco en la parte superior de los geles de SDS-PAGE al 12% de acrilamida para
separarlas de acuerdo a su peso molecular y visualizarlas al momento de tefiir el

gel con azul de Coomassie G-250.

8.6 Proteinas solubles e insolubles

Para determinar en qué fraccion se encontraba la proteina mutante se usaron
algunas de las pastillas celulares que se almacenaron a -20 °C, estas se
resuspendieron en amortiguador de lisis (0.2 M NaCl en amortiguador fosfatos
0.02M pH 7.5) 1:8 (peso de la pastilla: volumen de buffer). Posteriormente, las
células resuspendidas se sometieron durante 5 min a sonicacion al 15% de
amplitud, seguido de un periodo de reposo de 5 min a 4 °C, este proceso se repitié
por seis ciclos. Al terminar la sonicacion, las muestras se centrifugaron a 15,500 g
a 4 °C durante 30 min. En seguida, se separd el sobrenadante (fraccion de
proteina soluble) de la pastilla (fraccion de proteina insoluble y restos celulares).
La pastilla resultante se resuspendié en amortiguador de extraccion (0.2 M NacCl
en amortiguador fosfatos 0.02 M pH 7.5 y 6 M Urea) en relaciéon 1:4 (peso de la
pastilla: volumen de buffer) y se mantuvo en agitacion por 4 h a 200 rpm en un
agitador orbital a temperatura ambiente. Finalmente, las muestras se centrifugaron
durante 30 min a 14,000 g a 4 °C, posteriormente, se recuperd el sobrenadante
porque ahi se encontraba la fraccion de proteina insoluble al igual que la proteina

de interés.

8.7 Determinacion de la actividad antihipertensiva de AAC y sus versiones
modificadas (Evaluacion IECA)

8.7.1 Digestidon enziméatica

Para determinar la posible capacidad antihipertensiva que poseen las proteinas se
realizo el ensayo de inhibicion de la enzima convertidora de angitensina (IECA).
Primero, se llevé a cabo una hidrdlisis de las proteinas purificadas mediante la

accion de las enzimas digestivas tripsina y quimotripsina. Este método se
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desarrollo de acuerdo a lo descrito por Mallikarjun y col. (2006). Se incubaron las
enzimas antes mencionadas con cada proteina recombinante a 37 °C en una
relacion de 2:100 (enzima:sustrato) por 18 h, posteriormente, se detuvo la
reaccion al desnaturalizar las enzimas por efecto de la temperatura a 95 °C por 10
min. Finalmente, la mezcla se filtr6 mediante una membrana de corte de 3000

NMWL a 4000 rpm por 5 min y se determiné la IECA del producto filtrado.

8.7.2 Determinacion del ICso sobre la ECA

La actividad IECA se realizd mediante el método espectrofotométrico de Cushman
y Cheung (1971), con las modificaciones propuestas por Hayes y col. (2007).
Entonces, se realiz6 de manera anéloga la accion de la ECA sobre la angiotensina
I que libera la angiotensina Il y el dipéptido His-Leu. En este caso, la enzima actu6
sobre el sustrato Hipuril-histidil-leucina (HHL) que es el compuesto empleado en el
método. Posteriormente, se realiz6 la medicion espectrofotométrica de los
productos de la reaccidén a una absorbancia de 228 nm de longitud de onda con la
que se detecta el acido hiparico formado en la reaccion. Los resultados se
expresaron en ICso que se define como la cantidad de proteina necesaria para
inhibir la actividad de la ECA en un 50%. A continuacion, se describe el método:

A 200 pL de la solucion de sustrato constituido por HHL (Sigma) a una
concentracion de 5 mM se agregaron 80 pL de muestra y se incubé por 5 min a 37
°C. Una vez transcurrido el tiempo, la reaccién enzimética se inicié por la adicion
de 1 mU de ECA (EC 3.4.15.1 Ul/mg) (Sigma), la mezcla de reaccién se incubd y
posteriormente se inactivd la enzima por descenso del pH al adicionar una
cantidad de 250 pyL de &cido clorhidrico a una concentracion 1 N. Se realiz6 la
extraccion del acido hipurico formado por la reaccion mediante agitacién vigorosa
con acetato de etilo. Finalmente, se centrifugd a 4000 g durante 10 min a
temperatura ambiente y se recuper6 la fase organica para su evaporacion. El
residuo obtenido de acido hipurico se disolvi6 en 1 mL de agua destilada y se
midiod la absorbancia a 228 nm en el espectrofotdmetro. Se llevo a cabo un blanco

de reaccion en el que se afiadié acido clorhidrico previo a la accion de la ECA.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Analisis de los modelos tridimensionales de AAC y de sus versiones
modificadas

La Figura 5 muestra un esquema de la proteina AAC y de sus versiones
modificadas que ilustra las inserciones realizadas en cada una de las regiones
variables de AAC

AAC AACM.1 AACM.2
N c VI\\JALY‘LWY c N - C
Y Lo W oonom
AACM.3 AACM.4 AACM.3.4
VYVYVYVY VYVYVYVY VYVYVYVY RIPP
N P N - C N C
BT Y Y

Figura 5. Esquema de las proteinas que se analizaron. Se ilustran las cuatro regiones variables
(resaltadas en negro) y con niimero romano se enumeran. Los péptidos insertados se encuentran
por encima de cada esquema y en la region variable correspondiente.

Mediante el servidor RaptorX se obtuvieron los modelos de las versiones
modificadas del polipéptido &cido de la amarantina; los modelos que arroj6 el
servidor tienen un alto porcentaje de identidad (méas del 90%) con el templado con
namero de acceso PDB 3QAC que corresponde a la proglobulina 11S de
Amaranthus hypochondriacus L. obtenida mediante cristalografia de rayos X
(Tandang-Silvas y col., 2012).

La evaluacion con el servidor MolProbity de los modelos obtenidos mostro
una buena calidad estereoquimica y mediante graficos de Ramachandran se
observé que la mayoria de los rotAmeros se encuentran en regiones favorecidas
(>95%). Los valores obtenidos para el andlisis de choques intercatenarios se
consideran aceptables (menores a 13.33). Finalmente, no se detectaron enlaces ni
angulos de torsién erréneos. En la Tabla 7 se muestra el resumen del andlisis de
cada uno de los modelos obtenidos. EI RMSD (root mean square deviation) es una
medida cuantitativa para comparar la similitud de las cadenas polipeptidicas de

dos proteinas basados en la posicion de sus Ca y se obtiene mediante la
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superposicion de las estructuras (Kufareva y Abagyan, 2012). En la Tabla 7 se
puede observar que todos los modelos mostraron diferencia con respecto a AAC.
Los modelos con mayor diferencia son AACM.2 y AACM.3.4, seguidos de los
modelos AACM.4 y AACM.3. El modelo tridimensional de AACM.1 fue el que

mostré mayor similitud con AAC.

Tabla 7. Evaluacion de los modelos tridimensionales de AAC y de sus versiones modificadas.

AAC AACM.1 AACM.2 AACM.3 AACM.4 AACM.3.4

apuntuacion

ValProbity 1.43 2.03 174 154 18 1.76
Ramachandran oo - 94.1 96.9 96.2 945 95.9
favorecidos (%)
Rotameros 96.6 95.9 955 96.7 951 99.2
(%)
Choques 34 133 10.9 5 7.65 8.8
RMSD 0 3.86 7.26 4.08 452 5.43

ala puntuacién estd normalizada a una escala similar a la de resolucién por rayos X, para el
resultado se toma en cuenta la puntuacién por los choques, la puntuacién de los rotameros y la
evaluacion por el Ramachandran.

La prediccion de estructura secundaria que se obtuvo mediante el servidor
PSIPRED coincide con la prediccibn que se obtuvo por el servidor RaptorX
(Apéndice A). En la Figura 6 se muestran los modelos tridimensionales de cada
proteina recombinante y se puede observar que en todos existen diferencias
conformacionales. Al comparar las imagenes y animaciones de los polipéptidos
modificados con la version sin modificar (AAC) se puede observar que: el dominio
B-barril, que es la estructura principal, se mantiene en todos los modelos y se
aprecia que las modificaciones hechas en las regiones variables no comprometen
esta estructura.

El modelo que corresponde a la proteina AAC muestra una cavidad entre el
fragmento Ser191-Asn206 que corresponde a la region variable tres (Tandang-
Silvas y col., 2012). Esta cavidad no se observa en el modelo de la proteina
AACM.1 porque el fragmento que contiene el inserto VYVYVYVY (que
corresponde con la region variable | Metl-GIn16) se desplazé y enmascara esta
zona. También, en el modelo de AACM.1 se observa un fragmento de hélice en la
region C-terminal. El modelo de la proteina AACM.4 revelo dos fragmentos que
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adoptan una conformacion mas cerrada (Met86-1le131 y Arg246-His290) y
coinciden con las regiones variables dos y cuatro. EI modelo de la proteina
AACM.2 mostré una estructura mas relajada porque el fragmento en la region N-
terminal (que corresponde con los residuos que se encuentran entre Metl-Thr25)
se aleja de la estructura principal de la proteina, también presentd una cavidad en
su estructura. Asi mismo, el modelo de la proteina AACM.3 mostré una estructura
méas distendida porque el fragmento His196-Arg210 que contiene el inserto
VYVYVYVY y que corresponde con la regidon variable tres se aleja del motivo B-
barril. El modelo de la proteina AACM.3.4 fue el mas distendido porque en su
estructura todas las regiones descritas previamente se alejan del dominio
principal. También, fue el modelo que presenté menor contenido de hojas B. Las
diferencias conformaciones de los modelos y las estructuras distendidas de
AACM.2, AACM.3 y AACM.3.4 pueden generar menor contenido de interacciones
intercatenarias y con ello afectar sus propiedades termodinamicas. Los modelos
presentan diferencias conformacionales como resultado de las inserciones
realizadas, pero es importante notar que no hay una estructura cristalografica o
similar de AAC ni de las versiones mutantes, por lo tanto, su analisis se debe
considerar con precaucion porgue el alcance de este estudio carece de evidencia

experimental.

: ?:‘,‘.e _,
Figura 6. Modelos de AAC y sus versiones modificadas. Las flechas indican las zonas que se
modifican con respecto a la proteina AAC.
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2. Expresion de las proteinas a nivel matraz

La segunda etapa consisti0 en realizar la expresion de las proteinas AAC,
AACM.3, AACM.4 y AACM.3.4 a nivel matraz para identificar la cepa de E. coli que
mejor expresa las proteinas recombinantes de acuerdo al nivel de expresion y a su
solubilidad. Para esto se realizaron fermentaciones a nivel matraz en medio LB
con una relaciéon de 1:6 (volumen de medio:volumen de medio). En la Figura 7 se
observa el perfil electroforético del extracto total de proteinas que se obtuvo
durante la expresion de AAC. Las dos cepas expresaron la proteina hasta por 24
h. En la cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL los niveles de expresiéon son mayores al
compararlos con Rosetta 2. La expresion de la proteina se confirmd mediante
Western blot (Figura 8).

MP 1 2 3 4 5 6 7 8 9

50kDa —> )

30kba —>

J\
| |
Rosetta 2 BL21

Figura 7. Esquema de AAC y SDS-PAGE de su expresion a nivel matraz en E.coli Rosetta 2 y
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. Carriles: MP, marcador de peso; los nimeros de los carriles
corresponden a distintos tiempos de expresion en cada una de las cepas: 1,0h; 2y 6,1.5h; 3y 7,
3h;4y8,6h;5y9, 24 h. La flecha roja indica la banda con el PM esperado. Se cargaron
aproximadamente 3 ug de proteina. El esquema representa AAC con sus cuatro regiones variables
marcadas con nimero romano.
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J |
| |
Rosetta 2 BL21

Figura 8. Western blot de la expresion de AAC a nivel matraz en E.coli Rosetta 2 y BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL. los nimeros de los carriles corresponden a distintos tiempos de expresion en
cadaunadelascepas: 1,0h;2y6,15h;3y7,3h;4y8,6h;5y 9, 24 h. Se cargaron
aproximadamente 3 ug de proteina.

