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RESUMEN 

La técnica de Emisién de Rayos X Inducida por Particulas (PIXE) se aplicé al 
estudio de metaloenzimas corridas en geles de poliacrilamida, con el fin de probar que 
dicha técnica permite identificar a los metales contenidos en estas biomoléculas (Fe y 
Zn segin el caso) asi como conocer su estequiometria "R" (nimero de metales por 
molécula). Las enzimas utilizadas fueron Citocromo c, en la que se encontréd una 

estequiometria de | Fe por proteina y Deshidrogenasa alcohdlica, cuya R observada fue 
de 4 Zn por proteina. Ambos datos corresponden a Jo citado en la literatura. Otra enzima 
estudiada fue la Anhidrasa Carbonica, para la cual se encontré una estequiometria de 2 

Zn por molécula, a diferencia de la R esperada que era de 1. Esta discrepancia se debid 
posiblemente a que esta enzima tenia su estequiometria alterada originalmente. Las tres 
enzimas mencionadas se obtuvieron comercialmente. También se utilizd a la 
Pirofosfatasa citoplasmica de Ja bacteria fotosintética Rhodospirillum rubrum, \a cual se 
aisld y se purificé parcialmente a partir de un cultivo de dichas bacterias. La 
estequiometria encontrada para esta enzima fue de 2 Zn por proteina, siendo ésia la 
primera vez que se propone dicho dato.



INTRODUCCION 

Los metales son componentes de muchas enzimas, desempefiando tareas 

importantes en muy diversos tipos de reacciones catalfticas de los seres vivos o bien 

dandole estabilidad estructural a la enzima de la cual forman parte. Uno de los principales 

problemas en el estudio de las funciones de los metales en las proteinas es su localizacion 

y su cuantificacién, lo cual se debe a Jas cantidades tan bajas en las cuales se encuentran 

dichos metales, mismos que escapan frecuentemente a los limites de deteccién de las 

técnicas analiticas convencionales [Solis et al., 1998]. Por otro lado, las técnicas que 

normalmente se emplean en el estudio de metales en proteinas no son capaces de 

distinguir entre el metal libre y aquel que se encuentra unido a la molécula [Hilario, 

Romero y Celis, 1990]. De tal modo que nuevos métodos fisicos con limites de deteccion 

cada vez mas bajos se han venido aplicando en tiempos recientes con el fin de resolver los 

problemas mencionados. La técnica de emisién de rayos X inducida por particulas (PIXE) 

ha sido muy util en precisar la localizacién de algunos metales tales como Fe y Zn en 

subunidades proteinicas especificas [Szokefalvi-Nagy ef al., 1987, 1994, Szokefalvi-Nagy, 

1996, Solis, et al., Strivay ef al., 1998] y en la cuantificacién de estos elementos traza 

[Szokefalvi-Nagy et al., 1994, Weber e¢ al., 1996]. 

Entre las ventajas que presenta esta técnica se encuentra su amplio rango de 

aplicacion a una gran cantidad de elementos con nimero atémico (Z) mayor a 11, a la vez 

que su efectividad de deteccién llega a ser unos cuantos microgramos por gramo. Ademas 

posee cardcter multielemental, es decir, en un solo evento de medicién pueden ser 

detectados varios elementos, mientras que puede manejarse como una técnica no 

destructiva de los materiales que se estudian; esto tiltimo, especialmente cuando se aplica al 

andlisis de proteinas, posibilita diferenciar a los metales propios de las muestras que se 

analizan de aquellos que son externos a dicha muestra, ya que en principio se puede lograr 

que el haz de particulas empleado en la técnica incida directamente sobre el lugar en donde 

se encuentra la proteina [Johansson y Campbell, 1988, Koltay, 1988]. 

En otros métodos, tales como la microscopia electrénica analitica (AEM), se tienen 

limites de deteccion relativamente altos (unos 100 j1g/g), por lo cual su aplicacién en la 

deteccion de metales traza es bastante Himitada [Thellier er al., 1993]. 

Por su parte la técnica de fluorescencia de rayos X (XRF), a pesar de tener limites 

de deteccién comparables a los de PIXE (1 a 10 g/g en buenas condiciones 

expetimentales), tiene la desventaja de requerir una cantidad de muestra mucho mayor, 

siendo ésta del orden de miligramos [Keszthelyi ef al., 1984, Willis, 1988]. 

La espectroscopia de absorcion atémica (AAS) [Chan y Gamble, 1978, Veillon y 

Vallee, 1978, Szokefalvi-Nagy et al., 1994] es altamente sensitiva en la deteccién de 

metales traza en muestras biolégicas (Ilega a las partes por billén), sin embargo tiene la 

desventaja de ser destructiva y de que slo es capaz de analizar un elemento a la vez, siendo 

 



su aplicacién multielemental bastante complicada. Por su parte, la espectroscopia de 
emisién atémica, aunque tiene cardcter multielemental y cuenta con notables limites de 

deteccién, es también un método destructivo [Veillon y Vallee, 1978, Szokefalvi-Nagy ef 

al., 1987]. 

La técnica de difraccién de rayos X ha sido ampliamente utilizada en el estudio de 
proteinas, en especial en lo referente a determinar el arreglo espacial de los atomos en 

dichas moléculas. La base del método consiste en detectar e identificar los distintos dtomos 
gracias al patron establecido por un haz de rayos X que penetra en la muestra y que es 
principalmente difractado por los electrones de la misma. Por esto, dAtomos grandes y con 
muchos electrones pueden ser detectados con una bitena eficiencia. A pesar de lo anterior, 
el aplicar esta técnica resulta ser demasiado laborioso, por un lado porque frecuentemente 
se requiere de meses para la toma automatizada de datos y muchas horas de analisis de 
éstos en potentes computadoras, y por otro lado porque es un requisito contar con cristales 
con un alto grado de pureza, lo cual es en si misma una tarea que demanda una gran 

cantidad de tiempo y esfuerzo [Alberts ef al., 1983]. 

