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energía de cada nivel se calcula con la expresión E" = -¡""yBo; donde n es la constante de Planck en 

su forma reducida (h/2n:), y la constante giromagnética del núcleo atómico y Bo la magnitud del 

campo magnético. 

Cuando el núcleo atómico tiene un espín 1 = O; {t es O en ausencia o presencia de un campo 

magnético Eo. En cambio, cuando el espín nuclear 1 es igual a 7f (caso de los isótopos lH, HC y 15N), 

{t puede tomar los valores -y, y +11,; los cuales se distinguen respectivamente con las letras (3 y a. 

Para el espín 1 = 7f bajo la influencia de Eo, el momento magnético a (+11,) se alinea en la dirección 

del campo magnético y el momento magnético (3 (-%) se opone; lo cual genera una separación 

energética que se calcula con la expresión dEa_# = nyEo. Con base en esta expresión es posible 

deducir que existe un valor de frecuencia específico para la transición energética entre los estados a 

y (3 igualando la ecuación anterior con la expresión dE = hv; donde h es la constante de Planck y v la 

frecuencia de una onda electromagnética. De la combinación de las expresiones dEa_p y dE se 

deduce la expresión v = yEo/(2n:). A este valor de frecuencia se le conoce como la frecuencia de 

Larmor (VI). Por tanto, si un espín 1 = 7f dentro del flujo magnético Ea es irradiado con una onda 

electromagnética de frecuencia VI, la condición de resonancia se cumple y ocurre una transición 

energética del estado a al (3. La Figura 1.2 ilustra el momento magnético {t y la separación de niveles 

en función del campo Ea para el caso descrito. 

a) b) e) d) 
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E 
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Figura 1.2. Representaciones del espín nuclear Iy del momento magnético J.1. En el inciso a) se representa el caso de los 

núcleos IH, l3e y 15N; cuyo espín nuclear es ¡ = 'lí. En b) se muestra el momento magnético!t generado por la rotación 

nuclear. En e) los dos valores de J.1 para un espín J = Yz. El inciso d) muestra una gráfica donde se muestra la influencia 

del campo magnético Bo sobre de la separación entre los dos niveles energéticos de J.1 de este caso. La constante 

giromagnética de cada núcleo amplifica o reduce la separación. 

Al considerar una muestra de átomos con espín nuclear 1 = % Y un campo Ea > > 0, se 

conoce que en el equilibro el número de momentos magnéticos alineados con la dirección del 

campo (Na) es ligeramente mayor al número de momentos en contra (NI;); de acuerdo a ecuación 
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Figura lA. Manipulación del vector magnético TI J, relajación transversal y detección del decaimiento libre de la 

inducción (FID). En a) se muestra a Bl (de color negro) en diferentes situaciones. El vector permanece paralelo a Bo en 

el equilibrio. Un pulso de radiofrecuencia provoca una rotación de 90° poniendo al vector sobre el plano xy. Fuera del 

equilibrio y en el plano xy, nI comienza a rotar. En el inciso b) se muestran las proyecciones en el plano xy de las 

figuras del inciso anterior. Aquí se resalta la componente de Bl en el eje "y" de color gris. En e) se ilustra la cantidad de 

corriente inducida por B¡ medida con el detector corriente eléctrica colocado en la posición +y. En el equilibrio, la 

inducción de corriente es nula (punto vo). Después del pulso la inducción es máxima y de signo positivo (VI). Los 

puntos Vz y v} alterna el signo de la corriente conservando la magnitud del vector de acuerdo a la proyección de B¡ 

sobre el eje y. Finalmente, en el inciso d) se muestra la recuperación de la magnetización BI sobre el eje z a través del 

mecanismo de relajación transversal y el decaimiento paulatino de la corriente inducida. El FID es digitalizado 

muestreando la señal analógica durante intervalos de tiempo regulares. 

9 



El FID contiene información precisa de los núcleos excitados durante la manipulación del 

vector E,. La función que describe al FID es transformada en un espectro utilizando la 

transformada de Fourier. Este procedimiento matemático cambia el dominio del tiempo de la 

función f(t) definiendo la función correspondiente f(w) en el dominio de las frecuencias. En la 

Figura 1.5 se muestra el procedimiento matemático. Con esta implementación la adquisición de los 

datos se aceleró de forma extraordinaria dándole mayor versatilidad al uso de la RMN. Este 

fundamento se aplica de igual forma a los espectros en dos dimensiones y tres dimensiones que se 

describen más adelante. 

a) 

j(t) j(t) jet) 

b) x x x 

e) 

d) 

, j 

f(w) 

Figura 1.5. Transformada de Fourier. El FID del inciso a) se multiplica por la [unción de prueba 

de frecuencia conocida ilustrada en b). El resultado de la multiplicación se ilustra en el inciso e). 

Las gráficas se integran y el valor de la integral se coloca en el valor de la función de prueba 

correspondiente. El resultado es una función f(w) que describe el espectro de RMN. 
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Desplazamiento químico 

En una molécula, los núcleos magnéticamente activos de un mismo elemento poseen 

diferentes frecuencias de resonancia debido a que el campo magnético Bo es apantallado por el 

momento magnético de los electrones circundantes. Este efecto de apantallamiento está descrito 

por la ecuación Bcrr = (1 - a) Bo; donde Bcrr es el campo efectivo y a la constante de apantallamiento, 

ambos particulares para cada núcleo. En consecuencia, la frecuencia de resonancia del i-ésimo 

átomo Vi depende del apantallamiento que experimenta cada núcleo de acuerdo a la ecuación Vi = (1 

- a) yBo/(2rr). Por tanto, el ambiente químico de un núcleo determina la posición de las señales 

dentro de los espectros de resonancia; es decir, de acuerdo a su desplazamiento químico (6). El uso 

del 6 simplifica la comparación de señales entre espectros obtenidos en diferentes campos 

magnéticos, convirtiendo las frecuencias de resonancia en partes por millón (ppm) de acuerdo a la 

ecuación 6 = 106 
[(Vi - V"f) / Veef]; donde V"f es la frecuencia de referencia de un compuesto patrón 

con el cual se establece el cero en la escala (tetrametil silano para ' H y l3e; TMS). En la Figura 1.6 se 

dan ejemplos de desplazamiento químicos de los protones presentes en una proteína. 

Alifáticos 

Metilos 

Protones de amida HN Protones alfa H" 

Cadena lateral H N 

Aromáticos 

12 11 lO 9 8 7 6 5 4 3 2 o 
lHppm 

Figura 1.6. Desplazamientos químicos de los grupos protones de una proteína. Dependiendo de la 

dispersión de las señales de los hidrógenos de amida se puede inferir si la proteína tiene una estructura 

tridimensional definida. 
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Acoplamiento 

En RMN, el acoplamiento es un parámetro observable originado por la interacción 

recíproca entre dos núcleos magnéticamente activos. Este fenómeno se hace evidente generalmente 

a través de acoplamientos de tipo escalar (1) y dipolar; entre átomos del mismo tipo (homonuclear) 

o de distinto tipo (heteronuclear). El acoplamiento escalar surge de la interacción entre dos núcleos 

activos comunicados a través de los electrones que forman el enlace químico. Con esta clase de 

acoplamiento es posible extraer información del vecindario nuclear y caracterizar los sistemas de 

espín de una molécula (redes de acoplamientos escalares). Esto es muy útil en la identificación 

tanto de moléculas como de pequeñas fracciones de ellas. En el caso de las proteínas; cada 

aminoácido posee patrones específicos gracias a que los protones de las cadenas laterales tienen 

diferentes valores de desplazamiento químico característicos y sus sistemas de espín son distintivos. 

En la Figura 1.7 se muestran los patrones característicos o sistemas de espín característicos de un 

triptófano. Las señales COSY y TOCSY se describen más adelante en el texto en la sección de 

experimentos bidimensionales. 

• 

Triptofano (TRP, W) 

6.0 

.. , 

<5' H ppm 
Chemical Shift Index 

5.0 
ó'H ppm 

BMRB 

4.0 

, . 
3.0 

Figura 1.7. Patrones COSY y TOCSY del triptófano. En la figura los acoplamientos a dos y tres enlaces 

de distancia dan patrones COSY (figura en forma de flor de color negro y gris); mientras que los 

sistemas de espín (redes de acoplamientos escalares) dan las señales TOCSY señaladas con figuras en 

rombos. Los valores de desplazamiento de del hidrógeno alfa son característicos de la posición que 

guarda del aminoácido dentro de la estructura (escalas de la parte inferior derecha). 
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El acoplamiento dipolar es consecuencia de la interacción entre dos dipolos magnéticos 

cercanos a través del espacio. Esta interacción se presenta a través del mecanismo de relajación 

longitudinal el cual está detrás del efecto nuclear Overhauser (Nuclear Overhauser Effect; NOE). 

Relajación longitudinal y el efecto nuclear Overhauser 

La relajación longitudinal es el proceso por el cual la magnetización B I se recupera a su 

estado de equilibrio a lo largo del eje z. A diferencia de la relajación transversal (Figura 1.4 en la 

página 9), este proceso de relajación hasta el estado de equilibrio no involucra la rotación de la 

magnetización B 1 través del plano xy. En la Figura 1.8 se puede observar el proceso de manera 

general. En dicha figura, la magnetización Bl se invierte mediante la aplicación de un pulso de 1800 

para dejar que el sistema se relaje hasta el punto inicial únicamente de manera longitudinaL 

Durante el proceso, B I nunca rota sobre el plano xy debido a que no existe ninguna componente 

sobre los ejes del plano. La magnetización se recupera totalmente en un tiempo denominado TI. 

a) 

b) 

B, n 

= --= ---= 

= B, __ B, -"------ B, -=-- B, =-- B, 

Figura 1.8. Relajación longitudinal del vector magnético Bl. Un pulso de 1800 invierte la diferencia poblacional 

que da origen a TII. Durante el proceso de relajación el vector de magnetización nunca rota sobre el plano xy 

debido a que B¡ no tienen ningún componente sobre el plano (inciso a). La magnetización se recupera con la 

relajación individual de cada espín; es decir con la recuperación de la diferencia poblacional en el estado de 

equilibrio (inciso b). 

Durante la relajación longitudinal se favorecen la interacción entre dipolos magnéticos cuya 

interacción decae rápidamente con el aumento de la distancia r entre los núcleos atómicos (l/r"). 