La expresion de la proteina AACM.3 en la cepa Rosetta 2 se mantuvo hasta las 6
h porque a las 24 h de expresion la proteina practicamente desaparece (Figura 9).
En la cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL se puede apreciar que la proteina se
mantuvo hasta por 24 h aunque la expresion en este tiempo también es menor al
compararlo con las primeras horas (carriles 7 y 8). Parece que la tasa de sintesis
(al igual que en AAC) disminuye conforme avanza el tiempo probablemente al
existir menos nutrientes en el medio de cultivo la sintesis de proteinas
recombinantes se ve afectada. Otra razén del efecto en la disminucion de la
sintesis de la proteina recombinante a las 24 h puede ser la naturaleza de las
células porque al comparar solo los carriles que corresponden a 24 h de expresion
(carriles 5 y 9) se aprecia la disminucion de la expresién en la cepa Rosetta 2 a
pesar de que las condiciones de cultivo (medio de cultivo, agitacién, temperatura,
etc) fueron las mismas para las dos cepas. En el Western blot (Figura 10) se
confirma la presencia de la proteina de interés en las dos cepas. También se

pueden apreciar en todos los carriles productos de menor peso molecular al de
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AACM.3 que probablemente se originen por la hidrdlisis de la proteina

recombinante.

VYVYVYVY

50kDa —>

30kDa —>

| |

Rosetta 2 BL21

Figura 9. Esquema de AACM.3 y SDS-PAGE de su expresion a nivel matraz en E.coli Rosetta 2 y
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. Carriles: MP, marcador de peso; los nimeros de los carriles
corresponden a distintos tiempos de expresion en cada una de las cepas: 1,0 h; 2y 6,1.5h; 3y 7,
3h;4y8,6h;5y9, 24 h. La flecha roja indica la banda con el PM esperado. Se cargaron
aproximadamente 3 ug de proteina El esquema representa AACM.3 con sus cuatro regiones
variables marcadas con numero romano y la modificacion en la region variable lI.
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|

Rosetta 2 BL21

Figura 10. Western blot de la expresiéon de AACM.3 a nivel matraz en E.coli Rosetta 2 y BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL. Los numeros de los carriles corresponden a distintos tiempos de expresion
encadaunadelascepas: 1,0h;2y6,1.5h;3y7,3h;4y8,6h;5y9, 24 h. Se cargaron
aproximadamente 3 ug de proteina.

El nivel de expresion de AACM.4 fue similar en las dos cepas de E. coli (Figura
11). El Western blot confirmé la expresion de la proteina AACM4 (Figura 12) y, a
diferencia de AACM.3 no se observaron productos de menor peso molecular al

esperado.
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Figura 11. Esquema de AACM.4 y SDS-PAGE de su expresion a nivel matraz en E.coli Rosetta 2 y
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. Carriles: MP, marcador de peso. Los numeros de los carriles
corresponden a distintos tiempos de expresion en cada una de las cepas: 1,0h; 2y 6,1.5h; 3y 7,
3h;4y8,6h;5y9, 24 h. La flecha roja indica la banda con el PM esperado. Se cargaron
aproximadamente 3 ug de proteina. El esquema representa a AACM.4 con sus cuatro regiones
variables marcadas con nimero romano y la modificacion en la region variable 1V.
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Figura 12. Western blot de la expresion de AACM.4 a nivel matraz en E.coli Rosetta 2 y BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL. Los numeros de los carriles corresponden a distintos tiempos de expresién
encadaunadelascepas: 1,0h;2y6,15h;3y7,3h;4y8,6h;5y9, 24 h. Se cargaron
aproximadamente 3 ug de proteina.

Finalmente, los niveles de expresion de la proteina AACM.3.4 fueron similares en
ambas cepas. La cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL expresé una mayor cantidad
(Figura 13). La Figura 14, que corresponde al Western blot, confirma la expresién
de la proteina AACM.3.4.
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Figura 13. Esquema de AACM.3.4 y SDS-PAGE de su expresion a nivel matraz en E.coli Rosetta 2
y BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. Carriles: MP, marcador de peso. Los nimeros de los carriles
corresponden a distintos tiempos de expresion en cada una de las cepas: 1,0h; 2y 6,1.5h; 3y 7,
3h;4y8,6h;5y9, 24 h. La flecha roja indica la banda con el PM esperado. Se cargaron
aproximadamente 3 ug de proteina. El esquema representa AACM.3.4 con sus cuatro regiones
variables marcadas con nimero romano y las modificaciones en las regiones variables Il y IV.
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Figura 14. Western blot de la expresion de AACM3.4 a nivel matraz en E.coli Rosetta 2 y BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL. Carriles: MP, marcador de peso. Los numeros de los carriles corresponden
a distintos tiempos de expresion en cada una de las cepas: 1,0 h; 2y 6,1.5h;3y 7,3h;4y 8,6

h; 5y 9, 24 h. Se cargaron aproximadamente 3 ug de proteina. Se cargaron aproximadamente 3

ug de proteina.

La Tabla 8 muestra los rendimientos obtenidos de cada proteina en g/L segun la
determinacién densitométrica a partir de los geles SDS-PAGE que se obtuvieron
(Apéndice B). Se observé que en todas las versiones se mantuvo la expresion
hasta por 24 h. También es evidente que la cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL es la
gue expres6 en mayor cantidad las proteinas recombinantes. Este fendmeno
puede ser el resultado de una mayor carga metabdlica en Rosetta 2, o que
provoca una alteracion bioquimica y fisol6gica de las células huésped, lo cual
provoca la disminucion de la cantidad de proteina heteréloga sintetizada (Chou,
2007; Glick, 1995).
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Tabla 8. Expresion de la subunidad acida de la amarantina y sus versiones modificadas (g/L).

Tiempo de induccién (h)

E. coli (cepa) Proteina

3 6 24
AAC 0.282 053¢ 0.83"

Rosetta 2 AACM.3 0.20° 0.46 ¢ 0.18*
AACM.4 0.272 0.47¢ 0.71¢

AACM3.4  0.19° 0.30° 0.48"

AAC 0.302 0.56 ¢ 0.95'

BL21-CodonPlus(DE3)-RIL .\ 0225 0.441 0,606
AACM.4 0.332 0.56° 0.81

AACM3.4  0.20° 0.33¢ 0.561

El resultado que se presenta es el promedio de tres ensayos.

Letras diferentes en cada uno de los tiempos indican diferencia significativa (p < 0.05).

Al comparar la productividad (g/L*h) de la cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL para

cada proteina recombinante no se observa diferencia significativa entre las 3 y las

6 h de expresion (p < 0.05) (Figura 15). Aunque a las 6 h existe una mayor

acumulacion en el rendimiento obtenido (Figura 16). Por esta razén, a partir de las

muestras cosechadas a las 6 h se realiz6 el analisis de la solubilidad de las

proteinas recombinantes. A las 24 h se detectd la menor productividad de todas

las proteinas.
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Figura 15. Productividad de la cepa BL21-CodonPlus(DE3)-RIL en la expresién de AAC y de sus
versiones modificadas.

En la Figura 16 se puede observar el rendimiento que se obtuvo por la cepa
BL21-CodonPlus(DE3)-RIL para las cuatro versiones de AAC. A las 3 h de
expresion no existe diferencia significativa entre AAC y AACM.4; asi mismo,
AACM.3 y AACM.3.4 no muestran diferencia significativa (p < 0.05). Este mismo
fenbmeno se observa a las 6 h para AAC y AACM.4. En cambio, AACM.3 y
AACM.3.4 muestran diferencia significativa (p < 0.05). A las 24 h de expresion
todas las versiones muestran diferencia significativa (p < 0.05). Con base en la
productividad y en los rendimientos obtenidos se determind que el mejor tiempo
para la expresion es a las 6 h después de la induccion. Los resultados que se
obtuvieron para AAC y sus versiones modificadas en esta investigacion (entre 300
y 560 mg/L) son mayores a los reportados previamente para AAC, AACM.3 y
AACM.3.4 que fueron de 32 mg/L, 60 mg/L y 196 mg/L, respectivamente (Arano-
Varela y col., 2012; Luna-Suarez y col., 2008; Luna-Suarez y col., 2010). Este
incremento puede ser el resultado de la combinacion de distintos factores como la
cepa de expresion y el uso de lactosa como inductor, el cual es una fuente extra

de carbono que aporta nutrientes para el crecimiento celular y para la sintesis de
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proteinas y, que en los estudios previos no se habia utilizado (Donovan y col.,
1995; Krause y col., 2010; Wang y Zhang, 2009).
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Figura 16. Rendimientos de la expresion de AAC y de sus versiones modificadas.

La acumulacién de las diferentes versiones se puede representar en la siguiente
expresion:
AAC = AACM.4 > AACM.3 2 AACM.3.4

Para analizar si las proteinas se acumulaban como cuerpos de inclusién se
realizaron las extracciones de las fracciones solubles e insolubles de muestras
tomadas a las 6 h de expresion de las diferentes versiones. En las Figuras 17 y 18
se puede observar que todas las proteinas recombinantes se expresan
mayoritariamente de forma insoluble o como cuerpos de inclusion en las dos
cepas de E. coli que se emplearon para la expresion (carriles 2, 4, 6 y 8). En la
Figura 18 se puede observar que hay una cantidad de proteina AACM.4 que se
expresa de forma soluble (carril 1) pero los niveles son minimos comparados con
la expresion de la misma proteina de forma insoluble. Los resultados mostraron

qgue la subunidad &cida de la amaratina y todas sus versiones se expresan como
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cuerpos de inclusion, lo cual coincide con lo reportado previamente (Luna-Suéarez
y col., 2008; Luna-Suarez y col., 2010; Castro-Martinez y col., 2012). Por otra
parte, se ha reportado que la insolubilidad de las proteinas recombinantes es un
fenbmeno que puede ocurrir por el plegamiento anémalo generado por una tasa
elevada de la traduccion (Chen y col.,, 2004). También, en el estudio de la
conformacion de la glicinina (globulina 11S de soya) se report6é que la interaccion
de regiones hidrofébicas provoca la formacion de agregados insolubles y para
evitar tal situacién es importante que se mantenga la integridad del dominio basico
de la proteina (Dickinson y col., 1990). Por lo tanto, es probable que al no existir
la subunidad basica en AAC y en sus versiones modificadas éstas adopten una

conformaciéon anémala.

MP 1 2 3 4 5 6 7 8

BL21 Ros2 BL21 Ros2

50kDa —>

30kDa —>

AAC AACM.3

Figura 17. Expresioén de AAC y AACM.3 en forma de cuerpos de inclusion. Carriles: MP, marcador

de peso; 1, fraccion soluble en BL21; 2, fraccién insoluble en BL21; 3, fraccion soluble en Rosetta

2; 4, fraccion insoluble en Rosetta 2; 5, fraccion soluble en BL21; 6, fraccion insoluble en BL21; 7,

fraccion soluble en Rosetta 2; 8, fraccion insoluble en Rosetta 2. La flecha roja indica la banda con
el PM esperado.
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Figura 18. Expresién de AACM.4 y AACM.3.4 en forma de cuerpos de inclusién. Carriles: MP,
marcador de peso; 1, fraccion soluble en BL21; 2, fraccién insoluble en BL21; 3, fraccion soluble en
Rosetta 2; 4, fraccion insoluble en Rosetta 2; 5, fraccion soluble en BL21; 6, fraccion insoluble en
BL21; 7, fraccion soluble en Rosetta 2; 8, fraccion insoluble en Rosetta 2. La flecha roja indica la
banda con el PM esperado.