En un contexto analitico diferente, la técnica de electroforesis en gel de 

poliacrilamida (PAGE), ha demostrado ser una de las mas utiles y poderosas herramientas 
para la separacién y el andlisis de macromoléculas biolégicas, debido a su gran sensibilidad 
y precisién para separar proteinas con base en su carga y/o masa [Hames, 1983]. De modo 
que, siendo PIXE una técnica no destructiva, rapida, muy sensible y multielemental, una 

combinacién entre los métodos de PAGE y PIXE, es capaz de brindar una significativa 

cantidad de informacién acerca del tipo de metales y su estequiometria para los casos 

especificos de metaloproteinas y metaloenzimas. 

OBJETIVOS 

En la presente tesis, con el propdsito de probar la viabilidad de PEXE en la 
cuantificacién de metales en enzimas en geles de poliacrilamida, esta técnica se aplicé a 
tres metaloenzimas bien conocidas con el fin de verificar su estequiometria. Se’ eligieron 
enzimas con Fe y Zn porque estos dos metales estan entre los mds abundantes en las 
moléculas biolégicas y son componentes esenciales de numerosas enzimas aisladas de 
diferentes especies. Para la deteccion de Fe se eligid el Citocromo c y para la deteccién del 
Zn se utilizaron Anhidrasa carbénica y Deshidrogenasa alcohdlica. Estas metaloenzimas 
estan bien caracterizadas y se utilizan frecuentemente como un control interno para la 
determinacién de pesos moleculares de proteinas preparadas por medio de PAGE. 
Posteriormente se analizd a la enzima Pirofosfatasa citoplasmica de Rhodospirillum 
rubrum, de la cual se sabe que posee Zn como componente estructural, pero cuya 

estequiometria es desconocida. 

 



CAPITULOI 

FUNDAMENTOS FISICOS DE PIXE. 

1.1. Interaccién de los protones con la materia. 

La emision de rayos X inducida por particulas (PIXE) es un método fisico analitico 

basado en espectrometria de rayos X. Implica a un haz de particulas cargadas que se 

utilizan para expulsar a los electrones de las capas més internas de los 4tomos de una 

muestra, dejéndolos en un estado de alta energia. La vacante electronica producida es 

llenada por un electron de capas superiores de mayor energia, por lo cual el dtomo, a la vez 

que vuelve a su estado basal, emite rayos X caracteristicos del 4tomo en cuestién. 

En la descripcién moderna del dtomo se han introducido los llamados nimeros 

cudnticos. Estos pueden emplearse para describir el estado de los electrones, asignandolos a 

diversas capas y subcapas de tal modo que el sistema quede en el menor estado energético 

posible; a 1a vez que, segtin el principio de exclusién de Pauli, en un dtomo con dos o mas 

electrones, estos no pueden tener los mismos mtimeros cudnticos. Esos son: el nimero 

cudntico principal (n) que representa el nivel energético principal del electron y el nimero 

cudntico azimutal (1), que determina subniveles de energia para cada capa. Ademds existe el 

numero cudntico magnético (ml) y el ntimero cudntico de spin (ns). 

La clave de la identidad de un elemento es la carga de su micleo. Esta determina el 

ntimero de sus electrones atomicos y, por lo tanto, sus propiedades fisicas y quimicas. Los 

electrones de la capa K, al encontrarse tan cerca del niicleo, constituyen el andlogo a una 

sonda, la cual es muy sensible a la carga de dicho micleo [Halliday, Resnick y Krane, 

1997], De esta manera, el andlisis de los electrones de capas internas es una fuente 

potencial de informacién muy valiosa acerca de los 4tomos estudiados y en consecuencia 

de la muestra de la cual forman parte. 

En el caso de PLXE, un haz de particulas cargadas (protones, particulas alfa o iones 

pesados), se hace incidir sobre una muestra con el fin de expulsar los electrones de sus 

capas, en especial las capas cercanas al nticleo (ver Figura I.1.) Para propdsitos analiticos 

mediante PIXE generalmente se utilizan haces de protones. El uso de iones mas pesados 

hace mds complejo el andlisis debido a corrimientos en la energia de los rayos X y a 

rendimientos de fluorescencia variables debido a ionizaciones multiples. 

Cuando un haz de protones interactia con los 4tomos de una muestra, éstos se 

ionizan y pasan a un estado de alta energia. Asi, la vacante generada es inmediatamente 

ocupada por electrones de las capas superiores que migran para llenar dicho hueco, con lo 

cual cl 4tomo regresa a su estado basal de energia, sdlo que a su vez el exceso de energia 

 



implicado es expulsado del atomo en forma de un fotén de rayos X, mismo fotén que es 
caracteristico del tipo de 4tomo del cual se trate, teniendo éste una intensidad igual a la 

diferencia de energia entre los niveles de los cuales se Ilevé a cabo la transicién. Aqui es 

importante remarcar que, en el caso de las capas mas cercanas al nucleo, tales como la capa 
K o la L. por ejemplo, cuya energia es descrita por los nimeros cudnticos, constituyen la 

fuente de informacién més valiosa para la técnica. 