En la Figura 1.9 se esquematiza la generación del campo magnético Bloc por un dipolo magnético. La 

interacción de dos dipolos magnéticos genera varios mecanismos de relajación resumidos en el 

esquema del ultimo inciso. En el se tomando el caso entre los espines 1 y S acoplados de forma 

dipolar. 
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En el esquema de la Figura 1.9 inciso d); cada una de las líneas gruesas horizontales 

representan un estado energético donde los momentos magnéticos nucleares de los espines 1 y S se 

encuentran en los estados a o (3. Las transiciones entre los niveles energéticos se simbolizan con las 

letras W; esto significa que cuando el espín 1 cambia del estado a al (3, o viceversa, la transición se 

escribe como W I (transición cuántica simple). De forma análoga, los cambios de estado para el 

espín S se señalan con Ws. Cuando ambos espines cambian de estado se producen transiciones 

cuánticas de orden cero y doble. La transición cuántica cero se produce cuando los espines 1 y S se 

encuentran en estados alternados (a(3 o (3a) y ambos estados cambian durante la transición que se 

denota con la letra Wo. Un caso similar pasa con la transición cuántica doble W" donde los estados 

de ambos espines son iguales (aa o (3(3) y cambian al mismo tiempo durante la transición 

energética. W(¡ y W, representan el mecanismo de "relajación cruzada" por el cual los espines 1 y S, 

acoplados de forma dipolar, transfieren de un espín al otro su magnetización en el eje z durante el 

proceso de relajación longitudinal"'''. 

al bl el di 

aa 

Figura 1.9. Acoplamiento dipolar. En a) se muestra esquematizan las líneas de campo generadas por el dipolo 

magnético de un núcleo (esfera). La magnitud y dirección de Bloc se representa con la flecha que atraviesa el núcleo. En 

b) se muestra la interacción de dos dipolos magnéticos. Las líneas de campo hacen más evidente la interacción 

magnética. En e) se muestra el esquema simplificado del inciso anterior para resaltar que la interacción depende de la 

distancia inter nuclear. El esquema del último inciso muestra los mecanismos de relajación cruzada Wo y W 2. 

El efecto nuclear Overhauser está ligado al mecanismo de relajación cruzada descrito en el 

párrafo anterior. Analizando dicho mecanismo se deduce una constante de proporción [JIS entre las 

transiciones W2 y W(, definida como [JIS = W2 - W(¡. En el caso donde la transición cuántica cero y 

doble tienen la misma probabilidad (W2 = W(,) o ambas son cero, la constante de proporción es nula 

provocando que el mecanismo de relajación cruzada se inexistente y por tanto no se manifieste el 

efecto nuclear Overhauser. Tanto W1 como W(¡ dependen del tiempo de correlación T, que se define 

como el tiempo que toma una molécula para rotar 2rr radianes en cualquier dirección dentro del 

espacio cartesiano. El tiempo de correlación depende de la viscosidad del medio y del tamaño de la 
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molécula. Por tanto, cuando se dese realizar un experimento basado en el efecto NOE se debe tener 

en cuenta el valor de T,; es decir, el tamaño de la molécula. La Figura 1.10 muestra un ejemplo de la 

influencia del tiempo de correlación. 

a) b) 

e) 

?q 
I 

I 

e e e 
?q 

Figura 1.10. Efecto del movimiento molecular sobre el fenómeno de relajación transversal. En el inciso a) se ilustra el 

campo magnético local B/o, generado por los electrones que rodean al núcleo atómico. La representación se simplifica 

con una flecha apuntando en la dirección del campo. En b) se ilustra la rotación de una proteína en disolución. En el 
inciso se enfatiza la aleatoriedad de los movimientos rotacionales. En e) se analiza una porción de la proteína haciendo 

énfasis en dos protones cercanos que relajan de forma dipolar. El campo magnético que influye sobre cada espín se 

modifica por la posición espacial del hidrógeno adyacente después de una rotación de 45°. Éste fenómeno es una fuente 

de relajación que depende de la velocidad de rotación de la molécula, es decir, del tiempo de correlación. Los tres casos 

límite ocurren cuando el inverso del tiempo de correlación es respectivamente superior, igual o inferior que la 

frecuencia de Larmor. 
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La intensidad de las señales NOE decaen rápidamente con el aumento de la distancia 

internuclear r (1/1'). El experimento NOESY es el experimento más importante en la 

determinación estructural. A través de la integración de estos espectros se pueden construir 

restricciones de distancias entre átomos",28. La correcta cuantificación de señales NOE depende del 

tiempo de mezclado, que es el tiempo durante el cual la magnetización de los espines individuales 

se transfiere entre ellos. Este parámetro se ajusta para cumplir con la ecuación I NeJé = 1/1' que 

muestra la correspondencia entre la intensidad de las señales NOE (IN"') y la distancia internuclear 

(r). 

Resonancia magnética nuclear bidimensional 

En 1975 R. Ernst1s realizó los primero experimentos bidimensionales en RMN a partir de la 

propuesta de ¡eener en 1971. Con esto la RMN pudo estudiar sistemas más complejos gracias a que 

literalmente se adquirió una nueva dimensión. Matemáticamente, un experimento bidimensional 

de RMN es un arreglo matricial de datos del decaimiento libre de la inducción en distintos 

intervalos de tiempo. Al cambiar el dominio al de las frecuencias se generan los espectros que 

dispersan las señales y brindan la información necesaria para estudiar moléculas. 

__ t2 • __ C02 • __ C02 • 

I 
• • • • • t l=O 

I 
• • • • • tl=O 

I 
• • • • • 

• • • • • '" • • • • • ", • • • • • 
t, FT (t,) t, FT (t,) ro, 

¡ • • • • • 2"1 • ¡ • • • • • 2"1 • ¡ • • • • • 
• • • • • 3", • • • • • 3"1 • • • • • 
• • • • • 4"1 • • • • • 4"1 • • • • • 

t2=0 '" 2", 3", 4", 

Figura 1.11. Representación matricial de los datos necesarios para generar un espectro en 2 dimensiones. En la figura 

de la izquierda los puntos de cada renglón (conforme incrementa el valor de t2) representan el FID de un experimento 

unidimensional; esto es, cada renglón es un espectro unidimensional. Los incrementos en t) generan más espectros de 

1 D (centro). Al aplicar una segunda transformada de Fourier sobre ti se genera un espectro en 2D (derecha). 

La Figura 1.12 muestra el esquema general de la secuencia de pulsos utilizada para generar 

un espectro en 2 dimensiones. El tiempo variable tI se modifica en incrementos discretos para 

generar la segunda dimensión. El resultado es la generación de un nuevo espectro tras la aplicación 

de dos transformadas de Fourier del FID colectado bajo este esquema. 
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Preparación 

Detección Evolución 

---tl---+r------, 

Mezclado 

Figura 1.12. Esquema de una secuencia de pulsos para obtener un espectro en 

2 dimensiones. El tiempo ti se varía para generar la segunda dimensión. 

La Figura 1.13 muestra los datos de FID de un espectro bidimensional después de aplicar la 

primera transformada de Fourier. La intensidad de las señales de varía periódicamente durante el 

tiempo ti. Esta variación se considera como un segundo FID al aplicar una segunda transformada 

de Fourier a los datos contenidos en el FID inicial. 

Figura 1.13. Colección de espectros en función de los valores de tI. La intensidad de las 

señales varía de forma independiente para ilustrar la generación de una función periódica 

en función del valor de ti. La información obtenida depende de la secuencia de pulsos 

aplicada. 

Experimentos tridimensionales 

Al igual que los experimentos en 2 dimensiones que se ilustran como un conjunto de 

experimentos en ID (Figura 1.13), los experimentos tridimensionales pueden concebirse como un 

conjunto de espectros de 2D. En la Figura 1.14 se muestra el esquema general de una secuencia de 

pulsos para obtener espectro en 3 dimensiones. En esta secuencia de pulsos se agrega un tiempo de 

evolución (t2) adicional junto con otro bloque de mezclado. 
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Evolución Evolución Detección 

Preparación Mezclado 

Figura 1.14. Esquema de la secuencia de pulsos para generar un espectro en 3 

dimensiones. Los valores ti y t2 se varían de forma independiente para generar la 

segunda y tercera dimensión, respectivamente. En los bloques de mezclado la 

magnetización evoluciona. 

En general, el tiempo necesario para la adquisición de un experimento en 30 es 

considerablemente mayor al de un experimento en 20 y depende del experimento a realizar. Sin 

embargo, la espera se recompensa al obtener espectros cuya interpretación es regularmente más 

simple y precisa. Los experimentos 30 pueden ser de doble o triple resonancia dependiendo de 

número de núcleos excitados durante la secuencia de pulsos. En la Figura 1.15 se muestra un 

experimento tridimensional de doble resonancia que utiliza los isótopos lH Y l5N. En este 

experimento se crea una colección de experimentos de 20 utilizando hidrógeno y las señales "se 

dispersan" en una nueva dimensión producida por la resonancia del núcleo l5N. 

a) b) 

lH 

lH 

A 
~ 
@ 

~ 
@J 

,-------¡ 

lH 

e) d) 

@ 
@ 

@ 

@ @> 

lH lH @J 

@J 
@ 

@J 

Figura 1.15. Experimentos en 3D. Se muestra la dispersión de las señales en las tres dimensiones generadas. Estos 

experimentos se pueden considerar como una colección de experimentos en 2D. En a) se muestra un experimento en 

2D con señales traslapadas. En b) se muestra una región seleccionada del experimento en 2D. Al dispersar las señales 

en una nueva dimensión (inciso c) las señales se pueden distinguir por sus desplazamientos químicos (inciso d). 
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En la determinación de la estructura de proteínas los experimentos de doble y triple 

resonancia son sumamente útiles. Dichos experimentos las propiedades nucleares de los isótopos 

lH, BC y 15N para extraer información precisa de estas macromoléculas. En la Figura 1.16 se 

muestra el experimento HNCO de triple resonancia. En la figura se muestra la transferencia de la 

magnetización a través del acoplamiento entre los átomos señalados con una flecha de color gris. 

En esta secuencia el hidrógeno de amida es irradiado selectivamente para transferir la 

magnetización del átomo I H al 15N a través del acoplamiento escalar a un enlace de distancia. En el 

segundo paso, la magnetización se transfiere al carbono del grupo carbonilo a través del 

acoplamiento a un enlace de distancia entre el nitrógeno y el carbonilo. En los pasos 3 y 4 la 

magnetización se transfiere de regreso para detectar el experimento en hidrógeno. 

HNCO 

(~ (~ 

COi_l . 
1 ~ 1 

N -(0-(- N -(0- ( 

1 11 ( 1) 11 
H O H O 

j-, 

Figura 1.16. Experimento HNCO. En la parte izquierda de la figura se muestra una porción del espectro de triple 

resonancia. En este ejemplo se muestra la información que se obtienen después de aplicar el esquema de transferencia 

de la magnetización ilustrado en la parte derecha con las flechas numeradas. Las letras i indican el número de 

aminoácido en la secuencia de una proteína. 

Algunos nombres de las secuencias de pulsos para experimentos en 3D describen la 

transferencia de la magnetización. En ejemplo anterior, la información se interpreta ubicando una 

señal en el desplazamiento químico de 15N perteneciente al aminoácido i-ésimo aminoácido (i). 

Dentro de este plano es posible encontrar una señal en la dimensión de l3C (eje y del plano) 

correspondiente al carbonilo del aminoácido i-1; es decir, del aminoácido anterior. La información 

recabada se complementa con la del experimento HN(CA)CO, mostrado en la Figura 1.17, al 
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observar dos correlaciones pertenecientes respectivamente al carbonilo del aminoácido Í e Í-l en el 

mismo desplazamiento químico de I ÓN (mismo plano). 

