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LAS ANEMONAS MARINAS SON UNA FUENTE
PROMISORIA DE POLIPEPTIDOS BIOACTIVOS

Inhibidores de proteasas (Delfin et al., 1994 y 1996; Gonzalez et al., 2013).

Neurotoxinas bloqueadoras de canales idnicos (Castafeda et al., 1995; Oliveira et al.,
2004).

Fosfolipasas (Pazos et al., 1996).

Proteinas formadoras de poros “PFP” conocidas como actinoporinas (Lanio et al., 2001;
Kohno et al., 2009; Alvarado-Mesén et al., 2019).
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Actinoporinas (kem, 19ss)

 Toxinas formadoras de poros en membranas producidas por anémonas de mar
« Masa molecular » 20 kDa

e pl>9

« Alta afinidad por membranas que contienen esfingomielina

* Predomina la estructura f3

 Tienen actividad permeabilizante en células y membranas modelos a concentraciones nM

31 actinoporinas han sido reportadas

25 secuencias se conocen .

o 4 3 T e, Y PN o0
Stichodactyla helianthus Actinia equina Actinia fragacea
. Stl, Stli EqTIi FraC
* 4 eStrU Ctu ras han Sl d O resue Itas Machefio y col., 200.’:’; Castrillo et al., Athanasiadis ycclo/., 2001; Hinds et %ic;aly y col, 2011;Tanaka et al.,
2009 al., 2002
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Estructura 3D de las actinoporinas

1. Nucleo central de hojas-B intercaladas
2. Dos hélices a

3. Estructuras en forma de lazos

4. Sitio de union interfacial (SUI)

Cristalografia con Difraccion de Rayos X:
Eqt Il Athanasiadis y col. (2001)
St Il Macheiio y col. (2003)
FraC Mechaly y col. (2011)
Tanaka y col. (2015)

Resonancia Magnética Nuclear (RMN):
Eqt Il Hinds y col. (2002)
St | Castrillo y col. (2009)
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Tanaka et al., 2015
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Secuencias de Secuenciacion

actinoporinas

ARNtotal ‘1’ ADN plasmidico ~
Disefio de oligos de seis colonias 3 secuencias
degenerados completas
@ ] = liTTOPlO) codificantes
oligos ‘ \_Para actinoporina
‘1' \ S pCRZ-TQIi(_))T -2 para 215 residuos de

aa con una Pro2 en la
proteina maduray
-una para 214 residuos
de aa carente de este
residuo

RACE-PCR
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2 X ‘ PS 21 aa ‘ ‘ PP 14 aa ‘ Pro 2 Proteina madura 180 aa

|

» Sintesis de la secuencia de ADN codificante para la proteina
madura de 179 aa en el vector de expresion pET-21 (a+)

1,(‘ PS 21 aa H PP 14 aa

Leu 2 Proteina madura 179 aa ‘]

> Obtencion de la proteina heterdloga —Nigrelisina (Ng)- en
células de E. coli BL21 Star (DE3) por el método de
autoinduccion (Studier, 2005; Valle et al, 2018)
Elevado rendimiento: 15 mg. L! de cultivo
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Pico O BL21ind.  OL2Y 0o ind. Sl

Purificacion de Ng en ol
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Se procedio a la caracterizacion molecular y funcional de nigrelisina (Ng) en
comparacion con Sticholisina Il (Stll), la actinoporina mas potente conocida
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CARACTERIZACION MOLECULAR

Espectro MALDI-TOF de Ng

1.1 Fre

m/z=19 661 x 3 Da
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W [Tz Aluamdﬂ—m Es,én et u-’l., zﬂlg

Secuenciacion mediante MALDI-TOF TOF de Ngr
SLEVAGAVMEGANLGMSVLOTILOATGDVSRKIAVGVDNESGRSWTAONAYFRSGTSDVIL

(RRARREERRER.

PHTVPSGKALLYDGOKNRGPVATGVVGVITY TMCDGNTLAVMESVEYDYNWY SNWWNVELY

HGKVRASQKMYEDLYYYRSPFKGDNGWHERNLGYGL SKGFMNS SGAALLQIKVMKA

Ng contiene 179 aa - PM de 19 661 = 3 Da y un pl teorico de 9,68
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CARACTERIZACION MOLECULAR

Determinacion del contenido de estructura
secundaria

Espectros tipicos CD - UV lejano
1

0

81~ Stll

6- Proteina Hélice a HojaB Aleatoria

n (%)

Alvarado-Mesén et al., 2019

/ Ng 5,5 585 35,0
2 Ng Stil 8,2 600 31,4
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CARACTERIZACION MOLECULAR

Caracterizacion conformacional de Ng

Espectros tipicos de Ngr y Stll Atenuacion de la F de Ng y St

CD UV cercano s por AA
1.0 4
—stll
— —— Ngr a- A
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2,04 14
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-Ng: ligero desplazamiento hacia la region roja del -Comportamiento no lineal en Ng
espectro respecto a Stil, y — Mas de una poblacién de Trp expuestos
-la relacién entre las intensidades de su bandas a en Ng
290/282 nm es mayor para Ng en comparacién con Stll -Mayor exposicién de Trp en Ng
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CARACTERIZACION FUNCIONAL