          

Rayos XL 

fon 

incidente 

© Electron 

desplazado 

Figura I.1. Generacién de vacancias en las capas internas y subsecuente emisién de 

Rayos X debida al bombardeo con protones. Tomada de Johansson y Campbell, (1988). 

El electrén que ocupa la vacante puede provenir de un gran ntimero de subcapas, 

aunque no de cualquiera, puesto que existen limitaciones impuestas por reglas de seleccién 

de transiciones atomicas. Los rayos X emitidos se designan en relacién con la capa en la 

cual se generé el hueco. Si la vacante se produce en la capa K, la linea emitida se denomina 

K, si sucede en L, se denominara L y asi sucesivamente. 

Ya que el electrén que lIlena la vacante puede provenir de un gran numero de 

subcapas, se producen varios tipos de lineas K, L, etc., cuya distincién se hace en virtud de 

la intensidad relativa que tiene cada una de estas lineas dentro de su grupo. De tal manera, 

la linea K més intensa sera la Ka, y la siguiente, la KB. A su vez cada una de estas lineas 

pueden estar compuestas por cierto niimero de transiciones que se reconocen por los 

subindices 1,2,3..., existiendo asi las lineas Kal, Ka2, KB1, KB2, ete. (ver Figura I.2.). 

 



4 

H
N
 

h
e
 

= 

h
w
 

e
a
 

  

Figura 1.2. Niveles de energia atémicos y transiciones que dan origen a los Rayos X 

de las capas K y L. Tomado de Miranda, (1996). 

Ya que el fin que tiene el bombardeo de una muestra con un haz de protones es la 

extraccion de electrones de las capas K y L y la subsiguiente emisién de rayos X portadores 

de informacion de la muestra, es de suma importancia saber cual es la probabilidad de 

ionizar el atomo, a lo cual se le conoce como seccién eficaz de ionizacién y cuyo 

conocimiento es fundamental para determinar la seccién eficaz de produccién de rayos X. 

Asimismo otro parametro importante para la técnica de PIXE es el de produccién de 

fluorescencia (@), la cual es el cociente del ntimero total de fotones X emitidos con 

respecto al total de vacantes de una subcapa determinada. : 

Existen consideraciones teoricas para calcular las concentraciones de los distintos 

elementos en una muestra tomando en cuenta los parametros mencionados anteriormente. 

Para el caso particular de la determinacién de metales en geles de poliacrilamida. no 

es necesario realizar ningiin cdlculo teérico, ya que es posible recurrir a un proceso de 

calibracién sencillo que consiste en preparar geles adicionados con los metales de interés en 

concentraciones conocidas. Haciendo esto para todos lo elementos de interés, se obtiene 

una relacion lineal entre los rayos X producidos y la concentracién de los elementos en los 

geles de calibracién. 

 



1.2. Bremsstrahlung. 

El espectro del material que se analiza se compone fundamentalmente de un 
conjunto de rayos X caracteristicos de los Atomos que constituyen a la muestra mds una 
radiacién de fondo que se superpone. Esta radiacién de fondo o Bremsstrahlung se produce 
cuando una particula cargada cambia su velocidad o su direccién y emite en consecuencia 
radiacion electromagnética. La causa principal de este fondo se debe al Bremsstrahlung de 
los electrones secundarios producidos o de los mismos iones del haz que pierden energia 
dentro de la muestra o que se desvian de sus trayectorias dentro de la misma [Johansson y 

Campbell, 1988]. 

1.3. Limites de deteccién y cuantificacién. 

La técnica de PIXE presenta una maxima sensibilidad en dos regiones de ntmeros 

atomicos (Z): 20$Z<35 y 75<Z<85 que contienen a la mayoria de los elementos traza de 

interés en Biologia. Con esta técnica no pueden detectarse elementos muy ligeros tales 

como H, O y C. Esto en realidad representa una ventaja para la determinacién de metales 

asociados a proteinas en geles de poliacrilamida porque sélo se detectan los metales y no 

hay ninguna contribucién de la matriz de acrilamida a la medida [Johansson y Campbell, 

1988}. 

En el espectro obtenido de una muestra, las alturas relativas de los picos de rayos X 

con respecto al nivel de la radiacién de fondo determina el limite de deteccién del método 

para un elemento dado. En general se acepta que el ntimero total de cuentas en un pico debe 

exceder tres veces la raiz cuadrada de las cuentas de la radiacién de fondo sobre e] mismo 

intervalo de energia, para una identificacién segura y una cuantificacién adecuada del pico 

correspondiente. Usando este criterio es posible calcular la minima concentracion 

detectable (Cyn) para cada elemento mediante la siguiente relacién: 

Cun = ee (1) 
Ox K(Z) 

donde Nr es la radiacién de fondo, Q la carga acumulada y K(Z) es la sensibilidad del 

elemento, la cual se entiende como las cuentas de rayos X del elemento Z por proton por 

ug/cm? y que se calcula irradiando un material estandar en las mismas condiciones que la 

muestra. Este pardametro esta dado por: 

  

Nx(Z) 
K(Z)= -—72.4-- 

C 

OxC(Z) at 

) 

donde Nx (Z) corresponde a las cuentas del pico del elemento Z y C(Z),a la concentracion 

conocida de un estdndar, que en este caso puede ser uno de los geles usados en la 

calibracion.



CAPITULO II 

MATERIALES Y METODOS 

IL1. El Acelerador Peletrén. 