HN(CA)CO 

(~ (~ 

I~~I 
N -(a-(- N -(a- ( 

! V'~ (! V'~ 

j-l 

Figura 1.17. Experimento HN(CA)CO. En la parte izquierda se muestra la información extraída con este esquema de 

transferencia de magnetización (parte derecha). Las letras i indican el número de aminoácido en la secuencia de una 

proteína. 

Este proceso de asignación se realiza de la misma forma con las parejas de experimentos 

HNCA, HN(CO)CA y CBCA(CO)NH, CBCANH. Al final del proceso de asignación toda la 

información se conjunta para identificar de forma certera los desplazamientos químicos y las 

señales tanto de la cadena principal como de cada uno de los aminoácidos que componen a la 

proteína bajo estudio. 

Supresión de la señal de agua 

La supresión de la señal del solvente es un aspecto práctico muy importante en la obtención 

de los espectros de proteínas. De forma general, los solventes que se utilizan en la obtención de los 

experimentos de RMN son moléculas libres de átomo activos para evitar la interferencia de sus 

señales dentro de los espectros. En el caso de las proteínas, la limitante para usar este método es la 

presencia de hidrógenos lábiles, como los del grupo amida, los cuales se intercambian 

constantemente con los del disolvente. Por tanto, al usar un solvente con átomos de deuterio los 

protones lábiles se sustituyen y en consecuencia se pierde información valiosa. Una estrategia 
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habitual es el uso de mezclas de H20 / D20 con proporciones del 5% al 10% de D20 para evitar el 

intercambio de los hidrógenos lábiles. Sin embargo, la señal del agua interfiere enormemente con 

las señales de la proteína. Para evitar la adquisición de esta señal, de forma directa en las secuencias 

de pulsos se incluyen pulsos selectivos que evitan que la magnetización proveniente de las 

moléculas de agua sea detectada durante la adquisición del FID. Una de las secuencias más 

eficientes es la secuencia DPFGSE"·30. En esta secuencia se aplican gradientes y pulsos selectivos 

para eliminar la señal del solvente y evitar la presaturación del agua lo cual provoca una pérdida en 

la sensibilidad de los protones lábiles3l
• Los esquemas de la supresión con la secuencia 

WATERGATE (PFGSE) y DPSFGE se muestran en la Figura 1.181°. 

T ' , 

PFGSE 1800 (x) 

RF 
900 (-x) I 900 (-x) 

, 

G 

e e 
, , 

DPFGSE 1800 (x), 1800 (x), 
1800 (-x) 

I 
1800 (-x) 

I 
I 

RF 

G n ~ I = 
el Gl : G2 e, 

Figura 1.18. Esquemas de pulsos suaves y fuertes (RF) aplicados durante las secuencias 

W A TERGA TE (PFGSE) y DPFGSE. En la línea G se muestran los gradientes que se 

aplican en cada una de las secuencias. 

Asignación secuencial de los sistemas de espín en los espectros 2D 

La estructura general de los 20 aminoácidos más comunes en la naturaleza se compone por 

un átomo de carbono de hibridación sp3 enlazado covalentemente a 4 átomos, un carbono de ácido 

carboxílico, un nitrógeno en un grupo amino, un sustituyente R que generalmente es una cadena 

hidrocarbonada y, a excepción de la prolina y glicina, un hidrógeno denominado hidrógeno alfa. En 

los espectros de RMN es posible correlacionar ciertos intervalos de desplazamiento químico 

(Figura 1.6) con los grupos químicos presentes en una proteína. Diecinueve de veinte aminoácidos 

mencionados presentan una señal en la región de 6 a 9 ppm asociada a su hidrógeno de amida. En 
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trxA '.-xA 

P, 

pET32-rHgcJ6 (S9S7bp) pET32-GS-Tt28 (5924bp) 

Figura 1.19. Diseño de los plásmidos pET32a-rHge36 (inciso a) y pET32a-GS-Tt28 (inciso b). En la figura se 

esquematiza la construcción verificada por secuenciación. La ampliación en la parte superior de cada figura detalla la 

composición de la proteína de fusión (PF) producida por E. eolio En ambas construcciones en el extremo amino 

terminal se cuenta con la presencia del dominio A de tiorredoxina (trxA) seguido de una etiqueta de 6 histidinas (6x 

His), útil durante la purificación del extracto celular. El sitio de reconocimiento de proteasa es distinto en cada caso; 

para en rHge36 se utilizó la proteasa enterocinasa (EKmax Invitrogen) y para Tt28 trombina (LVPRGS). 

Producción 

Los plásmidos se introdujeron en cinco cepas de E. colí con la finalidad de evaluar la síntesis 

de cada una de las proteínas de fusión esquematizadas en la Figura 1.19. La metodología de síntesis 

que se utilizó fue originalmente diseñada para maximizar el aprovechamiento de reactivos 

enriquecidos con isotopos de 15N I Be I 'o en E. colí 37. Esta estrategia consiste en producir la 

mayor cantidad de biomasa utilizando medio de cultivo Luria Bertani (LB) sin enriquecimiento 

isotópico. El cultivo bacteriano se incuba hasta que las bacterias alcanzan la fase logarítmica del 

crecimiento bacteriano (;:, 0.700 unidades de absorción a 600 nm). Los microorganismos se 

colectan por centrifugación y después se suspenden en disolución amortiguadora de fosfatos para 

retirar los restos del medio LB. Posteriormente las células se centrifugan nuevamente y se 

suspenden en un cuarto del volumen del cultivo original sustituyendo el medio LB por M9 sin 

reactivos enriquecidos (composición detallada en el Apéndice A.l). Las células se incuban 

nuevamente en las condiciones previas durante una hora para fomentar que los microorganismos 

produzcan las enzimas necesarias para metabolizar los recursos del medio. Finalizado el periodo de 

adaptación, las células se centrifugan y suspenden nuevamente en la misma cantidad de medio M9; 

esta vez utilizando reactivos enriquecidos con iso topos de 15N o Be de acuerdo con los 

requerimientos de los experimentos de RMN. La expresión se promueve añadiendo el inductor 
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Hge36 

PM OH 2" 6" 24" P1\1 OH 2" 6" 24" 

Sobrcnadante Paquete celular 
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Sobrcnadante Paquete celular 

Tuner 

Origami 
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6.5 

B121 Star 
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--
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P1\1 OH 2" 6" 24" P1\1 OH 2" 6" 24" 
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14.4 
6.5 

Sobrenadante Paquete celular 

Figura 2.1. Cinéticas de expresión a 30 oC y 0.5 mM de IPTG. La producción de la proteína de fusión se monitoreo en 

las cepas mostradas en la figura. La elección se realizó en función de la cantidad de proteína en la parte soluble 

(sobrenadante) después de la inducción. Los números a la izquierda de los geles indican el peso molecular de los 

marcadores. La proteína de fusión pesa cerca de 26.0 kDa. 
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Figura 2.4. determinación de la conectividad de los puentes disulfuro en rHge36. El inciso a muestra el espectro de 

masas de una muestra pura de rHge36. En el inciso b) se muestra la digestión con Tripsina. Los incisos e), d) y e) 

muestran los valores experimentales claves para determinar la conectividad del péptido. Finalmente, en f) los 

fragmentos y sus pesos moleculares. 

2.3.3 Estructuras de rHge36 y HgeD resueltas por resonancia magnética nuclear 

La asignación de los sistemas se realizó con los espectros de dos y tres dimensiones. El 

cálculo de las estructuras de rHge36 y HgeD se realizó en el programa CYANA 2.122 obteniendo las 

restricciones de distancias de los espectros NOESY. La conectividad de los puentes disulfuro se 

integró en los cálculos. En la Tabla 2.1 se resume la cantidad y tipo de restricciones de distancias 

para las dos estructuras. Con los modelos estructurales de se realizó un refinamiento de dinámica 

molecular en AMBER 9 para deflnir las zonas sin restricciones en el modelo estructuraP2-es, 
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Figura 2.5. Gráficos del número y tipo de restricciones para rHge36. En la primera gráfica muestra una distribución del 

tipo de restricciones usadas en el modelo estructural. Por ejemplo, si existe una restricción entre el aminoácido 2 y el 
15, la diferencia I i-j I es igual a 13; por tanto, en 13 se coloca el número de restricciones NOE entre los aminoácidos 2 y 

15, además de cualquier otro par de aminoácidos cuyo valor absoluto de la diferencia de su posición en la secuencia sea 

igual a 13. En la segunda gráfica se muestran las restricciones que forman cada uno de los aminoácidos. Por ejemplo, el 

aminoácido 30 tiene aproximadamente 15 restricciones intraresiduo (1 i-j I = O) denotadas con la barra de color blanco. 

Las de barras de color gris claro simbolizan las restricciones con los aminoácidos secuenciales 29 y 31 (1 i-j I = 1); 

mientras que las de color gris obscuro son las restricciones a media distancia (1 < I i-j I < 5). Finalmente, en color 

negro se muestran las restricciones a larga distancia donde la se cumple la relación I i-j I ~ 5. 

La asignación completa de los sistemas de espín se realizó con los espectros en dos 

dimensiones DQF-COSY, TOCSY y NOESY (150 y 300 ms). La asignación de la cadena principal se 

realizó con los experimentos en 3D de triple resonancia HNCOCA, HNCA, HNCO, HNCACO 

CBCANH y CBCACOHN/HNCOCACB (Apéndice A.3). Los protones de amida de los 

aminoácidos 20 y 21 (Glu y Cys; respectivamente) dan una señal ancha cuya intensidad es cercana 

al nivel base del espectro. Esto dificultó su asignación en los espectros de dos dimensiones y solo a 

través de los experimentos en 3 dimensiones se encontraron convincentemente las señales de 

dichos protones. Además de esto, los experimentos tridimensionales permitieron realizar la 

asignación de las señales traslapadas alrededor de 8.56 y 8.86 ppm. La conectividad de los puentes 

disulfuro se corroboró con la asignación de los espectros NOESY. Los protones (3 de las cadenas 

laterales de las cisteínas en puente se encuentran a una distancia menor de 5.0 A dependiendo de la 

disposición espacial de la cadena lateral. La cercanía de los protones beta puede llegar a ser 

totalmente incidental pero dada la evidencia de la espectrometría de masas se puede confirmar la 

cercanía con certeza. En la Figura 2.6 se desglosa las interacciones determinadas con el 

experimento NOESY (contactos NOE). En la parte izquierda de la figura se describen algunos tipos 

de interacción entre los protones de amida CHN ), alfa CH") y beta CHp). Esta figura muestra la 
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cantidad y tipo de interacciones que ayudar a definir el modelo estructural. Por ejemplo, los 

aminoácidos de las posiciones 21 a la 29 tienen una gran cantidad de interacciones que se reflejan 

directamente en el modelo estructural ya que en esta región se forma una hélice alfa. 

dNN(i,i+ 1) 

d"",(i, i+ 1) 

d~N( i , i+ 1) 

dNN(i,i+2) 

d"",( i,i+2) 

d"",( i,i+3) 

da~ i , i +3) 

d"",( i,i+4) 

dNN(i,i+ 1) 

d"",( i,i+ 1) 

d~N( i , i + 1) 

dNN(i,i+2) 

d"",( i,i+2) 

d"",( i,i+3) 

da~ i , i +3) 

d"",( i,i+4) 
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V H KM A K N Q F G e F A N V D V K G D e K R H e K A E D K E G 1 eH G T K e K 

-- -~----- -------- --

CGVPIS Y L 

- ----

Figura 2.6. Contactos NOE en rHge36. Los residuos de las posiciones 21 a la 29 presentan varios tipos de interacciones 

características. Esta región corresponde a una hélice alfa en el modelo estructural. Para definir un elemento estructural 

con certeza es sumamente importe caracterizar el mayor número de interacciones NOE dentro de los espectros 

NOESY. Las letras en subíndice de la columna de la izquierda indicas el tipo de átomos en contacto. La letra i e indica 

el número de aminoácido del primer aminoácido y el i + n el segundo aminoácido. En los contactos dN~(i.i+l), dal\(i,i+l) y 

dr~(i,i+l) la altura de las barras indica cualitativamente la intensidad del NOE, es decir, la cercanía de los átomos. 