3. Expresion a nivel fermentador

Después de la identificacion de BL21-CodonPlus(DE3)-RIL como la mejor cepa
para la sintesis de AAC y de sus versiones modificadas se realiz6 la expresion de
las proteinas recombinantes a nivel fermentador. Se cosecharon las células que
expresaron las proteinas después de 6 h a partir de la induccioén con lactosa. Por
cada 400 mL de caldo de cultivo (a nivel fermentador) se obtuvo una pastilla de
aproximadamente 4 g (peso humedo). Las cudles se almacenaron a -20 °C para
su posterior analisis.

Las proteinas AAC, AACM.1, AACM.2, AACM.3, AACM.4 y AACM.3.4 se
expresaron y tras su cuantificacion se observdé un incremento casi tres veces
mayor que en la expresibn en matraz. Los resultados mostraron que el
rendimiento de AAC fue de 1.6 (x0.09) g/L, seguido de AACM.4 con 1.55 0.04) g/L.
Finalmente las proteinas AACM.3 y AACM.3.4 con 1.37 (xo.08 g/L y 1.32 0.09) g/L,
respectivamente. Para las proteinas AACM.1 y AACM.2 los rendimientos que se
obtuvieron fueron de 1.65 (+0.13) g/L and 1.37 (+o0.08) g/L. Se pudo observar que la
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tendencia en la expresion de las proteinas a nivel fermentador se mantuvo con
respecto a la expresion a nivel matraz; la siguiente expresion refleja los resultados

a nivel fermentador después de 6 h de la induccion:

AAC 2 AACM.4 2 AACM.1 > AACM.2 2 AACM.3 2 AACM.3.4

Las proteinas con menor nivel de expresidbn son las que tienen
modificaciones en la region variable Il (AACM.3 y AACM.3.4) y en la region
variable I (AACM.2). AAC, AACM.4 y AACM.1 mostraron los mayores
rendimientos y no mostraron diferencia significativa a las 6 h de expresion (p <
0.05). El incremento en los rendimientos que se obtuvieron en el fermentador
puede ser el resultado de una mejor distribucion del oxigeno disuelto en el medio
de cultivo. Como consecuencia del mantenimiento constante de la aireacion y la
agitacion a lo largo del proceso de fermentacion lo cual incrementa la sintesis de
proteinas recombinantes (Rosano y Ceccarelli, 2014).

El andlisis de la solubilidad de AAC y sus versiones modificadas mostré que
todas las proteinas se expresan como cuerpos de inclusién. En la Figura 19 se
presenta el gel SDS-PAGE de los extractos solubles e insolubles de cada una de
las proteinas recombinantes expresadas por BL21-CodonPlus(DE3)-RIL. Al igual
gue en matraz, todas las versiones de AAC se expresaron de forma insoluble. Se
ha establecido que una proteina modificada es estable si su solubilidad y sus
niveles de expresion en E. coli son similares a los niveles y solubilidad de la
proteina nativa (Gidamis y col., 1995; Utsumi y col., 1993). En ese sentido, de
acuerdo a los niveles de expresion y a solubilidad de las proteinas recombinantes,
AAC presento la mayor estabilidad seguida de AACM.4 y AACM.1. Las proteinas
menos estables fueron AACM.2, AACM.3y AACM.3.4.
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Figura 19. Andlisis de la solubilidad de AAC y de sus versiones modificadas. Carriles: MP,
marcador de peso molecular; 1, 3, 5, 7, 9 y 11, fracciones solubles; 2, 4, 6, 8, 10y 12, fracciones
insolubles. En las fracciones insolubles se cargaron aproximadamente 5 ug de proteina. La flecha
roja indica la banda con el PM esperado.

4. Purificaciéon y replegamiento de las proteinas recombinantes

Los extractos insolubles aislados a partir de las pastillas celulares cosechadas a
las 6 h de expresion se trataron con urea (6 M) para solubilizar las proteinas
recombinantes. Posteriormente, se inyectaron 5 mL a la columna empacada con la
resina Protino Ni-TED. Para ilustrar el proceso de purificacion de AAC en la Figura

20 se presenta el cromatograma que se obtuvo.
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Figura 20. Cromatograma de la purificacion de AAC.

500

450

- 400

- 350

Concentracion de Imidazol (mM)

En el cromatograma sobresalen dos picos los cuales son un indicio de la

existencia de proteina. El primero se encontré entre la fraccion 31 a 100 y

corresponde a la elucion con 5 mM de imidazol; el segundo pico, que comprende

de la fraccion 111 a la 133, corresponde a la elucion con 150 mM de imidazol. Al

analizar mediante SDS-PAGE las fracciones colectadas se observd que AAC

eluy6 con un mayor grado de pureza en 5 mM de imidazol (Figura 21), es decir, en

el primer pico que se observa en el cromatograma (Figura 20). La presencia de la

proteina de interés en las muestras colectadas se confirmd mediante analisis tipo
Western blot (Figura 22).
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Figura 21. Andlisis de las fracciones colectadas durante la purificacion de AAC. Carriles: MP,
marcador de peso molecular; 1, volumen muerto; 2, fraccion 121; 3 a 7, fracciones que
corresponden al primer pico en el cromatogramaon 35; 8 a 13, fracciones que corresponden al
segundo pico en el cromatograma 14, fraccion final (500 mM imidazol).
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Figura 22. Western blot de las fracciones colectadas durante la purificacion de AAC. Carriles: MP,
marcador de peso molecular; 1, volumen muerto; 2, fraccion 121; 3 a 7, fracciones que
corresponden al primer pico en el cromatograma 35; 8 a 13, fracciones que corresponden al
segundo pico en el cromatograma 14, fraccién final (500 mM imidazol).

En el cromatograma de la purificacion de AACM.3.4 se observa que sobresalen
dos picos al igual que en AAC. El primero, entre la fraccion 15 a la 35 que
corresponde a 5 mM de imidazol y, el segundo, entre las fracciones 56 a 73 que

eluy6 a una concentraciéon de 150 mM de imidazol (Figura 23).
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Figura 23. Cromatograma de purificacion de AACM.3.4.

El analisis SDS-PAGE de las fracciones colectadas (Figura 24) revel6 que
AACM.3.4 se obtuvo en menor cantidad con respecto a la proteina sin modificar
(AAC) probablemente porqgue el péptido RIPP que se encuentra en la regién C-
terminal de AACM.3.4 bloquea la interaccibn que se debe establecer entre el
epitope de histidinas y el niquel de la resina. Por lo tanto, la cantidad de proteina
gue se logra purificar es menor. La proteina AACM.3.4 eluy6 a una concentracion
de 5 mM de imidazol al igual que AAC.

Figura 24. Andlisis de las fracciones colectadas durante la purificacion de AACM.3.4. Carriles: 1,
proteina soluble; 2, proteina insoluble; 3, proteina insoluble (repeticién), 4, proteina insoluble
filtrada; 5, proteina no pegada; 6 a 12, fracciones que corresponden al primer pico en el
cromatograma.
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El proceso de purificacion no fue similar en todas las proteinas recombinantes, es
decir, no todas las proteinas eluyeron a la misma concentracion de imidazol. La
proteina AACM.3 eluy6 a 50 mM de imidazol; en cambio, las proteinas AACM.1,
AACM.2 y AACM.4 eluyeron a 125 mM de imidazol. Las proteinas puras se
presentan en la Figura 25. El resto de los cromatogramas y su correspondiente
analisis SDS-PAGE se presenta en el Apéndice C.
MP 1 2 3 4 5 6
kDa

AAC AACM.1 AACM.2 AACM.3 AACM.4 AACM.3.4
50

30 — — e G w—

Figura 25. SDS-PAGE de AAC y sus versiones purificadas.

Después de purificar cada proteina, se les aplico el protocolo de replegamiento. El
proceso se realiz6 mediante dialisis y con ello se elimind la urea de las fracciones
puras de las proteinas recombinantes. Para estandarizar el proceso de
replegamiento, se probaron dos amortiguadores (amortiguador fosfatos y
amortiguador acetatos); los resultados indicaron que el amortiguador fosfatos
(0.02 M fosfatos pH 7.5, 0.2 M NaCl) es la mejor opcion al permitir la recuperacion
del 20% de AAC (Figura 22). En cambio, el proceso con el amortiguador acetatos
pH 4.2 (0.02 M acetatos, 0.2 M NaCl), resulté en la formacion de agregados de
AAC con nula recuperacion de la proteina de forma soluble (Tabla 8).

El resultado del replegamiento de AACM.3.4 con el amortiguador fosfatos

permitié la recuperacion del 30% de proteina en forma soluble. Mientras que, de
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forma similar con AAC, la recuperacion de AACM.3.4 fue nula con el amortiguador
acetatos.

La proteina AACM.4 fue la que se recuperé en mayor cantidad de forma
soluble, a diferencia de AACM.3 que se recuperd0 en menor proporcion. Las
proteinas AACM.1 y AACM.2 se recuperaron en una proporcion del 23% y 21%,
respectivamente. Ninguna proteina se recuper6 de forma soluble con el

amortiguador acetatos (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados del replegamiento de AAC y sus versiones modificadas.

Replegamiento en fosfatos Replegamiento en acetatos

Proteina (pH 7.5) (pH 4.2)
(%) (%)
AAC 20 >1
AACM.1 23 >1
AACM.2 26 >1
AACM.3 18 >1
AACM.4 35 >1
AACM.3.4 30 >1

El resultado electroforético de las proteinas puras y replegadas se presenta en la
Figura 26. A partir de estas muestras se realiz6 la caracterizaciéon de AAC y de sus
versiones modificadas. Los resultados en los niveles de expresion de cada
proteina, las diferencias en el proceso de purificacibn y en el proceso de
replegamiento son consecuencia de las modificaciones realizadas en cada version
de AAC porque todas las proteinas se trataron bajo los mismos protocolos el y a

pesar de ello resultado fue distinto en cada una.
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Figura 26. Proteinas recombinantes puras y replegadas en amortigador fosfatos (0.2 M NacCl, 0.02
M fosfatos pH 7.5).

Al eliminar la urea de las muestras de proteina pura se generan interacciones no
covalentes entre las mismas moléculas (entre superficies hidrofobicas expuestas)
y esto genera la formacion de agregados (Clark, 2001; Yamaguchi y Miyazaki,
2014). Por lo tanto, en el proceso de replegamiento con el amortiguador acetatos
existe una mayor cantidad de estas interacciones y en consecuencia nula
recuperacion de las proteinas recombinantes. Ademas, durante el proceso de
didlisis con este amortiguador existe una transicién en el pH del medio (de pH 7.5
a 4.2); probablemente este cambio, en algin momento del proceso de dialisis
coincide con el punto isoeléctrico de las proteinas recombinantes causando
también la formacion de agregados insolubles.

Mediante la remocion gradual del desnaturalizante se pueden alcanzar altos
niveles de proteina replegada (Tsumoto y col., 2003; Umetsu y col., 2003), por tal
motivo, al incluir varias etapas durante el proceso de replegamiento se logré la
recuperacion de AAC y sus versiones modificadas con el amortiguador fosfatos.
Las proporciones finales de proteina recuperada mediante el amortiguador
fosfatos son comparables a lo reportado por Zhi y col. (1992) que recuperaron del
3 al 40% de la enzima citrato sintasa. Este grupo probo distintas condiciones de

didlisis para eliminar la urea y con ello permitir su replegamiento. La duracion de
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los tratamientos que reportan tuvo una duracion de uno a dos dias, lo cual es de
dos a cuatro veces mas tiempo que en el tratamiento con fosfatos pH 7.5 que se
aplicé para el replegamiento de AAC y sus versiones modificadas en este trabajo.