El acelerador de particulas utilizado para la aplicacién de la espectroscopia PIXE 
fue un Peletrén 9SDH-2 en tandem [Scharf, 1990] (Figura II.1.), fabricado por la National 
Electrostatic Corporation (NEC), el cual alcanza un potencial de hasta 3 Megavolts (MV) 
en la terminal de alto voltaje. Este acelerador consta de las siguientes partes: 

* Una fuente de iones (1). 
* Una serie de electroimanes selectores (2). 

* El tanque con el sistema de carga y de aceleracion de iones (3). 
* Cuadrupolo magnético (4). 

* Linea de implantacién de iones (5). 

* Linea para PIXE (6). 
* Una camara de vacio con un sistema de vacio anexo (7). 

* El sistema detector de rayos X (8). 
* Salida del acelerador para andlisis de PIXE al aire (9). 

* Fuente de alto voltaje (10). 
* Consola (11). 

  

Figura II.1. Diagrama del acelerador Peletrén usado para PIXE. El sistema consiste de: 1. 

Fuente de iones. 2- Iman selector de 30°. 3-Tandem de 3 MV (NEC 9SDH). 4- Cuadrupolo 

magnético. 5- Linea de implantacién de iones. 6- Linea para PIXE. 7- Camara de vacio. 8- 

Detector. 9- Salida para hacer PIXE al aire. 10- Fuente principal de alto voltaje 11-Consola. 

Tomada del manual de operacién del acelerador Peletrén. 

 



La fuente de iones es una camara cuyo propésito es generar iones a partir un cdtodo 
solido. En esta. se produce vapor de cesio, el cual pierde electrones al chocar con una 
superficie de tantalio, siendo entonces acelerado hacia un cétodo de hidruro de titanio. Los 
iones de cesio interactian con este ultimo de tal manera que se producen iones negativos de 
hidrégeno (H1), los cuales son enfocados y dirigidos a la linea que conduce al tanque del 
acelerador por medio de un inyector magnético. Estos iones son acelerados hacia la 
terminal de alto voltaje, donde a su vez se cambia su carga a positiva con el fin de 
acelerarlos nuevamente segun el proceso que se describird mds adelante. En varios puntos 
del acelerador se colocan cajas de Faraday, las cuales tienen la funcion de medir la cantidad 
de corriente que incide en un punto determinado. 

Después de pasar por el imdn inyector, el haz entra a un tanque, en el cual se 
generan las grandes diferencias de potencial caracteristicas de los aceleradores de 
particulas. El sistema de carga consiste en una cadena en la cual se alternan barras 
metalicas con barras aislantes las cuales son cargadas por induccién. En este caso, un 

electrodo cargado negativamente expulsa a los electrones contenidos en las barras, las 

cuales, en consecuencia, adquieren una carga positiva neta. Entonces la cadena transporta 
dicha carga hacia la terminal de alto voltaje en la cual sucede el proceso inverso, es decir, 

en ella se depositan cargas positivas y los electrones son los que se transportan a la cadena. 
Después de cierto tiempo de funcionamiento del sistema, la terminal de alto voltaje retine el 

suficiente numero de cargas positivas como para generar una diferencia de potencial de 

varios megavolts, siendo esta diferencia de potencial la que atrae a las particulas que entran 
en el tanque, acelerandolas a una energia del orden de MeV (Figura II.2.) Con el fin de que 
no ocurran descargas en el interior del cilindro, éste se Ilena con hexafluoruro de azufre 
(SF6); esto permite alcanzar diferencias de potencial ain mayores. 

Terminal de alto valtaje 
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Figura JI.2. Esquema que muestra el sistema de carga del acelerador Peletrén. 
Tomada del manual de operacién del acelerador Peletrén. 

 



En el centro del tanque se localiza una cémara con gas nitrégeno (No), el cual se 

conoce en este caso con el nombre de “stripper”. Cuando en el gas mencionado se da la 

incidencia del haz de particulas negativas, estas pierden electrones debido a las colisiones 

que se producen, por lo cual las particulas del haz adquieren carga positiva. Debido a que la 

terminal de alto voltaje posee el mismo signo de carga, las particulas se ven nuevamente 

aceleradas. El proceso de cambiar el signo a las particulas aceleradas determina que con 

una sola terminal de alto voltaje se pueda obtener haces con el doble de energia. 

Una vez que el haz abandona el tanque, se encuentra un cuadrupolo magnético con 

la funcién de enfocar el haz obtenido. Ya que el haz ha sido enfocado, se dirige por medio 

de un imdn (imdn analizador o selector) a la cdmara’en la cual va a ser utilizado. Antes de 

hacerse incidir en la muestra, el haz se nivela gracias a unas rejillas y se vuelve a enfocar 

con otro cuadrupolo magnético, para finalmente Hegar a una caja de Faraday que mide la 

carga final del haz. 

Es importante mencionar que todas las etapas del acelerador, desde la fuente de 

iones hasta que el haz sale para incidir en la muestra, se manejan al vacio. Esto se logra por 

medio de bombas mecanicas con las cuales se logra el vacio necesario para que funcionen 

bombas turbomoleculares, las cuales proporcionan un vacio base en el acelerador de 10% 

Torr. 

Todo lo descrito anteriormente se refiere a la produccion y transporte del haz de 

particulas. Este haz puede entonces ser utilizado en diferentes técnicas de andlisis que 

incluyen Reacciones nucleares (RN), Retrodispersion de Rutherford (RBS), Dispersion 

elastica por retroceso (ERDA) y PIXE. 