Además de señalar de los contactos NOE, el valor de los desplazamientos químicos de los 

carbonos alfa puede señalar los tipos de elementos de estructura secundaria dentro de la proteína. 

Para ello se construye una gráfica de desplazamientos químicos restando el valor experimental al 

valor de referencia (tomado del BMRB) mostrado en la Figura 2.7. Si un segmento de aminoácidos 
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Figura 2.8. Restricciones NOE para el modelo est!uctural de HgeD. El número de restricciones NOE en este modelo 

describe una proteína estructurada. La segunda gráfica clasifica las interacciones en 4 tipos de restricciones y las 

muestra en función del número de aminoácido. 
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Figura 2.9. Contactos NOE en HgeD. En la figura se resumen la clase de interacciones entre los protones alfa, beta y 

de amida de los aminoácidos que conforman a HgeD. El extremo de las barras conecta las letras que representan a los 

aminoácidos en la secuencia primaria. En las tres primeras filas la altura de la barra es proporcional a la intensidad de la 

señal NOE. En los aminoácidos de las posiciones 17 a la 25 se observan varios tipos de interacción. Esta región 

corresponde a una hélice alfa en el modelo estructural. 
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a) b) 

d) 

e) 
N N 

Figura 2.10. Representación en listones de la estructura tridimensional de rHge36 Ca) y HgeD (h). Las superficies de 

potencial electrostático de rHge36 y HgeD se representan respectivamente en los incisos e) y d). El cálculo se realizó el 

servidor weh APDS y la visualización en VMD 6j
• Debajo de cada superficie se muestra la orientación de la molécula, la 

cual fue rotada para enfatizar el cambio en los extremos amino terminal. En el inciso e) se muestra un alineamiento 

entre ambas estructuras en vista estereoscópica. 
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Figura 2.11. Pruebas de actividad en cisticercos (Taenia crassiceps; a-d) y amibas (Entamoeba histo(ytica e-g). En las 

figuras se dan los valores de leso y la desviación estándar. En el caso de cisticercos se demostró la influencia del etanol 

(inciso d) en la viabilidad de los cisticercos. 
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Figura 3.1. Estructuras de Tt2b CA y C) y Ts16 CB y D)9. En la parte superior se muestran las representaciones en 

listones destacando la conectividad de los puentes disulfuro. En la parte inferior está el ensamble de la cadena principal 

de los 20 modelos estructurales para cada proteína. 
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Figura 3.2. Cinéticas de expresión a 30 oC y 0.5 mM de IPTG. La producción de la proteína de fusión de GS-Tt28 se 

monitoreo en las cepas mostradas en la figura. 
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El bajo rendimiento en la producción se buscó aumentar la cantidad de proteína 

recombinante por medio de replegamiento. Cabe recordar que para realizar un estudio de 

estructura por RMN es necesario que la muestra tenga una concentración igualo mayor a 1.0 mM. 

Los productos generados con las condiciones empleadas se muestran en los cromatogramas de la 

Figura 3.3. En el segundo cromatograma (ampliación del primero) se muestran los productos del 

replegamiento con el par redox glutatión reducido 3.0 mM / glutatión oxidado 0.3 mM, Arginina 

150 mM (agente caotrópico) a pH 8.0 48 horas. Con ninguno de los productos generados se 

confirmó la obtención de GS-Tt28 con la presencia de tres puentes disulfuro ("oxidada"). 
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Figura 3.3. Especies parcialmente reducidas de GS-Tt28 generadas vía replegamiento. En el inciso a se muestra el 

cromatograma de la reacción de replegamiento. En b la ampliación de los productos generados vía replegamiento. 

Con una muestra pura de proteína (Figura 3.4 inciso A) se optimizaron por separado las 

reacciones enzimáticas con Tripsina y Glu·C para la determinación de los puentes disulfuro de la 

proteína recombinante producida en Rosetta (Tris 50 mM pH 8.0, 37 oC, 18 horas y una relación 1 a 

20 w/w de enzima y sustrato respectivamente). Los productos de la reacción fueron analizados por 

espectrometría de masas MALOI-TOF (Figura 3.4 inciso B). Con base en el análisis de los 

fragmentos enlistados en la Tabla 3.1 y la evidencia experimental (Figura 3.4 inciso B) se determinó 

que esta muestra poseía una conectividad de cisteínas CI-C4, C2-C5 y C3-C6; clásica de la familia 

a- de las toxinas bloqueadoras de canales iónicos. Este resultado fue sorpresivo ya que se esperaba 

una conectividad como la que se determinó en Tt2b y Ts16; sin embargo, el espaciamiento de las 

ultimas 4 cisteínas en Tt28 está relacionado con la conectividad experimental60
• Este resultado fue 

utilizado en el cálculo de estructura. 
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con elementos estructurales perfectamente definidos abarcan una región más amplia que va desde 

6.5 hasta por arriba de 9.5 ppm (Figura 3.5). 

El valor de RMSD del ensamble de las 20 estructuras obtenidas en CYANA 2,1 fue de 1.5 Á; 

un valor extremadamente alto para definir una estructura. Este resultado refleja la divergencia de 

las coordenadas atómicas entre los modelos que cumplen con las restricciones derivadas de los 

espectros NOESY. Esto se debe a la poca cantidad de restricciones NOE, Si analizamos la Tabla 3.2 

podremos observar que el número de restricciones totales son apenas 240 de las cuales únicamente 

23 son de larga distancia. Sin embargo, la poca cantidad de señales NOE no es debida a la cantidad 

de muestra si consideramos que la integración y el cálculo estructural se realizó con las 

restricciones NOE derivadas de la muestra de 6,5 mg (con una gran contribución de impurezas), El 

valor de RMSD y el número bajo de restricciones indican que la estructura terciaria de este péptido 

no está totalmente definida, 
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Figura 3.5. Experimentos NOESY de GS-Tt28 a distintas concentraciones. A) Experimento ~OE con 500 ¡.tg de 

muestra en tubo shigemmi de 3 mm. B) Experimento con 6.5 ± 0.62 mg de proteína en tubo de 3.0 mm. 
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Una explicación del plegamiento de GS-T28 esta ilustrada en la Figura 3.7. En la ilustración 

se muestra la interacción entre las cadenas laterales del triptófano 10 y las valinas 15 y 21 (Figura 

3.8). Estas interacciones se determinaron a través del experimento NOESY. La estructura mostrada 

concuerda con la asignación de los sistemas de espín y respeta las restricciones de distancia y 

ángulos de torsión derivadas de la integración de las señales NOE. Estos contactos junto con la 

exposición de los residuos hidrofílicos son las fuerzas responsables del plegamiento de GS-Tt28. Si 

se suprimiera la presencia del aminoácido 10 (como ocurre en Tt2b y Ts16) se abatiría una zona 

extensa de contactos hidrofóbicos. 

N 

Figura 3.7. Representación de listones de la estructura y algunas cadenas laterales de GS-Tt28. Las 

cadenas laterales ilustradas en las figuras muestran interacciones hidrofóbicas (señales NOE en el 

análisis de RMN) las cuales pueden ser responsables del plegamiento adoptado por este péptido. 

En la Figura Figura 3.8, se hace un contraste entre las secuencias primarias de Tt28, Tt2b y 

Ts16. La figura ilustra los elementos de estructura secundaria junto con la conectividad de los 

enlaces disulfuro de cada péptido. Nuevamente, La diferencia primordial entre las secuencias se 

remarca en la posición número 10. En Tt28 el aminoácido de esta posición es un triptófano; un 

residuo de carácter hidrofóbico, aromático y el más voluminoso. En Tt2b y Tsl6 se encuentra una 

glutamina, cuyas características químicas de la cadena lateral (polar sin carga) difieren 

significativamente de las del triptófano. 
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POC183 Tt28 a-KTx 20.1 G 
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I 

Figura 3.8. Alineamiento de la secuencia de aminoácidos de Tt28, Tt2b y Ts16. Los aminoácidos idénticos en las tres 

secuencias se resaltan en color azul claro. Las líneas que conectan las cisteínas en azul obscuro indican la conectividad 

de los puentes disulfuro. Los porcentajes de identidad de Tt2b y Ts 16 con Tt28 son 65.0% y 62.0%, respectivamente. 

En el comparativo entre los espectros de la muestra nativa (50 flg) Y GS-Tt28 en la Figura 

3.9, podemos destacar en primera instancia las posiciones y formas de las señales. En los espectros 

unidimensionales de hidrógeno (' H) se identifican con asteriscos las señales similares en forma y 

proporción (tamaño) que podrían proceder del mismo sistema de espín en cada una de las 

muestras. Señales clave como la (s) localizada(s) alrededor de 10 ppm (inciso G) muestran las 

diferencias en conformación. La seflal referida pertenece al 1 H unido al átomo de nitrógeno en la 

cadena lateral del triptófano número 10 (ver Figura 10). La disminución del valor de 

desplazamiento químico en la muestra nativa puede asociarse a una orientación de este hidrógeno 

hacia el seno de la conformación (mayor densidad electrónica es igual a mayor efecto de 

apantallamiento lo cual se refleja en un valor menor del desplazamiento químico). En el caso de la 

muestra de GS-Tt28 el hidrógeno parece estar más desprotegido, es decir, orientado hacia el 

exterior de la estructura. Este hecho junto con las diferencias de otras señales supone una 

conformación diferente. Sin embargo, hay señales con desplazamientos químicos muy similares 

con lo cual planteamos que no hay una divergencia fuerte entre las conformaciones nativa y la de 

GS-Tt28. 
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F igura 3.9. Espectros de hidrógeno IH de A) Tt28 nativa y B) GS-Tt28. La dispersión similar de las señales en ambos 

espectros. En los incisos C-G) se hacen comparativos de regiones específicas y señales claves, las cuales demuestran las 

similitudes y diferencias estmcturales evaluadas de forma cualitativa. 
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 A.3 Experimentos 3D y asignación de los espectros de rHge36 

I HN(CO)CA 

C~ C~ 

I~~ I 
-N-Ca-C-N-Ca-C-

! ~ (! ~ 
j-l 

A 1. Interpretación del experimento HN(CO)CA (izquierda) y esquema de la transferencia de magnetización 

(derecha). 