5. Anticuerpos para la deteccién de AAC y sus versiones modificadas

La inmunizacion se realiz6 con la proteina AAC replegada en amortiguador
fosfatos. Se recuperaron aproximadamente 60 mL de suero inmune y se realizaron
los ensayos de deteccion inmunoldgica. Los resultados mostraron que una dilucion
1:90,000 (volumen de anticuerpo:volumen de buffer) es suficiente para observar la
presencia de la proteina de interés, esto es, aproximadamente 30% menos
anticuerpo que lo reportado por Osuna-Castro y col. (2000) para la deteccién de la

amarantina. En la Figura 27 se muestran los resultados.

Figura 27. Western blot obtenidos a diferentes diluciones de anticuerpo primario. a, 1:30,000; b,
1:60,000; c, 1:90,000.

6. Caracterizacidon espectroscoOpica de las proteinas recombinantes

6.1 Espectroscopia de fluorescencia

Los espectros de emision de fluorescencia intrinseca se obtuvieron con las
proteinas puras y replegadas. Se compararon los espectros de cada proteina
antes y después del replegamiento para observar si el replegamiento tiene un

efecto sobre la conformacion de AAC y sus versiones mutantes, es decir, se

65



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

comparé la longitud de onda de maxima emisidbn (Amax) de la proteina
desnaturalizada (con urea) con la Amax de la misma proteina después de eliminar la
urea (Figura 28).

Los espectros de las proteinas desnaturalizadas y replegadas mostraron
diferencias en la Amax. En las proteinas replegadas la Amax Se encuentra
desplazada hacia longitudes de onda menores (Figura 28, véase cuadros azules),
mientras que, la Amax de las proteinas desnaturalizadas se encuentra en regiones
de mayor longitud de onda (Figura 28, véase circulos rojos). En general se puede
observar que los espectros no presentan un comportamiento gaussiano; esto
puede ser el resultado de una mayor exposicion a un ambiente hidrofilico de al
menos uno de los tres tript6fanos que se encuentran en las proteinas estudiadas.
Esto, provoca la emision de un pico separado de la sefial mas intensa (340 nm); o
bien, en las muestras existen distintas especies proteicas, es decir, proteina
estructurada con diferentes formas que generan una emision aproximada a 360
nm (Khatib y col., 2005)

En la Tabla 10 se describe el maximo de emisién para cada proteina de
acuerdo a sus espectros de fluorescencia. La mayor diferencia se presento en la
proteina AAC porque existen 16 nm entre la condicibn replegada vy
desnaturalizada; la proteina AACM.3 mostrd la menor diferencia entre las dos

condiciones y el resto, presento diferencias de entre 6 y 9 nm.

Tabla 10. Parametros determinados mediante espectroscopia de fluorescencia.

Amax Amax CEM CEM Area

Proteina replegada desnaturalizada replegada desnaturalizada expuestade

(nm) (nm) (nm) (nm) Trp*(A?)

AAC 337 353 350.4 358.6 225.1
AACM.1 334 340 348 354.4 122.9
AACM.2 337 344 350.4 356.1 380.3
AACM.3 342 345 350.9 356.5 280.2
AACM.4 340 348 348.1 356.8 236.9
AACM.3.4 341 350 351.6 356.9 227.6

La longitud de onda de excitacion en los experimentos de fluorescencia fue de 295 nm.
* A partir delos modelos obtenidos se determiné el area de los 3 Trp expuesta al solvente en cada
una de las proteinas
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Es sabido, que los residuos de triptofano (Trp) por sus propiedades
espectroscopicas y su caracter hidrofébico se usan como reporteros para obtener
informacion estructural y conformacional de proteinas mediante espectroscopia de
fluorescencia. Los triptofanos por su hidrofobicidad tienden a formar parte del
nacleo hidrofébico de la proteina y su exposicion a un ambiente hidrofilico provoca
la emision de fluorescencia a longitudes de onda mayores. Cuando una proteina
se desnaturaliza, se propicia la pérdida de la conformacion y con ello la exposicion
de los Trp a un ambiente polar, por lo tanto, la Amax Se desplaza hacia longitudes
de onda mayores (Moon y Fleming, 2011; So y Dong, 2002). En ese sentido, por
las diferencias en la Amax entre la condicion desnaturalizada y replegada, se puede
decir que el protocolo de replegamiento permitié que las proteinas recombinantes
adoptaran una conformacion con los triptofanos parcialmente escondidos del

solvente.
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Figura 28. Espectros de fluorescencia antes y después del protocolo de replegamiento. Espectros
en cuadros azules corresponden a las proteinas replegadas y espectros en circulos rojos
corresponden a las proteinas desnaturalizadas. La longitud de onda de excitacién fue de 295 nm.

Al comparar los espectros de fluorescencia de AAC y de sus versiones
modificadas se pueden observar diferencias como resultado de los distintos

arreglos conformaciones adoptadas por las proteinas (Figura 29).
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Figura 29. Espectros de fluorescencia de AAC y sus versiones modificadas. La longitud de onda
de excitacién fue de 295 nm.

En la Figura 29, se observa que el espectro de la proteina AACM.1, se encuentra
desplazado a la izquierda, probablemente porque adopta una conformacion con
menor exposicion de sus Trp al medio acuoso y/o porque adquiere una
conformacién mas compacta que el resto de las proteinas, lo que genera una
sefal de fluorescencia a menores longitudes de onda. El resto de las proteinas
presentd un espectro con mayor similitud entre ellas, posiblemente porque sus Trp
tienen un grado similar de exposicién al medio acuoso.

A partir de los datos colectados en los ensayos de fluorescencia, se calculd
el CEM, los resultados se muestran en la Tabla 9. EI CEM fue menor en las
proteinas AACM.1 y AACM.4; contrario a esto, las proteinas modificadas en la
region variable Il (AACM.3 y AACM.3.4) mostraron el mayor CEM, con base en
estos resultados, es probable que AACM.3 y AACM.3.4 tengan una conformacion
mas distendida y, por lo tanto, exista mayor exposicion de sus Trp al medio

hidrofilico. La proteina nativa AAC y la mutante AACM.2 tienen el mismo CEM,
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probablemente porque el inserto VYVYVYVY en AACM.2 no genera
modificaciones que cambien el grado de exposicién de sus Trp con respecto a los
Trp de AAC. A partir de los modelos obtenidos se calcul6 el area de los Trp
expuesta al sovente y, como se puede observar en la Tabla 9, el modelo de la
proteina AACM.1 es el que tiene menor area expuesta, seguido de los modelos de
las proteinas AAC, AACM.4 y AACM.3.4. Los modelos de AACM.3 y AACM.3.4
son los que tienen mayor area expuesta de sus Trp. De acuerdo a estas
observaciones y con base a los espectros obtenidos es posible que la proteina

AACM.1 adopte una conformcaion mas compacta.

6.2 Espectroscopia de dicroismo circular

Los experimentos de DC también mostraron diferencias espectrales entre la
condicion replegada y desnaturalizada de las proteinas recombinantes (Figura 30).
Esto coincide con las diferencias detectadas mediante espectroscopia de
fluorescencia; por lo tanto, el protocolo de replegamiento permite que todas las
proteinas adquieran cierta conformacion al eliminar la urea. Los espectros de
proteina replegada (linea azul) mostraron la maxima intensidad en la sefial de DC
entre 203 y 208 nm.
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Figura 30. Espectros de DC antes y después del replegamiento.

Los espectros de AAC y sus versiones modificadas presentan diferencias entre

ellos como resultado de las distintas conformaciones que adopta cada proteina

(Figura 31). En todos los espectros se observa una banda entre 215 y 235 nm, es

evidente que en AACM.1 esta caracteristica es mas prominente. La proteina

nativa AAC y la modificada AACM.4 siguen un trazo muy similar en el espectro de
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DC. Esta misma caracteristica se aprecia en los espectros de las proteinas
modificadas AACM.2, AACM.3y AACM.3.4.

==—=AAC
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==AACM.3
-=AACM.4
==AACM.3.4

[0] x 103 (grados*cm2*dmol-t)
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Figura 31. Espectros de DC de AAC y sus versiones modificadas.

Los datos colectados mediante los ensayos de DC se utilizaron para determinar el
contenido de estructura secundaria con el servidor Dichroweb, para esto, se
analizaron los datos con distintos programas. El programa CDSSTR fue el que
mejor se ajustd a los datos colectados (Apéndice D). La proteina modificada
AACM.1 present6 el mayor contenido de estructura secundaria tipo hélice y menor
proporcién en asas y giros. El contenido de estructura secundaria de la proteina
nativa AAC y de la proteina modificada AACM.4 es muy similar; de acuerdo a la
deconvolucién también son las que contienen la mayor proporcion de estructura
secundaria del tipo B. Las proteinas modificadas AACM.2, AACM.3 y AACM.3.4
presentaron la misma proporcion de estructura secundaria (Tabla 11). Los

modelos obtenidos también mostraron un alto contenido de asas y giros aunque
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en menor porcentaje que en la deconvolucion de los datos colectados por DC.
También se puede observar la misma tendencia en cuanto al contenido de
estructura secundaria, es decir, AAC y AACM.4 tienen el mismo contenido de
estructura secundaria. Asi mismo las proteinas AACM.2, AACM.3 y AACM.3.4
muestran resultados muy parecidos. Finalmente, AACM.1 es la proteina con el

mayor porcentaje de estructura en hélice (Tabla 12).

Tabla 11. Contenido de estructura secundaria de las proteinas recombinantes.

Proteina Hélice (%) Beta (B) % Asas y giros %
AAC 7 36 56
AACM.1 19 35 46
AACM.2 8 34 58
AACM.3 8 34 58
AACM.4 8 36 56
AACM.3.4 8 34 58

Tabla 12. Contenido de estructura secundaria de los modelos obtenidos.

Proteina Hélice (%) Beta (B) % Asas y giros %
AAC 7 22 71
AACM.1 11 17 72
AACM.2 10 19 71
AACM.3 9 19 72
AACM.4 7 22 71
AACM.3.4 9 19 71

Las proteinas estudiadas presentaron estructuras del tipo Bu; la cual, es una
subclasificacién de proteinas que contienen estructura secundaria f y un alto
contenido de estructura desordenada (asas y giros). Los espectros de DC de
proteinas Bi presentan un minimo negativo alrededor de una longitud de onda de
200 nm vy, en algunos casos, presentan una banda positiva de menor magnitud

alrededor de una longitud de onda de 190 nm. En ocasiones, este tipo de

73



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

proteinas también presentan una banda negativa aproximadamente a una longitud
de onda de 220 nm (Sreerama y Woody, 2003).

6.3 Determinacion del punto isoeléctrico: electroforesis 2D

Las proteinas replegadas se resolvieron mediante electroforesis 2D para
determinar su pl (Figura 32). La proteina AAC mostro un pl de 6, el pl de AACM.3
fue de 6.1 y el pl de AACM.3.4 fue de 6.3. El pl tedrico de AAC y AACM.3 es de
5.97, mientras que para AACM.3.4 es de 6.07, las diferencias entre el pl
experimental y el tedrico podrian ser por la falta de enfoque. La proteina AACM.4
posee un pl tedrico de 5.97 y experimentalmente la proteina replegada mostr6é dos
puntos muy cercanos (Figura 32) que corresponden a un pl de 59 y 6.3;
probablemente esto es un artificio producto de las tiras que contienen el gradiente
de pH o, en su defecto, existen dos proteinas con un pl distinto y un PM muy
cercano. En cambio, en los geles de las muestras AAC, AACM.3 y AACM.3.4 se
puede observar que la proteina mayoritaria corresponde a las proteinas

recombinantes.

AAC ° 3 = ¥ AACM.3
pl 6
pl 6.1
-
AACM.4 “ AACM.3.4
pl 6.3 pl 6.3
/f"/
pl 5.9

Figura 32. Electroforesis 2D de proteinas recombinantes pH 3-10.