En experimentos de PIXE un haz de protones incide sobre la muestra la cual se 

coloca en un portamuestras al interior de una cdmara de vacio. La interaccién de los 

protones con la muestra induce 1a emisién de rayos X. Estos rayos X son detectados por 

uno o mas detectores situados a un cierto Angulo con respecto a la normal de la superficie 

de la muestra. 

IJ.2. PIXE al aire. 

Es muy frecuente que la técnica PIXE se aplique a muestras que se encuentran al 

vacfo. De esta manera se evita la pérdida de energia del haz debido a colisiones que 

pudieran darse con las moléculas de la ventana de galida de la linea de vacio del acelerador 

y de ia atmésfera donde se coloque la muestra. Debido a lo anterior, los limites de 

deteccién para PIXE al aire, pueden no ser tan buenos como cuando la técnica se lleva a 

cabo al vacio. Esto es porque los limites de deteccién se encuentran en gran parte 

determinados por la radiacién de fondo, la cual se ve aumentada gracias a la interaccion del 

haz con el material de la ventana de salida del acelerador, asi como con el aire entre ésta y 

la muestra [Johansson y Campbell, 1988].



Sin embargo, existen situaciones donde es mds conveniente bombardear a la 

muestra al aire. El no tener que evacuar el aire de la camara de vacio cada vez que se hacen 

los andlisis permite que un mayor niimero de muestras se analicen en menor tiempo. 

También el tener a la muestra fuera de una c4mara implica en muchos casos poder manejar 

a los especimenes con mayor precision [Johansson y Johanssqn, 1976]. 

Ademas ésta modalidad de la técnica conlleva ventajas tales como minimizar o 

evitar dafios a especimenes que sean sensibles al calor, pues el aire es un medio que permite 

la dispersién de este tipo de energia, lo cual no seria posible en el vacio. Si bien es 

frecuente que muestras analizadas al aire sean dafiadas por el haz de particulas, la corriente 

del mismo y su tiempo de incidencia pueden variarse de tal manera que el epecimen se 

conserve en buenas condiciones. 

Otro aspecto del andlisis al aire que puede ser de utilidad, es 1a inevitable aparicién 

de un pico K de argén en los espectros obtenidos. Este puede emplearse para medir la carga 

relativa incidente sobre la muestra; sin embargo a esto se encuentra aunada la desventaja de 

que la KB del argén se traslapa con la Ka. del potasio, haciendo entonces muy dificil la 

cuantificacién y/o localizacién de este ultimo elemento en el espécimen. 

J1.3. Detectores de radiacién. 

II.3.1. Detector de Si(Li). 

El detector utilizado (Figura II.3.) presenta una configuracién denominada p-i-n. Se 

compone de una zona semiconductora de tipo p (zona con predominio de impurezas 

aceptoras), otra llamada i de tipo compensado (zona con un numero similar de impurezas 

aceptoras y donadoras que se comporta como un material sin impurezas 0 intrinseco, y otra 

zona de tipo n (zona con predominio de impurezas donadoras). 

Se denomina semiconductor de Si(Li) puesto que se fabrica partiendo de un cristal 

tipo p al interior del cual se difunde Li. Como consecuencia, la concentracién. de Li es 

mayor que las impurezas p originales en la capa n, es igual a la concentracién de las 

impurezas en la zona intrinseca y es menor que la concentracién de las impurezas en la 

zona p. 

Los dtomos de Li se comportan entonces como impurezas donadoras, por pasar el 

electrén libre al ionizar un aAtomo de litio a la banda de conduccién. El cristal 

semiconductor esta orientado de forma que los rayos X entran por la region i. El electron 

secundario producido cuando un dtomo de Si es excitado por un rayo X, produce también 

una ionizacién, creando pares electrén-hueco que son colectados por la accion de una 

diferencia de potencial previamente establecida, dando lugar a una intensidad de corriente 

que se entrega al primer médulo de la electronica. El nttmero de pares creados es 

linealmente proporcional a la energia. Esta linearidad permite hacer una espectroscopia en 

energia. 
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Figura II.3. Esquema del detector de Silicio-Litio (SiLi). 

II.3.2 Detector de Germanio. 

El detector de Germanio (Ge) es otro de los detectores semiconductores, el cual 

tiene la ventaja de que, al ser de un mayor numero atémico y de una mayor densidad que 

el de silicio, presenta una mayor eficiencia de deteccién para fotones de energias mas 

altas y por lo tanto para 4tomos con nimeros atémicos grandes. 

IL4. Electrénica nuclear. 

Una vez que el detector na convertido al espectro de energia proveniente de la 

muestra en pulsos de carga, se tiene la necesidad de amplificar y dar forma a tales pulsos, lo 

cual se logra mediante una serie de circuitos electrénicos [Miranda Martin del Campo, 

1996]. Es importante decir que esta electronica transforma a los pulsos del detector en una 
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sefial cuya altura es proporcional a la energia del rayo X detectado, el cual es a su vez 

caracteristico del Atomo del que proviene. 

Los primeros circuitos son un preamplificador y un amplificador, los cuales, como 

su nombre lo indica, tienen el objetivo de aumentar la magnitud de los pulsos provenientes 

del detector de manera que el siguiente mddulo, el analizador multicanal, sea capaz de 

manejar la informacién adquirida. El analizador multicanal convierte la sefial analdgica que 

obtiene en digital, generando entonces el espectro en su forma final; esto lo logra haciendo 

corresponder un cierto intervalo de alturas de la sefial con el valor de una nueva variable a 

la cual se le denomina canal, del tal modo que Ja representaci6n de nimero de sefiales 

(cuentas) vs canal es lo que propiamente se denomina espectro. 