HNCA 

C~ C~ 

I~~I 
-N-Ca-C-N-Ca-C-

! ~ (! ~ 
j-l 

A 2. Interpretación del experimento HNCA (izquierda) y esquema de la transferencia de magnetización (derecha). 
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CBCA(CO)NH / HN(CO)CACB 

~----------~I I~ ____________ ~ 

j-l 

A 3. Interpretación del experimento CBCA(CO)NH/HN(CO)CACB (izquierda) y esquema de la transferencia de 

magnetización (derecha). 

CBCANH / HNCACB 

~----------~I I~ ____________ ~ 

j-l 

A 4. Interpretación del experimento CBCANH/HNCACB (izquierda) y esquema de la transferencia de 

magnetización (derecha). 
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A 5. Asignación de los carbonilos de la proteína recombinante rHge36 del aminoácido 2 al 11. Cada rectángulo 

representa un segmento del espectro en 3D con dos valores de desplazamientos químicos fijos eH y 15N) Y otro 

continuo (De). 
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A 6. Asignación de los carbonilos de la proteína recombinante rHge36 del aminoácido 12 al 21. El valor de 

desplazamiento químico en la parte inferior corresponde a 1 H, mientras que en la parte superior se muestra el número 

de aminoácido y el valor de desplazamiento químico para 15N. En la parte derecha se muestra la escala correspondiente 

a 13C en la zona de carbonilos. 
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Scorpine-like peptides are two domain peptides found in different scorpion 
venoms displaying various antimicrobial, cytolytic, and potassimn channel
blocking activities. The relative contribution of each domain to their different 
activities remains to be elucidated. Here, we report the recombinant produc
tion, solution structure, and antiparasitic activity of Hge36, first identified as 
a naturally occurring truncated form of a Scorpine-like peptide from the 
venom of Hoffmannihadrurus gertschi. We also show that removing the first 
four residues from Hge36 renders a molecule with enhanced potassimn chan
nel-blocking and antiparasitic activities. Our results are important to 
rationalize the structure-function relationships of a phannacologically versa
tile molecular scaffold. 

Keywords: antiparasitic; Hoffmannihadrurus gertschi (previously Hadrurus 
gertschi); KTx potassium channel-blocking toxin; scorpine; solution 
slruelure NMR and HgeD 

Animal venoms contain multiple biologically active 
compounds, sorne of which exert functions with thera
peutic potential [1,2]. Scorpine-like peptides found in 
different scorpion venoms [3] are one type of such 
compounds, displaying various antimicrabial, cytolytic, 
and potassium channel-blocking activities [4]. Their 
name makes a direct reference to the first scorpine iso
lated fram the venom of the scorpion Pandinus impera
lor [5]. Seorpine (UniProt: P56972) is a polenl 
inhibitor of Plasmodium's in-vector developmental 

stages, both in vitro [5-7], and by paratransgenesis 
in vivo [8-10]. Peptides closely resembling scorpine 
have been purified from the venom of several scorpion 
species [11,12] and precursors sequenced fram venom 
gland libraries of an even larger number of species (an 
updated list can be found as part of the UniProt ani
mal toxin annotation pragram available at http://ven
omzone.expasy.orgj, for a review see [13]). Besides the 
inhibitory activity of scorpine on Plasmodium, other 
seorpine-like peptides display antibaclerial (HS-l, 

Abbreviations 

ACN, acetonitrile; CNBr, cyanogen bromide; DPFGSE, double pulsed field gradient spin echo; KTx, potassium channel-blocking toxin; 

TFA, trifluoroacetic acid. 
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Structure 01 ~ n lInliparasitic scorpine 

UniProt POC2F4 (111), pOlassimu channd-blocking 
(Ev7, U niPro!: PODL47 (141), and cytolytic activi ties 
(HgeScplp1, UniProt: QOGY40 [1 2] from Hoffmmmi
/wdnm/S gerl~·chi. pn:viously uanu:d as Hadrurm' 
gerl$chi [15]). Scorpine-like pepl ides are relat~d with 
Ihe earlier ide ntifi ed beta-KTx type of scorpion venom 
components P6-19]. Some beta-KTx p eptides are 
high-affin ity potassilllll channd block~rs such as 
rsTXK-ocla (Ulljl'rol: 1'69910 [l 6]). Other bettl-KTx 
are pour bluckers uf fK,la;<¡sium dmnnels, al kast in 
the limi!e.:1 number 01" systems teste.:l , yet some display 
an ti ba~terial (T.alTI, UniProt: C7G3K) [19]) nr 
a.nt iparasi ! i ~ a~livilies (MellTXKbeta l , UniProt : 
A9XE60 [20]). Scorpiue-likc and ocla-KTx are classi
Ikd iulo Ilm:e subfalllilics. whose prolulyPI: tnl'mocrs 
are TsTXK-bl:la fur subfamily 1, BmTXK.-bela (Uui
Prot: Q9NJC6 [1~J) ror sllbfamily 2, ami s~orpine ror 
.\·ubfamily .1. 

Scorpine-Iike and beta-KTx full-Iength malure pep
tides are compase<! byan extl:'nded N -Il:'rminal domain 
fulluwcd by a thrcc-disulphide bridgl"tÍ C-Imuiual 
dumaiu wilh Ihe sequellce signalure of Ihe Cysl iue
.~tabi li7~d ;¡lpha/bet;¡ (CS(lr~) mOli!: The N-terminal 
domains of MeuTXKbeta1 (sl¡bfamily [20]), 
MeuTXKbeta3 (sl¡bfalllily 2, UniProt: POCH57 [21]), 
and Opiscorpi ne-1 (subfamily 3, UniProt: Q5WR 03 
[22]) adopl amphipalhic alpha-hclical Slructuf1:S in solu
lion. Th~ CSr.iI~ molif-containing domains of seorpine
like and b!:' la -KTx peptides art: more dosdy related to 
inverlebrale defen .~i ns, antimierobial peptic\es invnl\"l~d 
in Ihe innate inllilUne response of several invertebrale 
gru ups [23], Ihau lu Ihe class.ical scorpiun loxius 
[12,17 .22J. Up un ti l now, no experimental SlruClurc of 
any CS(l~ domn ins of seorpine-like and ol:'la-KT¡¡ 
peptid~ ha~ be-en reporl e.:1 in the Protein D;¡ Ta Ilank. 

T he conl ri bl1tion of each domain 10 Ihe different 
activi lil:'s displayed by scorpine-lik l:' and bl:'ta-KT¡¡ pep
lides n"Il1aius umxrlaiu. Whilc lhe N -t¡;nninal dOlllain 
SuffiCl:s fur 1111.: an lÍmicrobial err~CI uf MellTXKlx:I:l.l , 
MeuTX Kbela3. and Opistorpin~-I [20-22J. in Ihe taSe 
of HgeScplpl (sl1bfamily 3), the N -Ierminal domain 
(corresponding to residues 4- 31) loses tbe antibacterial 
effect of the full-Iength peptide [121. Morenver, fu ll 
kngtb HgeScplpl is CYlolyti c, bul a potassiwn 
channel-blocking act ivity is unmaske.:1 by removing !he 
N-Ierminal dom;¡in by chem ical c1eavage at a 
Meth i onin~ residue (IIgeD, corresponding 10 residues 
33-76 [12]). Interestingly, a natmally occuning tfim
caled fonu of HgeScplpl , nallled Hge36, correspond
ing lu residu~s 29--76, is abu ti nunCylolylic bluchr of 
pol;¡;<¡sium channels albeit v.ith a more resTricte.:\ spec
tmm ami lower activity [12]. Several other natural ly 
oceurring Inmcated I"orms 01" .~eo rpine-1ike ami beta-
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KTx peptides have bten describe<! [24,25], some of 
which display a dramalic switch in Ihe ac tivities when 
compared 'witb Ihose of Ibeir full -Ienglh versions. For 
inSlal1Ct. a varianl uf AaTXK-b¡;u (subf3.Juily 1, Uui
Pro!: P69939) missing the mOSI N -terminal residue 
(r~idues 2- 64) i.~ a high-;¡ffiniTy aetivalQr of Kv7 
pOlassium channels, while Ihe full -Iength version is 
inactive in those channels [26]. 

Hcre, we repurt Ihe sludy by NMR sp~ctrostopy 
a"d biulugical ass.ays uf !wu tnmcated vers ions uf lhe 
scorpine-like peptide ITgl:'Scplp l difTerin g in I.he pres
I:'nce or absence 01" I"OUT N-terminal rt:sidues: IIge36 
and IIgeD . \Ve show Ihat both pept id~ reduce Ihe 
viabilily of cysliCl:rci of Taenia cras!iicep~' al1d induce 
apuplosis in Ihrophu:.:uiles uf EnlamiJl!bu hio'/olylica al 
submicromubr CunccnlralÍous , whik liaving minimal 
dfecIs on Iymphoeyt~. Finally, w~ highlighl The influ
ence 01" the N-Term iml~ in Thcir an tipllTasitic ami pot;¡S

simn channel-blocking act ivities Our results shed 
ligbt on thl:' structure-function relat ionships of a largl:' 
r3.JniJy of biolugically active pcptides. 

Material and methods 

rHge36 c10 ning 

0" lhe O;Ui5 01" lIn: a.o.ni"" acid ~equcuce of 1-lgd6 rq.>ortt:d 
in lhe Unil'rOI ~ulry (.XlGY 40 1121, wc dcsil~ncd a codou 
usa~-Ol'timi7.erl g,~nl:' lo eany OUI Ihe eXl'res~ion in t :Scher

¡ellio eoli. The gene designed (purch;ued 10 Epoch Life 
Scirnce. Missouri City. TX. USA) indudcs ,111 enterokinalle 
reeÚJ;nilion silC al lhe N-lerminus oC ,-Hgc36 Oclwecn lht 
reSlrielio" ¡riles Kpnl a"rl BamHI. The ONA purcha.~ed 

was doued lO exlruel (be I"rugmenl dcsigued aud ligatcd ¡u 
liJe pE"D2a exprcssiou veCtor, whid, has a thioredoxiu-A 
chal'eron pr/lt~n anrl a His-Tag ro,- l'",iñealinn_ T111:' I'las
mid oonslruction was ooufirmed by tbe DNA sequencing 
service from Lar>lgeu lne (Culver Gty. CA. USA). 