Para tener una mejor resolucion en la electroforesis 2D, todas las proteinas se

resolvieron con tiras de pH de 4-7. En cada uno de los geles se puede observar
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mas de una mancha, es decir, en cada gel se encuentran entre tres y seis

proteinas enfocadas y una de ellas en mayor proporcion (Figura 33).

7 4

AAC -— -

=

4 mtras.

AACM.1

a |
i B
R )
U’!OU!O§

7
AACM.2 AACM.3

\ .55
p 40

3 mtras.

AACM.A - AACM.3.

Figura 33. Electroforesis 2D de proteinas recombinantes pH 4-7.

Existen reportes de la existencia de mecanismos que degradan proteinas truncas,
desestructuradas o con plegamiento anémalo en E. coli. Estos mecanismos,
funcionan mediante etiquetas de degradacion (también conocidas como degrones)
y corresponden a pequefias secuencias de aminoacidos que se agregan en el
extremo N-terminal o C-terminal de la proteina a degradar. Las etiquetas de
degradacion son reconocidas por distintas proteasas; en E. coli, la ClpXP fue la
primera enzima con actividad proteolitica que se aislo y caracterizé. Algunas de
las secuencias que esta enzima reconoce para realizar la degradaciéon y que se
agregan en el C-terminal de la proteina blanco son LAA, NVA y NAA, entre otras;
las secuencias que se agregan en el N-terminal son SQNTLKV, TNTAKI,
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SLSDAQVA, entre otras (Baker y Sauer, 2012; Flynn y col, 2003; Humbard y col.,
2013). Entonces, de acuerdo con los resultados y con base en lo anterior, es
posible que AAC y sus versiones modificadas sean marcadas con etiquetas de

degradacion que provoquen la aparicion de proteinas con distintos pl.

6.4 Termoestabilidad y estabilidad quimica

El DC y el TRF son técnicas para estudiar la estabilidad de biomacromoléculas a
partir de la determinacion de las curvas de transicion que se generan por el
desplegamiento térmico. Las proteinas replegadas AAC, AACM.1 y AACM.4
fueron las Unicas que mostraron transicién por efecto de la temperatura. El resto
de las proteinas replegadas (AACM.2, AACM.3 y AACM.3.4) no presentaron
transicion; por DC, no se observo cambio en la sefial por efecto de la temperatura
(Figura 28, véase panel izquierdo), y en los experimentos por TRF desde el inicio
de los experimentos se registrd6 una elevada intensidad en la sefial de
fluorescencia (Figura 28, véase panel derecho). Esto puede ser producto de una
mayor exposicion de regiones hidrofébicas que hacen que la sefial de
fluorescencia sea muy elevada desde el inicio de los ensayos (Lavinder y col.,
2009).
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Figura 34. Desnaturalizacion por temperatura monitoreada por DC y TRF. A la izquierda se
muestran los espectros por DC y a la derecha los espectros por TRF.

Con base en las curvas de transicion se calcul6 la Tm de AAC, AACM.1 y AACM.4
(Figura 35). La Tm de las proteinas a partir de los ensayos de DC fue mayor que
la Tm calculada por TRF (Tabla 11). En ambos casos, las proteinas modificadas
mostraron mayor termoestabilidad que la proteina nativa AAC. Lo que sugiere que

las modificaciones generan mayor estabilidad estructural posiblemente porque en
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las regiones variables | y IV se establece un mayor numero de interacciones que
estabilizan a la molécula.

Se ha reportado que la amarantina posee una temperatura de desnaturalizacion
(Td) que oscila entre 99 a 103 °C (Sanfeng y Paredes-Lopez, 1997). Ademas,
diferentes reportes han sefialado que la glicinina (proteina de reserva 11S que se
encuentra en la soya) es resistente a la desnaturalizacion por altas temperaturas,
las cuales oscilan entre 92.8 a 98 °C (Tezuka y col., 2004). Con base en lo
anterior, la eliminacion de la subunidad basica que se realiz6 en AAC desde su
generacion afecta las propiedades térmicas de esta y de las proteinas modificadas

que presentaron transicion (AACM.1 y AACM.4).
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Figura 35. Curvas de transicion mediante DC y TRF. A la izquierda se muestran los espectros por
DC y a la derecha los espectros por TRF.
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Los datos colectados de la transicion por DC se usaron para obtener la curva de
van’'t Hoff (InKegaparente vs 1/T) (ver Apéndice E) y a partir de estos resultados
conocer el cambio de entalpia (AH) en el proceso de desplegamiento. Cabe
recordar que los resultados termodinamicos son aparentes y se usan unicamente
con fines comparativos. AH y Tm son dos términos termodinamicos que expresan
la estabilidad de una proteina; por lo tanto, es comun que se usen para realizar
comparaciones. El AH se refiere a la cantidad de energia calorifica requerida para
gue una proteina pase de un estado plegado o nativo a un estado desnaturalizado
(N—D); la Tm, corresponde a la temperatura en el punto medio de la transicion de
N—D (Grimsley y col., 1999; Xu y col., 1998).

Los valores de AH mostraron que el desplegamiento de las proteinas
modificadas se lleva a cabo con valores de entalpia mayores, esto significa que el
cambio es mas cooperativo (Tabla 13). La diferencia en la Tm obtenida por TRF y

DC podria indicar que el desplegamiento no es de dos estados.

Tabla 13. Parametros termodinamicos de AAC y sus versiones modificadas.

Proteina TRF Tm (°C) DC Tm (°C) AH (kJ/mol)
AAC 34 46 160.5
AACM.1 48.6 55 175
AACM.2 NM NM NM
AACM.3 NM NM NM
AACM.4 37.2 54 214.1
AACM.3.4 NM NM NM

La carencia de curvas de transicion en las proteinas AACM.2, AACM.3 y
AACM.3.4 durante los ensayos de DC, una sefal elevada en la fluorescencia en
los experimentos de TRF y los resultados de espectroscopia de fluorescencia (en
los que se observO que Amax de cada proteina cambia en la condicion
desnaturalizada y en la condicién replegada) sugieren que estas proteinas podrian
adoptar una conformacién tipo glébulo fundido o parcialmente plegadas

(Kuwahima, 1989; ; Rosen y col., 2014), es decir, estas variantes de AAC solo
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adquieren una conformacion con cierto contenido de estructura secundaria pero
carecen de estructura terciaria.

Por lo anterior, se puede concluir que las inserciones con los péptidos
antihipertensivos afectan la estabilidad de las proteinas AACM.2, AACM.3 y
AACM.3.4.

Los parametros termodindmicos correspondientes a las proteinas AACM.1y
AACM.4 se incrementaron comparados con los parametros que corresponden a la
proteina nativa AAC, es decir, estas versiones modificadas podrian presentar
mayor estabilidad porque los datos son aparentes (Rees y Robertson, 2001).
Ademas, se ha reportado que el aumento en el pardmetro AH es el resultado de
un mayor niumero de interacciones que pueden generar estructuras proteicas con
un mayor grado de compactacion molecular (Liu y col., 2000; Rezaei-Tavirani y
Dehghan-Nayeri, 2015).

De acuerdo a lo mencionado anteriormente y con base en los resultados,
las proteinas AACM.1 y AACM.4 que se modificaron con el péptido
antihipertensivo VYVYVYVY en las regiones | y IV, respectivamente, mejoran su
estabilidad porque establecen un mayor nuamero de interacciones vy,

probablemente, forman estructuras mas compactas.

6.5 Desnaturalizacion quimica

A las proteinas que mostraron cambios en estructura secundaria por efecto de la
temperatura también se les analiz6 sus cambios conformacionales por efecto de la
concentracion de urea. Para esto, la proteina AAC y las proteinas modificadas
AACM.1 y AACM.4 se desnaturalizaron con distintas concentraciones de urea y se
analizaron sus espectros de fluorescencia. En la Figura 36 se presentan los

espectros de fluorescencia de AAC a distintas concentraciones de urea.
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Figura 36. Desnaturalizacion de AAC con urea. La longitud de onda de excitacion en los
experimentos de fluorescencia intrinseca fue de 295 nm.

Es evidente que los espectros de AAC muestran un desplazamiento del méaximo
de emisién (Amax) al aumentar la concentracion del agente desnaturalizante (Figura
36). Este desplazamiento es hacia longitudes de onda mayores lo que indica que
la proteina cambia su conformacion al exponer sus residuos de Trp. EI mismo
resultado se observo en AACM.1 y AACM.4 (Figuras 37 y 38, respectivamenet).
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Figura 38. Desnaturalizacion de AACM.4 con urea. La longitud de onda de excitacién en los
experimentos de fluorescencia intrinseca fue de 295 nm.
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Con los datos colectados se calculé el CEM (ver seccion 8.1.3 de Materiales y
métodos) de las proteinas en cada condicion de agente desnaturalizante y se
obtuvieron sus curvas de transicion (Figura 39). A partir de estas curvas se estimé
la concentracion de urea a la cual se alcanza el punto medio de la transicion del

desplegamiento quimico (Cu2).
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Figura 39. Curvas de desnaturalizacién quimica de AAC, AACM.1 y AACM.4.
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La proteina AACM.1 presento la mayor estabilidad a diferencia de AACM.4 esto
debido a que su Cip» tiene el valor mas alto. En todos los casos existe
cooperatividad en el proceso de desplegamiento, lo cual coincide con los

resultados desnaturalizacion por temperatura.

6.6 Inhibiciéon de la enzima convertidora de angiotensina (IECA)

Se realizaron ensayos in vitro para observar la capacidad inhibitoria de AAC y de
las proteinas modificadas sobre la enzima convertidora de angiotensina (ECA). En
las primeras determinaciones, se estimo la actividad inhibitoria (expresada por el
ICs0) que posee el captopril, que es uno de los principales medicamentos
utilizados en el tratamiento de la hipertensién. El valor ICso que se obtuvo para
este farmaco fue de 0.003*10°® mg/mL; este valor coincide con los resultados
reportados por Ben y col. (2013). Posteriormente, el producto de la actividad
triptica y quimotriptica de cada una de las proteinas recombinantes se utilizé para
determinar la inhibicion de la ECA.

La mayor inhibicidén se detectd con la proteina AACM.3.4, el ICso que mostro
es de 0.047 mg/mL; las proteinas AACM.2, AACM.3 y AACM.4 mostraron un ICso
muy similar entre ellas y es casi ocho veces menor que AACM.3.4 (Tabla xx). Las
proteinas AAC y AACM.1 mostraron un ICso de 0.48 y 0.52 mg/mL,
respectivamente.

En general, todas las proteinas inhiben la actividad de la ECA y es posible
que sean efectivas como agentes antihipertensivos. A excepcion de AACM.1, que
presentd un ICso muy cercano al de la proteina nativa AAC, los resultados indican
gue las modificaciones con los péptidos antihipertensivos en las variantes de AAC
mejoran la capacidad inhibitoria sobre la ECA. Estos resultados son similares a lo
reportado previamente por Luna-Suarez y col. (2010). Ademas, la mayoria de las
proteinas modificadas en este estudio muestran mayor capacidad inhibitoria que
los aislados de proteina de amaranto (ICso 0.12 mg/mL) analizados por Fritz y col.
(2011); también, AAC y sus versiones modificadas presentaron mejores resultados

gue los péptidos obtenidos por la hidrélisis de residuos de mojarra como producto
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de la actividad enzimatica de una proteasa alcalina (ICso 0.57 mg/mL) (Fahmi y
col., 2004; Wijesekara y Kim, 2010).

La caracterizacion de la proteina AAC y sus versiones modificadas
presentan diferencias que son el resultado de las modificaciones por la insercion

de péptidos bioactivos (Tabla 12).

86



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

Tabla 12. Rendimientos, purificacion y caracterizacion fisicoquimica y funcional de AAC y sus

versiones modificadas.