ILS. Filtros de radiacién. 

Un filtro o absorbedor es un material que se coloca entre la muestra irradiada y el 

detector con el fin de atenuar la intensidad de la radiacién de ciertos elementos especificos, 

lo cual se debe a que la energia de la capa Ka del elemento en cuestién se traslapa con la 

energia de absorcién K del elemento que compone al filtro. Es comin utilizar filtros con el 

fin de absorber la radiacién proveniente de la matriz donde se encuentran los elementos de 

interés o bien pueden emplearse para atenuar los fotones provenientes de otros elementos 

de la muestra. De esta manera se puede incrementar la corriente del haz y asi obtener mas 

cuentas de los metales traza. Para ilustrar lo anterior, puede mencionarse que un filtro de 

aluminio (el cual absorbe rayos X con energias de 1.56 KeV) puede suprimir en gran 

medida la Ka del Si (1.74KeV), por lo cual puede utilizarse en los casos donde los picos de 

silicio sean indeseables [Johansson y Campbell, 1988, Swan y Fleming, 1990]. 

IL.6. Analisis de espectros. 

La informacién sobre la presencia y la concentracién de un elemento en una muestra 

se encuentra en un espectro complejo de rayos X caracteristicos [Koltay, 1988]. E] andlisis 

cualitativo se lleva a cabo asignando numeros atémicos a un pico o grupos de picos del 

espectro, mientras que la informacién cuantitativa puede obtenerse de formulas que se 

explicaran mds adelante. Con el fin de llevar a cabo el andlisis cuantitativo de un espectro, 

se emplean programas, los cuales deben Ilevar a cabo una serie de pasos que incluyen lo 

siguiente: 

La energia de calibracién de un espectro se hace con base en la energia de dos picos 

de referencia que tengan una energia conocida y que se seleccionen de entre los picos mas 

altos del espectro. Los parametros de calibracion se determinan a partir del ancho medido 

de un pico de referencia, el cual se utiliza entonces para calcular los anchos de picos para 

cualquier energia. Los parametros de 1a radiacién de fondo a ser utilizados son obtenidos a 

partir del ajuste de un espectro simple. Las energias y las intensidades relativas son 

guardadas en diferentes partes de un archivo para las distintas lineas de rayos X obtenidas 

 



para cada elemento durante el anélisis. Los valores entre las diversas lineas de rayos X son 
corregidos debido a los cambios en energia introducidos por los filtros y absorbedores 
presentes. Las localizaciones de los centroides, alturas y anchos de cada pico del espectro 
son registradas y guardadas. 

Se emplean gausianas para la descripcién de los picos obtenidos, haciéndose 
correcciones en el caso de que se presenten desviaciones con respecto a la forma 

mencionada. También deben hacerse correcciones si aparecen picos de escape o picos de 
apilamiento (pile-up) en el espectro. Se lleva a cabo un ajuste por minimos cuadrados con 
el fin de optimizar los parametros manejados y deducir el area neta del pico de emision para 
cada elemento de la muestra. . 

IL.7. Implementacion de la técnica 

IL7.1. Caracteristicas de las enzimas empleadas. 

Para el montaje de la técnica se escogieron enzimas bien caracterizadas y de las 
cuales se sabe que necesitan de cofactores para llevar a cabo su funcién. 

Para la deteccién de Fe se usé el Citocromo ¢ de mitocondria de caballo. Tiene un 
peso molecular de 12 300 Da, formando una sola cadena polipeptidica con cerca de 100 

residuos de aminodcidos con un grupo hemo asociado. Contiene un atomo de Fe 
covalentemente ligado al grupo hemo de la proteina con una estequiometria “R” (metal 
/proteina) igual a 1. La carga neta de ésta molécula es positiva. Esta enzima es uno de los 
componentes de la cadena de transporte de electrones responsable de la fosforilacién 
oxidativa en la mitocondria [Lehninger, 1982]. 

Para investigar el contenido de Zn se usaron las enzimas AC de eritrocito de 

bovino, y DA de levadura. 

AC es una metaloenzima con un peso molecular de 29,000 Da. Tiene 1 Zn 
coordinado con 3 histidinas (R=1). Esta molécula ya ha sido obtenida en forma cristalizada. 

La AC es una enzima que cataliza la hidratacién reversible del CO2 en las células 
sanguineas, participando en el proceso de transporte de esta molécula y del oxigeno, los 
cuales son muy importantes en los procesos respiratorios [Lindskog, 1986]. 

Por su parte la DA es un tetramero de peso molecular de 140 000-150 000 Da. Esta 
enzima ya ha sido cristalizada. El ntimero de atomos de Zn/proteina determinado por 
diferentes métodos varia entre 3.2-5.2, siendo generalmente aceptado el ntimero de 4 
Atomos firmemente ligados por proteina o 1 Zn por subunidad (R=4) [Bover, 1975]. 
Cunnane [1988] menciona que el papel del Zn en la Deshidrogenasa alcohdlica es



funcionar como un donador de protones, catalizando la deshidrogenacién de etanol para 

producir acetaldehido [Lehninger, 1982]. 

Las enzimas fueron obtenidas de Sigma Chemical Co. St Louis, MD. Como ya se 

mencioné, estas proteinas tienen una estequiometria conocida. Sin embargo, es importante 

hacer notar que éstas se preparan para ser usadas como patrones de calibracién en la 

determinacion de pesos moleculares [Hames,1983, SIGMA bulletin MKR-137]. Al adquirir 

este tipo de materiales con un grado de pureza de reactivo analitico, se tiene la certeza de 

que esta libre de metales traza contaminantes, pero no se garantiza que se conserve la 

estequiometria metal/proteina propia de la molécula [Veillon y Vallee, 1978]. 