Production and purification of recombinant 
Hge36 and HgeD 

Al! the rocombin>lnt peplides "'"'ere produced using the sarne 
slralegy reportcd by Mar1~y [271. chaug.in1: ouly tbe culture 
media by LB iUl;lcad "r M9 by modifyin1: lhe CQmposilion 
of Ihe c"llure merlia lo inoorpora.le, Or nOI, magnetieally 
active isotopes in the sarnplc:s. Tbe reoombillalll peptide 
rHgd6 wcl\: produc.::d ¡u lh" slrai" Rosetta of E. col; aJj 

follows_ CclIs lrausfonucd w.ilh pET32a-rH¡;c36 plasmid 
Wl:re incubaled in LD media (MiUer's modification) al 
37 oC and 220 c.p.m. Whcu lhe (>ptlcal d~nsily of lhe cu l
iure m~as~,red al 600 !HU rcached a valuc of 0.7 un.ils lbe 
exrre~ion inductor (IPTG) was arlderl to reach a final 
IPTG ooneentrution of 0.5 mM. Illcubation lemperature 



and shaking were held ror 6 h. \Ve optimized tbe time (8 h) 
aud t,:.mpcralun:: (30 OC) aftcr liJe illduction ("Or Sinl#
('!P¡o..,') anrl rlouhle-Iabele<! I'roteins CJe anrl l~. The cell~ 
were collecte:rl hy centrifugatjon al SOOO g foc 3() min anrl 

~"Ub~equently reruspended in 30 mL of ly~is buffer (50 mM 
Tris, 300 mM NaO al pH 8.0) lor eath ~ram of L'CII p.-:llels 
ill all e~pr~~io n~. The extracrioll of p rott.111 wa~ rlr!11e hy 
~onication (20 pulsl:"ll or 30 s mtb 60 W: 90 ~ delay bet .... 'Ccu 
caeh pulse). l'rotán& wCe~ rraetionaltd by jon-Illctal amuily 
chromalography (TMAC: Hi-Tral' chelating col"mn ~ from 
GE·H~J¡bcare , Waukesha. \VI, USA). The fracti on witb 
the protein studied wa~ dialyzed !.wemight aga inst Tris 
5Ú mM ISO NaCI. PrOlein CQncent.rnlion wa~ rletermine<! by 
Brddfonl ".""ay ami tben adj'L"ed to 3_ú mg-mL 1 for an 
enzymatic digestion using 0.5 units of enterokinase 
(ekl\1a,." -nlCnlJO F i.shcr Scientilic. Wallham, MA. USA) 
for eacb mg of f'L~io n protein. ll1e cut. I"eaction wa.~ inen
haled 1(, h al. 37 "C anrl tben centtifugerl al .'5000 g for 
15 min alld liJen 101:lIly clarilicd by lillratiDIJ (0_ 45 1"" p<lll' 
(vinylirlene rlifluoride) (pVDF): Millipore. Billerie:a, MA, 
USA)_ The frdgmerus with t.hioredo~in and " is-tag were 
removed by a scoond IMAC. 

Reverse phase chromatography 

l'rotein salllple$ ror rcv~rsc phas~ Hl'LC were prcparcd wilh 
the wide-pore Strata-Cl8 cartridges from Phenomenex. 
Final separaLiolls wcn:: p".-Cormoo with a Proteo CI2 COlun", 
I'rom PllClIomencx (9Q Á porc sil:!:, 4_0 I"n partidc siGc, aud 
250 x 4_6 mm size)_ The optima! gradient employe:rl fo r al! 
purification mm; from 15.0% A OI20 I 0.05% TrA v/v) to 
35_0% B (ACN --t 0_05% Tl'A v/v) ill 10 min_ 

Mass spectrometry and enzymatic digestions lor 
disulfide bonds connectivity determination 

The MAI,.f>I-TOP expenment5 were I'erformerl On a Rru
ker DallOnics Microfle~ LT mass spe~1romeler. ror each 
analysis . 1 ¡.¡L of an elute<! fr.iction from IIPLC purifica
lÍous oc e'IZ)'llJalÍc n:action was mixoo with 10 11L of 
ma.lri ~ (supersal.,u-a ,ed rli~~olution of ll-cyanQ-4-hyrlmxy_ 
ÓnlJamiC acid ill acclQuitrile and water 2 : 1 addrtl witlr 
O_O~% v/ v trilluoroacct ie acid) , aud tilell 1 I'L of Ihis mix
ture was spotterl ont o the MAl.f>l plale alld late.- a llal)'7~rl. 

ror disulñde bond collnectivily detennin:l.tiou. 5 ¡.¡g of pure 
rllge36 and 250 ng of trypsin were dissolved in 25 ¡.¡ L of 
bull'cr rcactiOIJ (T riS .50 mM al pH 8_0) and then iuCnbalcd 
at 37 oC for 16 h. Tbe products were processed and ana
Iy.<~xl by MALDI-TOF. 

CNBr reaction 

A sa"'ple 01' M·H!:cD was dircctly dissolvcd in trifluo
roaceljc acid al 50_0% v/v to get a. final protem 
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concentr.ition of !O mg-mL '. Subsc4uent to the addition 
of the pmlcin, lh~ Oxygell ill $(oluliou was pur¡;oo wilh 
nitrogen prior to Ihe arlrlition of an e;..-ct:ss of loo-folrl 
mola.r equivalent~ or cyanogen bn"lmirle (C1\'8r; 5.0 M; 
Sigma-Aldrich. Sto Louis. MO. USA) for eaclr methionme 
in the protcill ~"ellcc. Rcacti(>n was pwlCClcd fro", light 
source!; rlnring 24 h unrler Sl.ir in Nt a.lmosphere_ The r~C
tion was quenched adding water wilh a proportion of four
fold reaetio,,'S volume. "TIJC protcin solution was diluted 
with water until the pH wa~ higher titan 1 S Pinally. tbe 
~aml'le wa.S recovererl from the ~olulion hy Slrata car
tridges and prcpared for reverse phase IIPLC purific:l.tion, 

NMR spectroscopy 

[)'y pept.irle ~aml'les wer'" rli ~ol~'Crl in ddoniurl water anrl 
5.0% D20v"'(CiIlIIbridge h otopes Laboratories. Tewlcibury. 
MA. USA). The pl l value of aU ~amples prepared was 
near lo 3_5 wilh a prokin conL"CntratiOn of 3_0 mM. AH 
experiments in the 500 MH z spoctromeler were camed out 
on a 3.0 mm prohe equipped wilh three cha,mels :l.t 297 K. 

and without spi'lJJ.iu~ the lubcs_ 2D NMR spcclra DQf
COSY , TOCSY, anrl NOESY ",ere acquire<! in a Valian 
fl','NOVA 500 MHz. Water signal was ruccessfully sup
pressed wilh the Double Pulsed Field GrJ.dient Spin Echo 
(Dl'FGSE) 128]. 'nw TOCS\' -HSQC (80 ms ~pill lock mix
ing time) and NOES'{-IISQC (ISO ms mixing time) experi
",cHIS wen: recordoo u1;inS t!t~ siugle ISN_Iabded prolein. 
3D NMR Spcclrum HNCO, HNCOCA, HNCA, 
HNCACO, CHC.AN H, anrl C RCACONH expeJiments 
were perfonne<.! with double·labeled proteill sample. The 
2D-TOCS\' (1:10 ms 0 1' mixilJg lime) aud 2D-NOESY 
(1 ~ú m~ or mi~ing time) eXI:>e liment ~ were acquirerl in a 
Bruker ASCEND (Bruker BioSpiH. Billerica. MA. USA) 
spCClromcter opcralin& al 700 MH;.r. in lhe samC ""peri
II1l~Ilal eondilions ex<xpl for (he pwbe whieiJ was a 
5_ú mm probe wi th two channel~ 

Structure calculation 

F.xperimenL11 rla.la ~ets were l'roce.;~erl wit.h r.he NMRPlm ~oft 

W3re [29J. Pea.k pickin g, ~pi n :ry~lems irlemification, anrl 
NOE signals assignment were dOlle in CARA 1.8 [30J. Auto
ma.l;c NOP. as~ignment~ anrl ~tructure caklllat.ions were I""r
fonne<.! in NANA 2.1 [31]. Eacb protcin model was 
cOllStmcled with a sel of 20 slructural represeutations 
selcctcd I'rom ealcnlatiolls usin!: Ihe lowest enee!:y value and 
no violntions consl.raint ~_ Inrlivid'''1I1y, I.he a~:o;emhlies were 
suhmitted lo a moleculHr dynHmic~ refinemem in A""'II< 9 
following Ibe protocol previously described by Gurrola el al. 
[32]. Refillerl slrncturnJ morlels of rHgeJ(, anrl HgeD were 
validate<! and uploaded to tire Protein Data Ihnk (PDB ID: 
SIPO ami 5JYH. re~llectivel y) and Diological Magnetic Res
ona,lC<': Bank (BMRB ID: 30033 alld 30089, rcsp.-:ctivcly)_ 

, 
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Cysticidal activity 

Biological materials 

Taenia crassiceps WFU strain cysticerci were obtained from 
experimentally infected mice, briefly, 6 weeks old female 
BALB/el mice were infected with 10 WFU strain T. crassi
ceps cysticerci in peritoneal cavity using a 20G needle and 
euthanized 90 days after cysticerci inoculation. The mice were 
purchased by Hadan Laboratories (Mexico) and maintained 
in a pathogen free environment at the Medicine School, 
UNAM animal Care facilities. Animals were monitored every 
day, all mice presented good health until sacrifice at 90 days. 
Cysticerci obtained were washed four times with sterile ice
cold PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM Na,HP04 , 

and 1.47 mM KH2P04 , pH 7.2) and used for experiments. 

In vitro experimeots 00 T. crassiceps cysticerci 

Nonbudding T. crassiceps cysticerci 2-3 mm in diameter were 
incubated overnight at 370C in a humid chamber with 5% 
CO, in RPMI 1640 media (GIBCO-BRL, San Francisco, CA, 
USA) with 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM penicillin 
(100 U·mL \ and streptomycin (110 ~g·mL 1). On the fol
lowing day, groups of 20 cysticerci were treated with different 
concentrations of the peptides: 10, 50, 100, 200, 500, and 
1000 nM; they were monitored for periods: 1, 3, 6, 12, and 
24 h. Motility, integrity of cysticerci, and evagination of the 
scolex were used as parameters of viability. Motility and integ
rity of the bladder wall were assessed by observation in an 
inverted light microscope (Eclipse TS 100-F; Nikon, Tokyo, 
Japan). Percent evagination was estimated after incubating 
the cysticerci in 1 % pig bile in RPMI for 2 h. As control 
groups of cysticerci were incubated in RPMI medium (nega
tive control) and with praziquantel (PQZ) dissolved in EtOH 
(positive control) at different concentrations (0.0001, 0.01, 1, 
10, 50, and 100 nM). Additionally, a control for the vehicle 
(EtOH, final concentration ofO.5% v/v) was also tested. 

Ethics statement 

Animals were euthanized using intravenous pentobarbital 
(210 mg·kg 1), according to the Official Mexican Norm: 
NOM-062-Z00-1999 for production, care, and use of labo
ratory animals. All procedures are in strict accordance with 
the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals of 
the NIH, USA. The research protocol was approved by 
Research and Ethic Committee of the Medicine School, 
Universidad Nacional Autónoma de México (007-2012). 

Amoebicidal activity 

Parasite culture 

Entamoeba histolytica HM1-IMSS trophozoites were axeni
cally grown in TYI -S33 medium. Amoebas (1 x 105 of live 
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trophozoites) were placed in 96-well plates in an anaerobic 
chamber with 300 IlL TYI-S33 supplemented with each 
compound so that the final concentrations were as follows: 
1000, 100, 10, I nM. 