PROTEINA
AAC AACM.1 AACM.2 AACM.3 AACM.4 AACM.3.4
Rendimiento a nivel 0.56 0.54 0.47 0.44 0.56 0.33
matraz (g/L)
Proteina insoluble v v v v v v
"Rendimiento anivel ) o 1.65 1.37 1.35 1.57 1.32
fermentador (g/L) .99 (2 0.09) .65 (z013) .37 (£0.08) .35 (+0.1) .57 (£0.04) .32 (+0.09)
Elucién con imidazol 5 125 125 50 125 5
(mM)
Proteina replegada 20 23 26 18 36 30
(%)
A maxima emisién IF 337 334 337 342 340 341
(nm)
A minima DC 204 207 204 208 204 203
(nm)
*Estructura hélice
) 7 19 8 8 8 8
*Estructura
8 (%) 36 35 34 34 36 34
*
Estru.ctura asasy 56 46 58 58 56 58
giros (%)
Tm por bC 46 55 NM NM 54 NM
(°C)
m ‘Z?é)TRF 34 48.6 NM NM 37.2 NM
AH
(kJ/mol) 160.5 175 NM NM 214.1 NM
1
C% 1.7 252 NM NM 1.3 NM
[urea; M]
pl 6 6 6.1 6.1 5.9 6.3
ICso (mg/mL) 0.483 0.540 0.063 0.064 0.061 0.047

*, Proteina obtenida seis horas después de la induccién; + desviacién estandar; *, prediccién de
estructura secundaria hecha con el servidor DICHROWERB a partir de los datos colectados por DC;

NM, no mostro.
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VIIl. CONCLUSIONES

El analisis in silico reveld6 que la modificacion de AAC con péptidos
bioactivos genera cambios estructurales, lo cual es consistente con la
prediccién del contenido de estructura secundaria, con la caracterizacion

espectroscopica (IF y DC) y con los resultados de IECA para cada proteina.

Con base al mayor nivel de expresion, la mejor cepa para la obtencion de la
AAC y de sus versiones modificadas es E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL.
La expresion por 6 h de las proteinas recombinantes fue suficiente para
obtener altos rendimientos; esta cantidad facilitd su purificacion en un solo
paso mediante cromatografia de afinidad a Ni en un sistema FPLC. A pesar
de que las proteinas se expresaron como cuerpos de inclusién, fue posible
estandarizar un protocolo de replegamiento para llevar a cabo los estudios

estructurales.

AACM.2, AACM.3 y AACM3.4 mostraron menor estabilidad; es decir, la
modificacién de las regiones variables 1l y Il desestabiliza a la proteina
AAC (muy probablemente por la pérdida de interacciones). En cambio, las
proteinas AACM.1 y AACM.4 mostraron mayor estabilidad al someterlas a
cambios de temperatura y fuerza iénica; es decir, las modificaciones en las

variables | y IV son toleradas y mejoran la estabilidad de la proteina.

El efecto de inhibicion de la ECA result6 mayor en las proteinas
modificadas, a excepcion de AACM.1. Esta diferencia probablemente es

consecuencia de la conformacion compacta que AACM.1 adopta.

Las proteinas que presentaron menor estabilidad mantuvieron su actividad
nutracéutica. Es decir, pareciera que a mayor estabilidad en las proteinas

estudiadas el efecto inhibitorio sobre la ECA se reduce.
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IX. PERSPECTIVAS

Durante la electroforesis 2D de cada proteina recombinante se observo la
presencia de mas de una mancha que, se sospecha, corresponde a mas de una
proteina; por lo tanto, es preciso secuenciar cada una de las manchas para
identificar si su aparicion es producto del etiquetado para la degradacion de las

proteinas.

Una parte importante para el uso o aplicacion de las proteinas analizadas en este
estudio es su bioseguridad y efectividad como agente terapéutico; por lo tanto, es
necesario realizar pruebas in vivo para evaluar su efectividad como
antihipertensivos y/o conocer los efectos secundarios que se pudieran generar tras

Su consumo.

Las propiedades funcionales como actividad espumante, actividad gelificante y
actividad emulsificante, asi como pruebas de vida acelerada, entre otras; son
criterios importantes para el uso o aplicacién de proteinas como agentes aditivos
(para la generacion de alimentos y/o nuevos productos); por lo tanto, se sugiere
realizar las pruebas precisas para determinar las propiedades funcionales de las

proteinas que presentaron mayor estabilidad (AACM.1 y AACM.4).

El estudio tridimensional de las proteinas permite un mayor entendimiento de sus
propiedades fisicoquimicas. Por tal razén, es pertinente realizar estudios (in vitro e
in silico) a nivel atbmico de las proteinas que mostraron cambios en la estabilidad
(AACM.1 y AACM.4). Para ello, se podrian realizar ensayos de cristalografia de
rayos X, o de resonancia magnética nuclear (RMN), o bien simulaciones de

dinAmica molecular.

89



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

X. BIBLIOGRAFIA

Agyei D. y Danquah M. 2011. Industrial-scale manufacturing of pharmaceutical-
grade bioactive peptides. Biotechnology Advances 29, 272-277.

Ahhmed A. M. y Muguruma M. 2010. A review of meat protein hydrolysates and
hypertension. Meat Science 86, 110-118.

Arano-Varela H., Dominguez-Dominguez J. y Paredes-Lopez O. 2012. Effect of
environmental conditions on the expression levels of a recombinant 11S
amaranth globulin in Escherichia coli. Recent Patents on Biotechnology 6,
23-31.

Arihara K. 2006 Strategies for designing novel functional meat products. Meat
Science 74, 219-229.

Baker T. A y Sauer R. 2012. CIpXP, an ATP-powered unfolding and protein-
degradation machine. Biochimica et Biophysica Acta 1823, 15-28.

Baldwin R.L. 1975. Intermediates in protein folding reactions and the mechanism of
protein folding. Annual Revew of Biochemestry 44, 453-475.

Barba de la Rosa A. P., Gueguen J., Paredes-Lopez O. y Viroben G. 1992.
Fractionation procedures, electrophoretic characterization and amino acid
composition of amaranth seed protein. Journal of Agricultural and Food
Chemistry 40, 931-936.

Ben H. Y., Labidi A., Arnaudin I., Bridiau N., Delatouche R., Maugard T., Piot J.
M., Sannier F., Thiéry V. y Bordenave-Juchereau S. 2013. Measuring
angiotensin-I converting enzyme inhibitory activity by micro plate assays:
comparison using marine cryptides and tentative threshold determinations
with captopril and losartan. Journal of Agricultural and Food Chemistry 61,
10685-90.

Berg J. M., Tymoczko J. L. y Stryer L. 2002. Biochemistry, W. H. Freeman (Ed.)
5th edition. New York

90



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

Bertucci C., Pistolozzi M. y De Simone A. 2011. Structural characterization of
recombinant therapeutic proteins by circular dichroism. Current
Pharmaceutical Biotechnology 10, 1508-16

Campos-Nonato |., Hernandez-Barrera L., Rojas-Martinez R., Pedroza A., Medina-
Garcia C. y Barquera-Cervera S. 2013. Hipertension arterial: prevalencia,
diagndstico oportuno, control y tendencias en adultos mexicanos. Salud
publica en México 55, 2.

Carrazco-Pefia L, Osuna-Castro J. A., De Ledn-Rodriguez A., Maruyama N., Toro-
Vazquez J. F., Morales-Rueda J. A. y Barba de la Rosa A. P. Modification of
solubility and heat-induced gelation of amaranth 11S globulin by protein
engineering. Jounal of Agricultural and Food Chemistry 6, 3509-16.

Casey R. 1999. Distribution and some properties of seed globulins. En Seed
Proteins. Shewry P.R. y Casey R. (eds). Kluwer Academic Publishers.
Dordrecht, Holanda pp. 159-169.

Castro-Martinez C., Luna-Suérez S. y Paredes Lopes O. 2012. Overexpression of
a modified protein from amaranth seed in Escherichia coli and effect of
environmental conditions on the protein expression. Journal of
Biotechnology 158, 59-67.

Chan C.H,Tsai C. J. y Chiang Y. W. 2015. Side-chain packing interactions
stabilize an intermediate of BAX protein against chemical and thermal

denaturation. The Journal of Physical Chemistry 119, 54-64.

Chen D., Duggan C., Ganley J. P., Kooragayala L. M., Reden T. B., Texada D. E. y
Langford M.P. 2004. Expression of enterovirus 70 capsid protein VP1 in
Escherichia coli. Protein Expression and Purification 37, 426-433.

Chen, V. B., Arendall, W. B., Headd, J. J., Keedy D. A. 2010. MolProbity: all-atom
structure  validation  for  macromolecular  crystallography.  Acta
Crystallographica Section D Biological 66, 12-21.

91



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

Chou C. P. 2007. Engineering cell physiology to enhance recombinant protein
production in Escherichia coli. Applied Microbiology and Biotechnology 76,
521-532.

Clark E. D. B. 2001. Protein refolding for industrial processes. Current Opinion in
Biotechnology, 12, 202-207.

Cobo-Abreu C. y Fabian San Miguel M. G. Tratamiento de la hipertension arterial
sistémica en pacientes con asma y enfermedad pulmonar obstructiva

cronica. Revista del instituto nacional de enfermedades repiratorias 20, 1.

Corzo-Martinez M., Carrera-Sanchez C., Moreno F. J., Rodriguez-Patino J. M.
y Villamiel M. 2012. Interfacial and foaming properties of bovine [-
lactoglobulin: Galactose Maillard conjugates. Food Hydrocolloids 27, 438-
447 .

Costantino H. R., Langer R. y Klibanov A. M. 1995. Aggregation of lyophilized
pharmaceutical protein, recombinant human albumin: Effect of moisture and

stabilization by experiments. Biotechnology 13, 493-496.

Cushman D. W. y Cheung H. S. 1971. Spectrophotometric assay and properties of
the angiotensin-converting enzyme of rabbit lung. Biochemical
Pharmacology 20, 1637-1648.

Danielsson C. E. 1949. Seed globulins of the graminae and leguminosae.
Biochemical Journal 44, 387-400.

Delgado-Vargas F. Paredes-Lopez O. 2000. Natural colorants for foods and
nutraceutical uses. p 259 CRC PRESS, United States of America.

Dickinson C. D., Scott M. P., Hussein E. H., Argos P. y Nielsen N. C. 1990. Effect
of structural modifications on the assembly of a glycinin subunit. Plant Cell
2, 403-413.

Donovan R. S., Robinson C. W., Glick B. R. (1995). Review: optimizing inducer
and culture conditions for expression of foreign proteins under the control of

the lac promoter. Journal of Industrial Microbiology 16, 145-154.

92



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

Dumbroff E. B. y Gepstein F. 1993. Immunological methods for assessing protein
expression in plants. En: Methods in plant molecular biology and
biotechnology. P 207 CRC Press, United States of America.

Duranti M. 2006. Grain legume proteins and nutraceutical properties. Fitoterapia
77, 67-82.

Erdmann K., Cheung B. y Shroder H. 2008. The possible roles of food-derived
bioactive peptides in reducing the risk of cardiovascular disease. Journal of
Nutritional Biochemistry 18, 643-654.

Fahmi A., Morimura S. Guo H. C., Shigematsu T., Kida K. y Uemura Y. 2004.
Production of angiotensin | converting enzyme inhibitory peptides from sea
bream scales. Process Biochemistry 39, 1195-1200.

Fersht A. 1999. Structure and mechanisms in protein science: a guide to enzyme

catalysis and protein folding. W.H. Freeman, New York. pp. 85.

Flynn J. M., Neher S. B., Kim Y.l., Sauer R. T., Baker T. A. 2003. Proteomic
discovery of cellular substrates of the CIpXP protease reveals five classes of

ClpX-recognition signals. Molecular Cell 11, 671-683.