La ultima de las enzimas incluidas en la presente tesis es la Pirofosfatasa. Esta 

cataliza la hidrdélisis de pirofosfato a ortofosfato, siendo este Ultimo una molécula muy 

importante en la fase de conversién de energia del metabolismo [Lathi, 1983]. Se sabe que 

esta enzima contiene zinc, el cual es un metal que tiene la ‘funcion de estabilizar la 

conformacién de la enzima, sin embargo, la estequiometria de este metal en la pirofosfatasa 

es desconocida [Klemme y Gest, 1971]. La PPasa fue extraida y purificada parcialmente 

como se describe en el apéndice 1, con base en el método seguido por Escobedo (1998). Se 

Hlevé a cabo sdlo una purificacién parcial ya que de lo contrario la enzima pierde actividad. 

La concentracion de proteina se determiné mediante el micrométodo de Bradford 

(Bradford, 1976, Dryer y Lata, 1989]. 

JI.7.2. Preparacién de los geles de poliacrilamida. 

Los geles utilizados se prepararon conforme a la técnica de electroforesis de pH 

discontinuo (0 de disco), usando una placa rectangular (Figura IL4.), siguiendo el 

procedimiento descrito en el apéndice 2. En general esta técnica consiste en introducir fas 

proteinas en un gel de poliacrilamida separado entre dos placas de vidrio rectangulares. El 

gel de acrilamida consiste de dos fases, las cuales difieren en su porosidad y pH. Al aplicar 

una diferencia de potencial, la mezcla de proteinas migra del gel mds poroso (gel 

concentrador) al menos poroso (gel resolvedor). Esta migracién es posible debido a que las 

proteinas tienen una carga neta. Las enzimas utilizadas migraban del electrodo negativo (en 

la parte superior) al positivo (en la parte inferior), tal y como lo indica la disposicién 

mostrada en la figura, pero en el caso del Cit c, al tener éste carga positiva, la polaridad 

tuvo que ser invertida. En el gel resolvedor, la movilidad va a depender principalmente de 

la densidad de carga (carga/masa) de la molécula, asi como de su tamafio, siendo entonces 

la funcién de este gel el actuar como un tamiz. Como resultado de lo anterior, las proteinas 

se separan individualmente en bandas muy estrechas. Finalmente gracias a lo compacto de 

dichas bandas se obtiene una resolucién muy alta [Cooper, 1984, Gabler, 1978, Lehninger, 

1975]. 
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Figura IL.4. Dispositivo empleado para la preparacion de geles de poliacrilamida. 

Las muestras de proteinas se introducen directamente en los pozos del gel concentrador. 

Para el caso del Cit c, la electroforesis se llevé a cabo con la polaridad de los electrodos 

invertida con respecto a como se muestra en la figura. 

II.7.2.1. Preparacién de los geles de calibracién. 

Para determinar la cantidad de Fe o Zn detectada mediante PIXE en cada banda de 

los geles, fue necesario preparar geles de calibracién con concentraciones conocidas de Fe 

y Zn. Estos se prepararon agregando a la acrilamida fresca diferentes cantidades de FeSO 

7H2O y de ZnSO, 7H2O (entre 0 y 70 pg/ml). 

1.7.2.2. Preparacién de los geles con las muestras de proteinas. 

Para introducir las enzimas de Cit c, AC y DA en los geles, éstas fueron 

resuspendidas en una solucién amortiguadora conteniendo 0.5 M Tris HCI pH 8.0, 64% 

glicerol y 0.04% Azul bromofenol. Para el caso de la PPasa ésta se incubé en una solucion 

amortiguadora 20 mM de Tris HCl pH 8.6 y 0.1 mM de ZnSOy, a la vez que su actividad 

fue monitoreada de acuerdo al procedimiento de Romero. Gomez y Celis [1991].



Para determinar en los geles la concentracion de Fe del Cit c, cuyo peso molecular 

es relativamente bajo (12 300 Da), fue suficiente agregar volumenes pequefios de proteina 

total (20-30 j1g). Sin embargo para la determinacion de Zn asociado a las enzimas AC, DA 
y PPasa, siendo éstas de mayor peso molecular, (AC:29 000 Da, DA:140 000 Da y PPasa 
120 000 Da), se requirié mas muestra para facilitar la deteccién del Zn. Esto implicé hacer 
preparaciones concentradas de estas enzimas. En el caso de la PPasa fue necesario liofilizar 
esta enzima para alcanzar las concentraciones deseadas. Las altas concentraciones 
empleadas para preparar los geles no afectaron la distribucién esperada en las bandas de 
proteina y sélo produjeron bandas mas gruesas. Tampoco se observé una agregacién pues 

de lo contrario la mezcla hubiera entrado al gel resolvedor sdlo en forma parcial, pero este 
no fue el caso. : 

En cada uno de los geles se corrieron simultaneamente dos muestras de cada una de 
las proteinas. Una de ellas se usaria posteriormente para ser tefiida y de esta manera 
localizar las bandas de proteina, determinando a la vez su cantidad relativa mediante 

densitometria, mientras que la otra se emplearia en el andlisis de PIXE. La tincién fue 
realizada incubando los geles en una solucién conteniendo Azul de Coomassie 0.1%, 
metano!l 45% y acido acético 10%. La razén por la cual no se bombardearon los geles 

teflidos, es que se ha observado que la tincién elimina los metales asociados a las proteinas 
[Szokefalvi-Nagy ef al., 1987]. 