Parasite viability 

Amoebic trophozoite viability was assessed employing the vital 
marker Trypan blue done at 24, 28, and 72 h under a micro
scope using a hemocytometer. Samples of 100 IlL containing 
around 1 x 104 treated parasites were added with 1 ~ Trypan 
blue 0.4% mixed and incubated at room temperature for 3 min. 

Mechanism oC cell death 

To determine the mechanism of cell death, flow cytometry 
analysis was done employing the FITC Annexin V Apopto
sis Detection Kit with phosphatidylinositol (PI) (Biolegend, 
San Diego, CA, USA) according to the protocol provided. 
Cells were washed with PBS solution and resuspended in the 
kit buffer at a concentration of 0.5 x 107 celkmL l. Then, 
100 IlL of cell suspension were put in a flow cytometry tube; 
5 IlL of FITC annexin V and 10 IlL of propidium lodide 
solution were added. After 15 min of incubation at room 
temperature (25 OC) without light, 400 IlL of annexin V 
binding buffer were added to each tube and finally analyze 
by flow cytometry in a FACSCan flow cytometer (BD, 
Franklin Lakes, NJ, USA). 

Human peripheral blood Iymphocytes 

Lymphocytes were obtained from blood samples of a 
healthy individual with written consent. Lymphocytes were 
isolated in a Ficoll gradient, and placed in Petri's dishes 
with supplemented RPMI 1640 medium on sterile condi
tions at 37 oC under 5% CO2 . Lymphocytes were sorted by 
flow cytometry using a specific F4/80 antibody. 

Effect of scorpine-like peptides was analyzed at the IC50 
deterrnined in amoebic cultures. Lymphocytes viability was 
deterrnined by three independent assays by triplicate. For 
each experiment, 1 x 105 lymphocytes per well were added 
in 96-well plate with 90 IlL of supplemented RPMI 1640 
plus 10 IlL of the corresponding scorpine-like peptide at 
final concentrations of 2.6, 8.2, 16.4 nM in each well. Trea
ted cultures were incubated for 72 h and viability, apoptosis 
and necrosis was determined by flow cytometry using the 
annexin V-FITC apoptosis detection kit I (BD Pharrningen, 
San Jose, CA, USA), according to the protocol of 
BDPharrningen. Culture media of each well was removed 
and replaced with PBS Ix, annexin V, and propidium 
iodide markers were added and the cells further incubated 
for 15 min. After the incubation time, the cells were fixed 
with 50 IlL of a stock solution of p-formaldehyde 3.7%, 
and the samples were read in a F ACS Aria flow cytometer 
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). 
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Results 

Production 01 recombinant peptides 

Recombinant H ge36 (rHge36) was produced In 

Rosetta strain of Escherichia coli. We identified an 
inte rmediate peptide of 45 amino acids, named M
HgeD, as a subproduct in the prod uction of rHge36 
which was used to oblain HgeD by chemica l hydro ly
sis with CN Br (efficiency at 24 h: 36 ± 5%). We were 
able to incorporate in lhe peptides 15N and DC iso
lopes wilh lhe strategy developmenl by Marley [27]. 
After the fi nal purificalio ns by HPLC (Fig. 1), Ihe 
peplide samples were lyophilized and weighed lo eS lab
li sh fo r each peptide Ihe global yield in funct ion of Ihe 
volume of culture. Fo r rHge36, M- HgeD, a nd HgeD, 
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Structure of an antiparasitic scorp ine 

we obtain 5.3 ± 0.3 mg· L - 1, 4 .9 ± 0.3 mg. L - 1, a nd 
1.7 ± 0.3 mg·L -1, respectively. The molecula r mass of 
a ll pept ides and the di sulfide bond co nnectivities were 
confirmed by MA LDI-TOF mass spectromelry (Fig. 
S I). We obtained the mass spect ra pa rt ners which con
firm the connecti vity between the ord ina l nllmbered 
cysleines C I- C4, C2- C5, and C3- C6, thus confirming 
the d isu lfide signature o f CSct~ motif. This connectiv
ily is lhe common sco rpion toxin a rrangement which 
is fou nd in Ihe alpha scorpion subfamil y [33]. The con
nectivity was llsed in the structure calculat ions. 

NMR structure 

Three disulphide bridge constra ins a nd at lea sI 655 
NO E restrictions derived from assignments were used 

e 5.0 ~ 
o "L& '"~" % 8 

100 x 

" <: 
_______ M+ H 5293.213 

on " 
80 5285 5290 5295 5300 5305 

m/z 
D 6.0 4929.2 \0 

60 o 
x 3.0 M-HgeD 

" M+H 4928.766 
<: 

40 0.0 
4920 4925 4930 4935 4940 

miz 

20 E 5.0 4796.932 

o 
x 2.5 HgeD 

O " M+H 4797.570 
<: 

14 16 18 14 16 18 0.0 , 
4790 4795 4800 4805 4810 

Time (min) Time (min) miz 
F 

Ma t ure HgeScpl pl 
Hge36 
M- HgeD / HgeD 

t lit I I 
gwmsekkvqgildkkl pegii r naa kaiVHKMAKNQFGCFANVDVKGOCKRH CKAEDKEGI CHGTKC KCGVPISYL 
............................ VHKMAKNQFG CFANVDVKGDCKRH CKAEDKEGICHGTKCKCGV PISYL 
............... . ...... . .... .. .. mAKNQFGCFANVDVKGDCKRH CKAEDKEGICHGTKC KCGVPISYL 

Fig. 1. Purif ication. ident ification and amino acid sequences of HgeScplp1-derived peptides rHge36. MHgeD. and HgeD. (A) RP-HPLC 
puril ication 01 rHge36 alter the enzymatic digestion 01 the l usion protein with enterokinase, note the product M-HgeD issued Irom an 
unspecilic digestion. (B) RP-HPLC purification 01 HgeD alter CNBr cleavage lrom M-HgeD. The dotted li ne in all chromatograms represents 
the amount 01 the solvent B composed by aceton itrile (ACN) and 0.05% trifluoroacetic acid vlv (TFA). (e). (o). and (E) are the MALDI mass 
spectra for rHge36. M-HgeD. and HgeD. respect ively. The experimenta l mass 01 each peptide is underlined and the expected mass is 
shown at right of each spectrum. (F) Amino acid sequences of HgeScplpl-derived pept ides, the fragment naturally processed from 
HgeScplpl is shown in lowercase letters. The disulphide pairing is shown aboye the sequence block. 

FEBS letters 12016) © 2016 Federat ion 01 European Biochemical Soclet ies 5 

86 



Structure of an antiparasitic scorpine 

in order to calculate the structures of Hge36 and 
HgeD (Table 1). Upper distances limit and root mean 
square deviations of the two structural assemblies cal
culated in CYANA 2.1 are surnmarized in Table 1. The 
final structures from CYANA 2.1 show an alpha helix 
along vvith one beta sheet of two strands stabilized by 
three disulfide bridges. Amide protons for arnino acids 
GLU and CYS at positions 20 and 21 in rHge36 dis
played a broad signal near to the noise level in the 2D 
NMR experiments difficult to correlate by this type of 
experiments only. Through the 3D NMR spectra, we 
were able to find convincing evidence of backbone 
connectivity for rHge36. We assigned the CYS 21 
arnide pro ton signal at lO.21 p.p.m., which is the low
est field pro ton in the spectrum. The arnide proton 
chemical shift of GLU 20 was inferred by 3D 

Table 1. Upper distance limits obtained in CYANA 2.1 for NMR 

structure determination of Hge36, M-HgeD, and HgeD. 

rHge36 HgeD 

Total 715 655 

Short-range, li - ji 1 496 433 

Medium-range, 1 < li - ji < 5 100 90 

Long-range, li - ~ 5 119 132 

Average target function value 0.15 0.21 

Average backbone RMSD to mean 0.34 0.24 
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TOCSY-HSQC NMR experiment. We performed 
molecular dynarnics simulations in AMBER 9 software 
to refine unrestricted regions in the structural models 
obtained in CYANA 2.1, as previously described by Xian 
[34] and adapted by Gurrola el al. [32], see Fig. 2. 
Table 1 shows the structural data of rHge36 and 
HgeD. The RMSD values of the backbone for the 
structural assembly models of rHge36 and HgeD were 
0.34 and 0.24 Á, respectively (ca1culated from the sec
ond to the penultimate amino acid in each sequence). 
The Fig. 2E shows the backbone alignment between 
the arnino acids 5-47, in rHge36, and the arnino acids 
2-43 in HgeD with the lowest energy structural model 
of each peptide. The RMSD value for this alignment 
was 0.869 Á. 

Antiparasitic activity 

Cysticerci 

To evaluate the effect of peptides over tapewonns cys
ticerci, we detennined viability of T. crassiceps WFU 
cysticerci using the pararneters motility, darnage on the 
bladder wall, and evagination of scolex. Table SI sum
marized the qualitative observations of the effects of 
each peptide and positive (PQZ) and negative (RPMI) 
controls on T. crassiceps WFU cysticerci. The three 
peptides induced darnage to and reduced the mo bility 

\.... 
e 

Fig. 2. NMR structures of rHge36 and 
HgeD. (A) Ribbon diagram of the solution 

structure of rHge36 with the secondary 

elements stabilized by the disulfide 
bridges. (8) Ribbon of the solution 

structure of HgeD showing the same 
phase for rHge36. (e) and (D) the potential 

surfaces with their ribbon orientations of 

rHge36 and HgeD, respectively. The N

terminus is highlighted in the top-right side 
of each surface. (E) Superposition of the 

cartoon solution structure of rHge36 and 

HgeD in stereo view. N and e terminus 

are stated accordingly. 
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and evagination of T. crassiceps cysticerci, albeit to a 
different extent at the sarne concentration and with 
different IC50s (Fig. 3A-D). In all three parameters, 
HgeD is more potent than the other two peptides: 
HgeD, darnage first seen at 1 h and complete los s of 
mobility at 6 h at 1000 nM, IC50 on evagination of 
65 ± la nM; M-HgeD, damage first seen at 6 h and 
complete loss of mobility at 12 h at 1000 nM, IC50 on 
evagination of 178 ± 9 nM; Hge36, darnage first seen 
at 3 h and complete loss of mobility at 12 h at 
1000 nM, IC50 on evagination of 167 ± 16 nM (see 
Table SI). The positive control Praziquantel (PQZ) 
produced a decrement of mobility at 1 h incubated 
with 0.01 nM and totally loss of mobility at 3 h with 
10 nM. PQZ do not present visible damage in the blad
der wall of the cysticerci in all incubation at different 
concentrations. PQZ shows a IC50 0.05 ± 0.02 nM; 
moreover, the vehicle (EtOH) used to dissolve PZQ 
has no effect in cysticerci viability. The negative con
trol with RPMI had a 100% of evagination. 