Fritz M., Vecchi B., Rinaldi G., y Aion M. C. 2011. Amaranth seed protein
hydrolysates have in vivo and in vitro antihypertensive activity. Food
Chemistry 126, 878-884.

Fukushima D. 1991. Structure of plant storage protein and their functions. Food

Reviews International 7, 353-381.

Gidamis A. B., Wright P., Haque Z., Katsube T., Kito M. y Utsumi S. 1995.
Modification of tolerability of soybean ploglycinin. Bioscience, Biotechnology
and Biochemistry 59, 1593-1595.

Gierasch L. M. y King J. 1990. Protein folding: Deciphering the second half of the
genetic code. American Association for the Advancement of Science,
Washington, DC.

93



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

Glick B. R. 1995. Metabolic load and heterologous gene expression. Biotechnology
Advances 2, 247-261.

Gobetti M., Ferranti P., Smacchi E., Goffredi F. y Addeo F. 2000. Production of
angiotensin-I-converting-enzyme-inhibitory peptides in fermented milks
started by Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus SS1 and Lactococcus
lactis ssp. Cremoris FT4. Applied and Environmental Microbiology 66, 3898-
3904.

Gorinstein S. 1993. Relationship between amino acid sequence and secondary
structures of proteins in plants and cereals. Bioscience, Biotechnology and
Biochemistry 57, 1617-1623.

Grimsley G. R., Shaw K. L., Fee R., Alston R., Huyghues-Despointes B., Thurlkill
R., Scholtz J. y Pace C. N. 1999. Increasing protein stability by altering long-

range coulombic interactions. Protein Science 8, 1843-1849.

Li G. H., Le G. W, Shi Y. y Shrestha S. 2004. Angiotensin |-converting enzyme
inhibitory peptides derived from food proteins and their physiological and
pharmacological effects. Nutrition Research 24, 469-486.

Gupta P., Hall C. K. y Voegler A. C. 1998. Effect of denaturant and protein
concentrations upon protein refolding and aggregation: a simple lattice
model. Protein Science 12, 2642-2652.

Hartmann R. y Meisel H. 2007. Food-derived peptides with biological activity: from

research to food applications. Current Opinion in Biotechnology 18, 163-9.

Hayes M., Stanton C., Slattery H., O"Sullivan O., Hill C., Fitzgerald G. F. y Ross R.
P. 2007. Casein fermentate of Lactobacillus animalis DPC6134 contains a
range f novel propeptide angiotensin-converting enzyme inhibitors. Applied
and Environmental Microbiology 73, 4658-4667.

Herman E. M. y Larkins B. A. 1999. Protein storage bodies and vacuoles. The
Plant Cell 11, 601-613.

Hernandez A. 2003. Fermentacion. En Microbiologia Industrial (12. Ed.). p 35
EUNED, Costa Rica.

94



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

Hernandez-Ledesma B., Contreras M. y Recio |. 2010. Antihypertensive peptides:
Production, bioavailability and incorporation into foods. Advances in Colloid
and Interface Science 165, 23-35.

Higgins T. J. 1984. Synthesis and regulation of major proteins in seeds. Annual

Review of plant Physiology 35, 191-221.

Hu F., Zhao Y., Qi X., Cui H., Gao Y., Gao H., Liu C., Wang Y., Zhang Y., Li K,,
Wang X. y Wang Y. 2015. Soluble expression and enzymatic activity
evaluation of protease from reticuloendotheliosis virus. Protein expression
and purification 114, 64-70.

Humbard M. A., Surkov S., Donatis G. M., Jenkins L. M y Maurizi M. 2013. The N-
degradome of Escherichia coli: limited proteolysis in vivo generates a large
pool of proteins bearing N-degrons. The Journal of Biologial Chemistry 288,
28813-28824.

Kallberg M., Wang H., Wang S., Peng J. 2012. Template-based protein structure
modeling using the RaptorX web server. Nature Protocols 7, 1511-1522.

Kamionka M. 2011. Enginnering of therapeutic proteins production in Escherichia
coli. Current Pharmaceutical Biotechnology 12, 268-274.

Katsube T., Gidamis A. B., Kanamori J., Kang I. J., Utsumi S. y Kito M. 1994.
Modification tolerability of the hypervariable region of soybean proglycinin.
Journal of Agricultural and Food Chemistry 42, 2639-2645.

Kawasaki T., Seki E., Osajima K., Yoshida M., Asada K. y Matsui T. 2000.
Antihypertensive effect of valyl-tyrosine, a short chain peptide derived from
sardine muscle hydrolyzate, on mild hypertensive subjects. Journal of
Human Hyertension 14, 519-523.

Khatib K. A., Herald T. J. y Muiilo P. L. 2005. The caracterization of soybean
varieties by fluorescence spectroscopy. International Journal of Food
Science and Technology 40, 545-555.

Khurana R., Gillespie J.R., Talapatra A., Minert L.J., lonescu-Zanetti C., Millet I. y

Fink A. 2001. Partially folded intermediates as critical precursors of light

95



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

chain amyloid fibrils and amorphous aggregates. Biochemistry 40, 3525-
3535.

Kim C-S., Kamiya S, Sato T, Utsumi S, Kito M. 1990. Improvement of nutritional
value and functional properties of soybean glycinin. Protein Engineering 3,
725-33.

Kits D. D. y Weiler K. 2003. Bioactive proteins and peptides from food sources.
Applications of bioprocesses used in isolation and recovery. Current
Pharmaceutical Design 9, 1309-23.

Konishi Y. y Yoshimoto H. 1989. Amaranth globulins as a heat-stable emulsifying.
Agricultural and Biological Chemistry 53, 3327-3328.

Korhonen H. y Pihlanto A. 2003. Food-derived bioactive peptides-opportunities for
designing future foods. Current Pharmaceutical Design 9, 1297-1308.

Krause M., Ukkonen K., Haataja T., Ruottinen M., Glumoff T., Neubauer A.,
Neubauer P. y Vassala A. 2010. A novel fed-batch based cultivation method
provides high cell-density and improves yield of soluble recombinant

proteins in shaken cultures. Microbial Cell Factories 9, 11.

Krieger E.,Joo K. Lee J. y Lee J. 2009. Improving physical realism,
stereochemistry, and side-chain accuracy in homology modeling: Four
approaches that performed well in CASP8. Proteins 9, 114-22.

Kufareval. y Abagyan R. 2012. Methods of protein structure comparison. Methods
in Molecular Biology 857, 231-257.

Kuwahima K. 1989. The molten globule state as a clue for understanding the
folding and cooperativity of globular-protein structure. Proteins: Structure,
Function, and Genetics 6, 87-103.

Lang G. J., Zhang M. Y., LiB. L., Yu L. L., Lu X. M. y Zhang C. X. 2010. Molecular
characterization and inhibition analysis of the acetylcholinesterase gene
from the silkworm maggot, Exorista sorbillans. BMB Reports 43, 573-8.

96



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

Lavinder J. L, Hari S. B., Sullivan B. J. y Magliery T. 2009. High-throughput thermal
scanning: a general, rapid dye-binding thermal shift screen for protein
engineering. Journal of American Chemical Society 131, 3794-3795.

Liu L, Yang C y Guo QX. 2000. A study on the enthalpy-entropy compensation in
protein unfolding. Biophysical Chemistry. 15, 239-51.

Lopez A. D. y Murray C. C. 1998. The global burden of disease, 1990-2020. Nature
Medicine 4, 1241-3.

Luna-Suarez S. 2008. Introduccion de péptidos bioactivos de interés nutracéutico
en una globulina de amaranto. Tesis de doctorado, CINVESTAV-IPN,

Irapuato.

Luna-Suarez S., Medina-Godoy S., Cruz-Hernandez A. y Paredes-Lopez O. 2008.
Expression and characterization of the acidic subunit from 11S Amaranth

seed protein. Biotechnology Journal 3, 209-219.

Luna-Suarez S., Medina-Godoy S., Cruz-Hernandez A. y Paredes-Lopez O. 2010.
Modification of the amaranth 11S globulin storage protein to produce an
inhibitory peptide of the angiotensin | converting enzyme, and its expression

in Escherichia coli. Journal of Biotechnology 148, 240-247.

Majumder K. y Wu J. 2014. Molecular targets of antihypertensive peptides:
understanding the mechanisms of action based on the pathophysiology of

hypertension. International Journal of Molecular Sciences 16, 256-83.

Mallikarjun G. K. G., Gowda L. R., Rao A. y Prakash V. 2006. Angiotensin |
converting enzyme inhibitory peptide derived from glycinin, the 11S globulin
of soybean (Glycine max). Journal of Agricultural and Food Chemistry 54,
4568-4573.

Martinez J. L., Liu L., Petranovic D. y Nielsen J. 2012. Pharmaceutical protein
production by yeast: towards production of human blood proteins by
microbial fermentation. Current Opinion in Biotechnology 23, 965-971.

Matoba N, Usui H, Fujita H, Yoshikawa M. 1999. A novel anti-hypertensive peptide

derived from ovalbumin induces nitric oxide-mediated

97



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

vasorelaxation in an isolated SHR mesenteric artery. FEBS Letters 452,181-
4.,

Medina-Godoy S. 2005. Produccion de la globulina 11S de amaranto en E. coli y
Pichia pastoris y modificacion de la estructura primaria mediante ingenieria
de proteinas. Tesis de doctorado, CINVESTAV-IPN, Irapuato.

Medina-Godoy S., Nielsen N. C. y Paredes-Lopez O. 2004. Expression and
characterization of a His-tagged 11S seed globulin from amaranthus
hypochondriacus in Escherichia coli. Biotechnology Progress 20,1749-1756.

Meisel H. 2004. Multifunctional peptides encrypted in milk proteins. Biofactors 21,
55-61.

Mizuno S., Nishimura S., Matsuura K., Gotou T. y Yamamoto N. 2004. Release of
short and proline-rich antihypertensive peptides from casein hydrolysate
with an Aspergillus oryzae protease. Journal of Dairy Science 87,3183-
3188.

Moon C. P. y Fleming K. G. 2011 Using tryptophan fluorescence to measure the
stability of membrane proteins folded in liposomes. Methods in Enzymology
492, 189-211.

Moore J. 2005. Hipertension: Catching the silent killer. The Nurse Practitioner 30,
16-18.

Morales-Camacho J. |., Dominguez-Dominguez J. y Paredes-Lépez O. 2013.
Overexpression of a Modified Amaranth Protein in Escherichia coli with
Minimal Media and Lactose as Inducer. Recent Patents on Biotechnology
10, 61-70.

Nakamura Y., Yamamoto N., Sakai K. y Takano T. 1995. Antihypertensive effect of
sour milk and peptides isolated from it that are inhibitors to angiotensin I-

converting enzyme. Journal of Dairy Science 78, 777-783.

Neumann N y Snatzke G.1990. Circular dichroism of proteins. In: BradshawRA,
PurtonM, eds. Proteins: Form and function. Elsevier:New York, pp107-117.

98



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

Nielsen N. C., Jung R., Nam Y. W., Beaman T. W., Oliveira L. D. y Bassuner R.
1995. Synthesis and assembly of 11S globulins. Journal of Plant Physiology
145, 641-647.

Onishi K., Nobuyuki M., Yamada Y., Doyama N., Maruyama N., Utsumi S. y
Yoshikawa M. 2004. Optimal designing of B-conglycinin to genetically
incorporate RPLKPW, a potent anti-hypertensive peptide
Peptides 25, 37-43.

Osborne T.B. 1924. The vegetable proteins, Longmans Green.

Osuna-Castro J. A., Rascon Cruz Q., Napier J., Fido R. J., Shewry P. R. vy
Paredes-Lopez O. 2000. Overexpression, purification and in vitro refolding
of the 11S globulin from amaranth seed in Escherichia coli. Journal and
Agricultural and Food Chemistry 48, 5249-5255.