Union de Ng y Stll a monocapas de PC:SM (1:1)

Tejuca et al., 1996, 2001; Alvarez-Valcarcel et al.,
2001; Pedrera et al., 2014

Pero la V inicial (V) de
incorporacion a las monocapas es
mayor para Ng

Determinacion de la presion
critica () como medida de
la afinidad de las toxinas por

05

la monocapa C * Nor
-Ambas toxinas se o . e
1, (mN.m%) asocian en igual extension :..E K .
la monocapa e
Z L
Ng (47.1%1.4 -Como 1, > 35 mN.m"* ;E " .
ambas proteinas no solo se  °f e
Stil |43.811.3 asocian sino que se " "o
insertan en la membrana 0 15 ™ 3 W I &

Alvarado-Mesén ef al., 2019

Maget-Dana, 1999; Gutiérrez-Aguirre et al., 2004.
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CARACTERIZACION FUNCIONAL

Union de Ng y Stll a bicapas (SUV de PC:SM, 1:1)

Tejuca et al., 1996, 2001; Alvarez-Valcarcel et al., 2001

Atenuacion de la fluorescencia de Ng y Stil
unidas a SUV PC:SM (1:1) por adicion de AA

Afinidad de las toxinas por la
bicapa mediante la
determinacion del Lip .,

Lips, (umol.L-1) o
Ng: 2.5 + 0.1

Alvarado-Mesén

wwwwwwww

Fo .
=1+ Ksv
2= 1+ Ksv[Q)

Stll: 2.1£0.3 oo o oo
1] &0 100 150 200 250 Joo
[Acrilamida], mM
Lipm son muy similares entre ambas Relacién lineal de la fluorescencia en presencia y

ausencia de AA en funcion de su concentracion

toxinas = igual afinidad
sugiere la presencia de una unica poblacion de

Lakowicz y Masters, 2006




Ng y Stll permeabilizan vesiculas de PC:SM

CARACTERIZACION FUNCIONAL

1004 C<, Ngr = 0,25 + 0,003 pM
C., Stll =0,37 + 0,005 pM
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(1:1)

(Tejuca et al., 1996; Alvarez et al., 2001)

C;,: concentracion de proteina
necesaria para promover la
liberacion del 50% de la sonda
atrapada en las vesiculas.

4 N\
Ambas actinoporinas no difirieron

apreciablemente en su actividad
permeabilizante

- J

Alvarado-Mesen et al., 2019
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CARACTERIZACION FUNCIONAL

Ng despliega una elevada actividad hemolitica
en eritrocitos humanos

o Velocidad de hemolisis

0.6+

Eficacia de la hemolisis 05

HCs (nM)
Ng 0,09 +0.01
Stll 0.13+0.01

0.4-

0.3+

0.2+

Velocidad de hemoliss  (min )

0.14

0.0-
0.00 005 010 015 020 025 030 0.35

La eficacia de la hemolisis es similar
para ambas actinoporinas.

[Toxinay, nM
Ng muestra una velocidad de
hemolisis superior a la de Stll

Alvarado-Mesén et al., 2019
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CARACTERIZACION FUNCIONAL

Ng y Stll también muestran similar actividad
permeabilizante en células de linfoma murino L1210

~1201
: , : S | aNgr
Citometria de flujo L OStl|
con Pl S 80
o
:
Ng y Stll muestran la misma *g_ 40
fln [] d bll- L m -
e |caf:|a e permeablizacion g C. =22 %01 nkd
de células L1210 en [nM] al 2 50
igual que en eritrocitos. © 0 Cgo=2.1% 0.3 nM
0.1 1 10 100
Alvarado-Mesén et al., 2019 Toxina (HH]
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CARACTERIZACION FUNCIONAL

Modelacion por homologia de Ng

Alvarado Mesén et al., 2019
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Actualmente nuestro grupo trabaja en el clonaje, expresion y
caracterizacion molecular y funcional de las dos isoformas de
nigrelisina con un residuo de Pro2 (Proyecto SIA 0640-19)




Dialogo en bioeconomia:

La UNA al servicio del desarrollo nacional.

CONCLUSIONES

Ng es una actinoporina con una actividad funcional similar a la de Stll, pero con
peculiaridades que la hacen tener una velocidad de insercion en membranas
y de hemdlisis superior a Stll. por lo tanto, es una PFP con potencial para el
desarrollo de aplicaciones biotecnologicas y biomédicas.

Es posible el desarrollo de una BIOECONOMIA AVANZADA mediante el uso

de herramientas biotecnolégicas que permitan el aprovechamiento econémico de los
recursos genéticos y bioquimicos de nuestra biodiversidad en condiciones ex situ, sin tener
que estar accediendo a la fuente natural de la cual proviene la informacion genética.
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