Amoebas 

We evaluated the arnoebicide activity by detennining 
the viability of amoebas in 24 h intervals after the 
treatment vvith different concentrations of the scor
pine-like peptides. A time- and dose-dependent effect 
was observed with IC50s of 16.4 ± 1.3, 8.2 ± 0.7, and 
2.6 ± 0.2 nM for rHge36, M-HgeD, and Hge-D, 
respectively (Fig. 3E-G). Moreover, at these concen
trations, we found that apoptosis was the main cell 
death pathway, as evaluated by flow cytometry. In this 
case, we found no differences between the three pep
tides using the IC50 values for each one, although the 
ratio between late apoptotic and apoptotic cells fol
lows the pattern HgeD < M-HgeD < rHge36 
(Table 2). We also tested the effect of the three pep
tides on lymphocytes which are cells from the immune 
system that respond to pathogens, substances or parti
eles that enter into the body. Notably, when scorpine
like peptides were assayed on peripheral blood cultures 
(16.4, 8.2, and 2.6 nM for rHge36, M-HgeD, and Hge
D, respectively), less than 30% of death cells were 
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observed, principally by apoptosis, comparing with 
around 70% of viable cells (Table 2). In all cases, at 
sarne concentrations, the effect was more evident on 
arnoebas than in lymphocytes. 

Discussion 

Structure 

NMR structures were detennined using 2D and 3D 
spectra. 2D spectra were not enough to disperse all 
spin systems. Regions around 8.56 and 8.86 p.p.m. in 
lH were the most crowded regions which made really 
difficult the complete assignrnent. It was needed to 
obtain 3D NMR spectra in order to assign all the 
arnino acids. Connectivity of the disulphide bridges 
was also corroborated in 2D NOESY NMR spectra 
by the presence of cross peaks due to the proximity 
between the beta protons in the cysteines' side chains. 
It is important to mention that the presence of cross 
peaks between hydrogen of the side chains of cysteines 
could be incidental, but several NOEs were found 
additionally that corro borate these results. The final 
structures from CYANA 2.1 shows an alpha helix along 
with one beta sheet of two strands stabilized by three 
disulphide bridges, folding into a CSC(~ motif. This 
structural motif is the most comrnon in scorpion 
venom toxins [33,35]. However, the N-tenninal region 
poses more NOE's than the C-tenninus, producing 
that the N-tenninus is bet1er defined. These well
defined regions of HgeD allow the structure to get a 
bet1er RMSD at the sarne experimental conditions. 

The peptides rHge36 and its shortened versions M
HgeD and HgeD are derived from a naturally occur
ring truncated version of HgeScplpl, which belongs to 
the subfamily 3 of scorpione-like and beta-KTx pep
tides according to the classification previously reported 
[12,22]. The structures reported here are the first struc
tural models of the CSC(~ domain of this subfamily. 
We show in Fig. 2A,B the structures of rHge36 and 
HgeD; both structures are shown on the sarne orienta
tion aligned over the backbone, and are shown super
imposed in Fig. 2E (figures displayed with VMD [36]). 

Table 2. Cell death mechanism. Ouadrants 01, 02, and 03 are related to a necrotic, late apoptotic or apoptotic mechanism of cell death, 

respectively. The 04 quadrant is related with the percentage of live cells. 

Lymphocytes Amoebas 

Peptide 01 (%) 02 (%) 03 (%) 04 (%) 01 (%) 02 (%) 03 (%) 04 (%) 

rHge36 O 7.4 ± 0.6 22.6 ± 1.3 70 ± 0.7 O 13.3 ± 0.3 51 ± 1.3 35.7 ± 1.6 
M-Hge36 O 3.2 ± 0.4 23.1 ± 2.3 73.7 ± 1.9 O 6.3 ± 2.0 57.5 ± 4.3 36.2 ± 2.3 

HgeD 0.2 ± 0.1 2.2 ± 0.1 21.6 ± 3.8 76.2 ± 3.9 O 2.4 ± 0.9 58.9 ± 2.6 38.7 ± 1.5 
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HgeO does nol have sign ificant changes in its sec
ondary struclure with respecl to lhe rHge36; both of 
them exhibit the same structural motif (RMSO 
0.869 Á). The suppression of the fi rst four amino acids 
of rHge36 in HgeO can be more easily contrasted visu
alizing their po tential surfaces ca lcll lated with the A PBS 

web server (pH 7.0) [37]. In rHge36 model , the N-Ier
minus is emerging from the rest of the molecule, 
Fig. 2C In contrast, lhe same region from HgeD is 
oriented in the opposite direct ion leaving a more posi
live cha rge surface, Fig. 20 . 80lh peptides have a pos
ili ve charge density near lo the N-terminus and Ihe 
charge di stributions are modi fied by different shapes. 
HgeO has less posili ve charges due lo the loss of a 
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lysine residlle among the fom amino acids suppressed; 
however, it shows a bigger posili ve region due lO lhe 
exposure of lhe positive charge amino acids present in 
lhe N-lerminus. 

Antiparasitic activities 

We observed that M-HgcO and Hgc36 peptides have 
similar deleterious eITects on lhe viabi lity of T. crassi
ceps cyst icerci as the ant imicrobial peptide of Iseganan 
18-367, previously reported [38] (Fig. 3). Although lhe 
HgeD peplide has a slronger eITecl on Ihe parasite 
than its longcr relatives and Iseganan IB-367, it has no 
better eITect lhan lhe anlihehnintic drug PZQ and 
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Fig. 3. Ant iparasitie effeet 01 the peptides tested on Taenia crassiceps WFU eystieerei (A-O) ood Entamoeba histolytica (E-Gl. Fm 
T. crassiceps, the graphie representations show the effeet and the IC50 of: (A) rHge36, (B) M-HgeO, and (e) HgeD eompared w ith control 

(O) PZQ Data are mean ± SO (n = 20). For eell viability tested in amoebas, (E) shows the effeet of rHge36 w ith an le50 16.4 ± 1.3 nM, (F) 

M-HgeD le50 8.2 ± 0.7 nM, and (G) HgeD IC50 2.6 ± 0.2 nM. The IC50 determined were used in the mechanism 01 cell death assay. 
Inhibitory concentrations for amoebas were ca lculated by a mult ivariab(e ana(ysis. 
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fm1her experimenls are n~ded lo clarify Ihe meeha
nisms by whieh Ihese peptides cause damage lo lhe 
bladde-r wall of Ihe- cysticerc i. In any case, e-vagination 
uf Ihe larvac is a Ilco,;ssary Sll-p lu n:ach Ihc aduJI 

stage- in the ddil1ilive- hmt; therel"ore, inhibit ion of 
e-vagina lÍon is importan! 10 d ismpt Ih e- !il"e cyde of Ihis 
parasi¡es. N eurocyst icercosis and taeniosis diseases 
caused by Taenia $Qlium are a real heaJlh problem in 
d~v¡;]l.1pi llg coulllricS. !>ZQ alld A lbcndawk arc ¡hc 
tw" t:l1cclivt: antihdrnintic drugs "st:d nga illsl Ihis par
a~i le; however, he1m inlhes Ilre acqll iring resistancc lo 
Ihero [39]. The use of peptides cou!d be tolerated in 
humans and JlÍ g.~ (hosl for T. so/i1lm) belter than Imli

hdruiul ic drugs which are UftCIl admiuislcrcd with dcx
aJm:lhasom: lu d.cn:ase Ih. inflanuualury n:actil.1ll 
produced by Ih. hust in rcSpullse lo ¡hc dealh uf the 
parasite. 11" Ihis inflammal ion is n01 avoided, Ihe hosl 
coll!d d ie [38,40]. Peplides Ihat kil1 para.~i tes are bcing 

studied by d ifferent research groups 10 find alternal ive 
alltihelmilltic drugs [39,4! ]. 

AllIuebiasis is ¡he d isease eausl-d by Ihe pruluwall par

asitc b"mamoeba hisIQ/yl ica . JI is .stimatcd that 10% uf 
wor!d's popu!at ion is a carner of anlibodies ant i-E/JIIl
moeba and approximalely 40000-100000 dca ths per 
year are rela ted 10 this parasitic discase, principally in 
developillg countries [42,43). M etronidazole is the first 
choicc drug for Ihe trcatmcnl of amocbiasis; howevcr. 
several side el1i:cls thal mlly vary fmm vomiting, d iar
rhea , amI up lo hall llcina tions have been reporled [44]. 
These amI Ihe presence 01" resistant Slm ins [45) are mark
ers ofthe need o f new and less toxic therapies for amoebi
asis Irealmeu!. lu Ihis caSl:, SOOrpiUl,-lih p¡:plides aITl"C¡ 

Ihe (Xl! viability uf Ih" ;!.¡Ilocbas aluallumolar sc.ak. Fur 
instan~e , their Ie5U va!ues are in average 201Xl times more 
efTecl ive Ihan metronicLn o!e. Moreover, th e resu!ts 

obtained by flow cytometry demonstrates thal the ma in 
ccll dealh pathway is apoplos.is. This suggests Ihal ¡he 
iutnaetiull aJnoug pcptides a.ud o,;Us al ¡hc CuuCt:lllra
ti UllS ¡;va]ualed cuuld nol gcunatcs a (;t:Jllysis (46) like 

olher an timicrubial pcplides Ic.sled agaillSt Ihl"S. parasitcs 
[47] . Thc: mechanism of aCliOll on lruS type of cells is not 
known a t the mom enl , yet HgeO is more aetive than 
Hge36. In addilion to ¡he low effect in Iymphoeytes elll 
tures at thcsarnc conccntrations, these rcsults support the 
idell lo m e !;COrpine-! ike peptides as an tiparasit ic agenls . 

Concluding remarks 

In sununary, we report for ¡he first time the SIfi1etllre 

of Ihe CSap dumaiu uf a scurpiue-likc/ ocla-KTx pep
t.ide. I\s no major slmctura! difTeren~es belween II geló 
ami ITgeO were found besides Ihe e~lended N -teml i
nm in Hge36, we SlISpect tha l I.he~ IQur amino aLids 

FEBS Looth," 12(16) o 2016 F.w.OlÓtu 01 Ec • .,.,.."" Siod, .... ,Ó<;oI SoOort ... 
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interfere wilh Ihe recognition of the potassimn chan
neis, Hge36 has a twofold lower polency than H geD 
(1 2], and a lso disrupt the antiparasitic mechanism(s), 
kadillg \1,) a IWO- \1,) fuurfuld IOWl."r aCl ivity uf Hgd6 

againsl I;¡pewonns L)'sticerci ami amoe!xls. Our resu!ts 
Sllggesl thal IIge.16 and its Imncaterl fonns have tll r
gets on ¡he bladder wall and in the scolex of cysticerci, 
thus giv ing lhe opportunily 10 develop new mol~lles 

agaillsl hdlllillthcs. Amucbicidc aCl ivily uf H gd) was 
ul' Iu 2000 times bt:ller than mt:lrunidruA'!c, s],,,wi ng 
an apoplol ic death palhw;¡y. Fllrlhermore, Ihe !ow 
cylolo:o;ic elT~t on human peripheral b!ood !ympho
cyles L""I ll lllreS al!ow us lo suggesl Iha t pept ides derive!! 

frolll scorpillc-like pcptidcs could be guud a]¡crnaliv.s 
fUf Ihe aulipar:l.Sitic trealllll:lllS USl-d uuwadays. 
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