Pace C. N. 1986. Determination and analysis of urea and guanidine hydrochloride

denaturation curves. Methods Enzymology 131, 266-80.

Pace C. N., Shirley B. A. y Thomson J. A. 1990. Measuring the conformational
stability of a protein. In Protein structure: A practical approach (ed. T.E.
Creighton), pp. 311-330. IRL Press, Oxford, UK.

Pantoliano M. W., Petrella E. C., Kwasnoski J. D., Lobanov V. S., Myslik J., Graf
T., Carver, Asel E., Springer B. A., Lane P. y Salemme F. R. 2001. High-
density miniaturized thermal shift assays as a general strategy for drug

discovery. Journal of Biomololecular Screening 6, 429-440.

Patrias K. 2007. Citing medicine: the NLM style guide for authors, editors, and
publishers. 2nd ed. Wendling D.L., technical editor. Bethesda (MD): National
Library of Medicine, USA.

Persson K. M. y Gekas V. 1994. Factors influencing aggregation of

macromolecules in solution. Process Biochemestry 29, 89-98.

Phillips K. y Hernandes de la Pefia. 2011. The combined use of the thermofluor

and thermoQ analytical software for the determination of protein stability and

99



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

buffer optimization as an aid in protein crystallization. Current Protocols in
Molecular Biology 10.28.1-10.28.15.

Rezaei-Tavirani N. y Dehghan-Nayeri M. 2015. The interpretation of protein
structure through relationship of melting point (Tm) and enthalpy of unfolding
(AHu). International Journal of Analytical, Pharmaceutical and Biomedical
Sciences 1, 47-50

Romero-Zepeda H. y Paredes-Lopez O. 1996. Isolation and characterization of
amarantin, the 11S amaranth seed globulin. Journal of Food Biochemistry
19, 329-339.

Rosano G. L y Ceccarelli E. A. 2014. Recombinant protein expression in

Escherichia coli: advances and challenges. Frontiers in Microbiology 5, 172.

Rossen L, Conell K. y Marqusee S. 2014. Evidence for close side-chain packing in
an early protein folding intermediate previously assumed to be a molten
globule. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America 111, 14746-14751.

Rullier B., Novales, B. y Axelos M. A. V. 2008. Effect of protein aggregates on 660
foaming properties of p-lactoglobulin. Colloids and Surfaces A:

Physicochemical and Engineering Aspects 330, 96-102.

Ryan J. T., Ross R. P., Bolton D., Fitzgerald G. F. y Stanton C. 2011. Bioactive
Peptides from Muscle Sources: Meat and Fish. Nutrients 3, 765-791

Sanfeng C. y Paredes-Lépez O. 1997. Isolation and characterization of the 11S

globulin from amaranth seeds. Journal of Food Biochemistry 21, 53-65.

Santiago-Lopez L, Hernandez-Mendoza A, Vallejo-Cordoba B, Mata-Haro V-
y Gonzalez-Cordova A. F. 2016. Food-derived immunomodulatory peptides.

Journal of the Science of Food Agriculture. En prensa.

Secretaria de Salud. 2012. Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn 2012.

Resultados Nacionales México, D.F. p.p 113-114.

100



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

Segura-Nieto M., Barba de la Rosa A. P. y Paredes Lopez O. 1994. Biochemistry
of amaranth proteins. In: Amaranth-Biology, Chemistry and technology.
Paredes-Lopez O. (ed.). CRC Press, Boca Raton, FL. pp. 76-95.

Seppo L., Jauhiainen T., Poussa T. y Korpela R. 2003. A fermented milk high in
bioactive peptides has a blood pressure-lowering effect in hypertensive

subjects. The American Journal of Clinical Nutrition 77, 326-330.
Shewry P.R. 1995. Plant storage proteins. Biology Review 70, 375-426.

Skoog D.A., Crouch S. R. y Holler F. J. 2007. Principles of Instrumental Analysis. 6
th. Edition. Thomson Brooks/Cole.

Smith P. K., Krohn R. I|., Hermanson G. T., Mallia A. K., Gartner F. H., Provenzano
M. D., Fujimoto E. K., Goeke N. M., Olson B. J. y Klenk D. C. 1985.
Measurement of protein using bicinchoninic acid. Analytical Biochemistry
150, 76-85.

So P. T. C.yDong, C. Y. 2002. Fluorescence spectrophotometry. Encyclopedia of
Life Sciences. Macmillan Publishers Ltd, Nature Publishing Group.

Sreerama N. y Woody R. W. 2003. Structural composition of Bi- and Bu-proteins.
Protein Science 12, 384-388.

Staswick P. E., Hermodson M. A. y Nielsen N. C. 1984. Identification of the
cystines which link acidic and basic components of the glycinin subunits.
Journal of Biological Chemistry 259, 13431-13435.

Takenaka Y., Utsumi S. y Yoshikawa M. 2000. Introduction of enterostatin
(VPDPR) an a related sequence into soybean proglycinin A1aBis subunit by
site-directed mutagenesis. Bioscience, Biotechnology and Biochemistry 64,
2731-2733.

Tandang-Silvas M. R., Cabanos C. C., Carrazco-Pefa L., Barba de la Rosa A. P.
2012. Crystal structure of a major seed storage protein, 11S proglobulin,
from Amaranthus hypochondriacus: insight into its physico-chemical
properties. Food Chemistry 135, 819-826.

101



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

Tandang-Silvas M. R., Tecson-Mendoza E. M., Mikami B., Utsumi S. y Maruyama
N. 2011. Molecular design of seed storage proteins for enhanced food
physicochemical properties. Annual Review of Food Science and
Technology 2, 59-73.

Tezuka M., Yagasaki K. y Ono T. 2004. Changes in Characters of Soybean
Glycinin Groups |, lla, and llb Caused by Heating. Journal of Agricultural
and Food Chemistry 24, 1693-9.

Tsumoto K., Ejima D., Kumagai I. y Arakawa T. 2003. Practical considerations in
refolding proteins from inclusion bodies. Protein Expression and Purification
1,1-8.

Umetsu M., Tsumoto K., Hara M., Ashish K., Goda S., Adschiri T. y Kumagai |.
2003. How additives influence the refolding of immunoglobulin-folded
proteins in a stepwise dialysis system. Spectroscopic evidence for highly
efficient refolding of a single-chain Fv fragment. The Journal Biological
Chemistry. 278, 8979-87.

Utsumi S., Gidamis A. B., Mikami B. y Kito M. 1993 Crystallization and preliminary
X-ray crystallographic analysis of the soybean proglycinin expressed in

Escherichia coli. Journal of Molecular Biology 223, 177-178.

Vivian J. T. y Callis P. R. 2001. Mechanisms of tryptophan fluorescence shifts in
proteins. Biophysical Journal 80, 2093-21009.

Wang Y y Zhang Y.H. 2009. Overexpression and simple purification of the
Thermotoga maritima 6-phosphogluconate dehydrogenase in Escherichia
coli and its application for NADPH regeneration. Microbial Cell Factories 8,
30-40.

Wetzel R. (1997) Domain stability in immunoglobulin light chain deposition
disorders. Advances in Protein Chemistry 50, 182-242.

Whitmore L. y Wallace B. A. 2004. DICHROWEB, an online server for protein
secondary structure analyses from circular dichroism spectroscopic
data. Nucleic Acids Res. 32, 668-673.

102



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

Wijesekara I. y Kim Se-Kwon. 2010. Angiotensin-I-Converting Enzyme (ACE)
inhibitors from marine resources: prospects in the pharmaceutical industry.
Marine Drugs 8, 1080-1093.

World Hypertension League. 2016. Healthy Lifestyle Healthy Blood Pressure.
Disponible en http://www.worldhypertensionleague.org/index.phpl/j-

stuff/hypertension-globally

Wright D. J. 1988. The seed globulins- Part Il. En Developments in Food Proteins.
Hudson B. J. F (Ed.). Elsevier Applied Science pp. 119-177.

Wright D. J. 1988. The seed globulins-Part Il. In: Hudson B. J. F. (Ed.),

Developments in food proteins. Elsevier Applied Science pp. 119-177.

Xu J., Baase W. A., Baldwin E. y Matthews B.W. 1998. The response of T4
lysozyme to large-to-small substitutions within the core and its relation to the
hydrophobic effect. Protein Science 7, 158-177.

Yamaguchi H. y Miyazaki M. 2014. Refolding techniques for recovering biologically
active recombinant proteins from inclusion bodies. Biomolecules 4, 235-251.

Zhi W., Landry S. J., Gierasch L. M., Srere P. A. 1992. Renaturation of citrate
synthase: Influence of denaturant and folding assistants. Protein Science 1,
522-529.

103



Tolerancia a la modificacion de una globulina de amaranto. | Morales-Camacho

Apéndice A

Prediccion de estructura secundaria con el servidor PSIPRED. El contenido de
hebras 3, hélice y estructura desordenada (asas y giros) coincide con la prediccion
del servidor RaptorX. En cada una de las ilustraciones que a continuacion se
presentan se describe el contenido de estructura secundaria de las proteinas
recombinantes, también se muestra la secuencia de aminoacidos que corresponde
a cada proteina y subrayado en rojo se resalta el(los) inserto(s) o insertos segun

corresponda.
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Apéndice B

En la siguiente figura se muestran cuatro geles SDS-PAGE para el analisis
densitométrico mediante paqueteria Image Lab (Bio-Rad). También se muestra el
resultado de la deteccidon inmunoldgica por analisis tipo Western blot. En cada
carril se cargaron aproximadamente 5 ug de proteina.

A B

kDamw 1 2 3 4 5 6 7 8 9 kba w1 2 3 4 56 7 8 9

Figura 1. SDS-PAGE y Western blot de las proteinas recombinantes. A. AAC; B. AACM.3; C.
AACM.4; D. AACM.3.4. Carriles: MW, marcador de peso molecular; 1, 0 h de expresion; 2, 1.5 h de
expresion; 3, 3 h de expresion; 4, 6 h de expresion; 5, 24 h de expresién en E. coli Rosetta 2; 6, 1.5
h de expresion; 7, 3 h de expresion; 8, 6 h de expresion; 9, 24 h de expresion en E. coli BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL.
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Apéndice C

En las siguientes imagenes se presentan los cromatogramas y el gel SDS-PAGE
de la purificacion de cada una de las proteinas mutantes de AAC que contienen el
inserto VYVYVYVY. La flecha roja en el cromatograma indica el pico que
corresponde con la elucién de la proteina modificada y en el gel se observa el
perfil electroforético de las muestras colectadas que conforman el pico sefalado.
AACM.3 eluy6é a 50 mM de imidazol, en cambio, AACM.1, AACM.2 y AACM.4

eluyeron a 125 mM de imidazol.
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A continuacion, se presentan los graficos que arrojo el servidor DICHROWEB de

la prediccibn con el programa CDSSTR. En todos los casos, los datos

experimentales se ajustan a los datos reconstruidos para la prediccion del

contenido de estructura secundaria.
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Figura 1. Ajuste en DICHROWERB de los datos colectados de DC para AAC.
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Figura 4. Ajuste en DICHROWEB de los datos colectados de DC para AACM.3.
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Apéndice E
Las siguientes Figuras corresponden a las curvas de van't Hoff (InKeq vs 1/T) de
las transiciones de AAC, AACM,1 y AACM.4 obtenidas mediante DC.

LN Keq AAC

0.0030 00037 0.0032
1TK
Figura 1. Curva de van’t Hoff de AAC.

LN Keq AACM.1

0.0029 0.0030 0.0031 0.0032
1TK

Figura 2. Curva de van't Hoff de AACM.1.
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LN Keq AACM .4
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Figura 3. Curva de van't Hoff de AACM.4.
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