Los geles fueron secados en una capa de celofan y cubiertos con una capa de 
polietileno, la cual fue desprendida de los geles con el fin de exponerlos directamente al haz 

de particulas. 

II.7.3. Condiciones de las medidas mediante PLXE en geles de poliacrilamida. 

Los andlisis con PIXE se efectuaron en geles intactos. Se usd un haz externo de 
protones de 3 a 4 MeV de energia generado por el acelerador de particulas (Figura IL.5.) En 
Ja ventana de la salida de! haz se colocé un colimador de grafito de seccién rectangular de 4 
x 1 mm. Cada ge! fue colocado a 1.5 cm de la salida del haz. El bombardeo se realizé 
desplazando el gel a lo largo de la vertical en pasos de 1 a 1.5 mm. Los rayos X emitidos 
fueron detectados simulténeamente por 2 detectores, uno de Si(Li) y otro de Ge puro 
colocados a cada lado de la muestra. Los detectores formaban un angulo menor de 70° con 

respecto al haz. Frente a los detectores se colocaron filtros de Mylar (10-35 im) y 

Aluminio (10-40 jum) para reducir Ja alta tasa de conteo de elementos ligeros como el Ar. 
Cada vez que Ja geometria experimental era modificada, era necesario obtener nuevas 

curvas de calibracién. 
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Figura II.5. Montaje experimental para el andlisis de PLXE. 

11.7.4. Medida de la carga acumulada en los geles. 

Dado que los geles de poliacrilamida son dieléctricos, no es posible integrar la carga 

acumulada durante la medicion. Sin embargo, como las medidas fueron realizadas al aire, la 

carga acumulada es proporcional al numero de dtomos de argén que el haz de protones 

encuentra en su trayectoria hacia el blanco. En consecuencia, la concentracion de argén en 

el aire que aparece en cada espectro, se usé como una medida indirecta de la carga 

acumulada en los geles. Otra medida indirecta de la carga fue la sefial de rayos x 

provenientes del oro que recubre el soporte de la ventana de salida del haz que es 

proporcional al nimero de protones que salen de la linea. Por lo tanto, las intensidades de 

los rayos X Ko. de! Fe y del Zn fueron normalizadas a las intensidades de los rayos X K 

provenientes del Ar y/o del Au. Para medir la corriente que se recibia en el portamuestras 

se colocé un integrador de corriente. De esta manera se aseguré que los geles no fueran 

bombardeados con corrientes superiores a 10 nA. 
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CAPITULO Il. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

IIL1. Densitogramas 

A partir de los geles de poliacrialmida tefiidos con Azul de Coomassie, se 

obtuvieron densitogramas para las enzimas estudiadas, estos se muestran en Ja figura HIL.1. 
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Figura IIf.1. Densitogramas de los geles tefiidos con Azul de Coomassie mostrando 

la intensidad relativa en unidades arbitrarias (ua) de las bandas de proteinas a lo largo dei 

gel. a) Citocromo c (201g), b) Anhidrasa carbdnica (100g), c) Deshidrogenasa alcohélica 

(300g) y d) Pirofosfatasa citoplasmica (1 0pg). 

 



El barrido se inicia en la parte superior del gel, de manera que los picos de la 
izquierda de cada figura corresponden a las bandas cereanas al electrodo negativo. Para el 

caso del Cit c, que es una enzima con carga neta positiva, con el fin de que esta pudiera 
correr en el dispositivo para hacer los geles de poliacrilamida, se tuvo que invertir la 

polaridad de los electrodos de dicho dispositivo. 

En los geles teffidos con Azul de Coomassie las enzimas estudiadas presentan varias 
bandas. El Cit c presenta dos bandas. La AC muestra 3 bandas que representari isomeros de 
carga. La diferencia en la distancia de migracién de los is6meros es interpretada en 
términos de diferencias en la composicién aminoacidica. La DA exhibe una banda ancha 

cuando se preparan geles con bajas concentraciones de esta enzima (10-30 wg). Sin 
embargo siendo esta una enzima de elevado peso molecular, fue necesario preparar geles 

con concentraciones de enzima mas elevadas (100-300 pg). Los densitogramas de las 

preparaciones hechas con altas concentraciones revelaron la presencia de al menos cinco 
bandas. Estas pueden representar isémeros de carga o la presencia de proteinas 

contaminantes. 

En lo que respecta a la muestra de la PPasa, la preparacién posee cuatro bandas, de 

las que Ja tercera es la que corresponde a la PPasa citoplasmica. Esto fue corroborado por 

medio de un gel especifico para actividad de pirofosfatasa. 

Las altas concentraciones empleadas para preparar los geles de AC, DA y PPasa, 

necesarias para la deteccién del Zn, no afectaron la distribucién esperada en las bandas de 
proteina y sdlo produjeron bandas mas gruesas. 

En la tabla III.1. se muestra la proporcién relativa de proteina obtenida con base en 

el rea calculada de los densitogramas para cada banda (en %). Estas relaciones se 

mantienen constantes sin importar la proteina total introducida en el gel. Estas cantidades se 

usaran posteriormente para calcular la concentracién de proteina presente en cada banda y 

asi determinar la estequiometria metal /proteina. 

Tabla IlJ.1. Proporcién (en porcentaje) de proteina en cada banda. 

  

  

  

  

  

Proteina Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5 

Cit c 13 87 
AC 51 47 2 

DA 6 31 32 22 9 

PPasa 14 15 29 41                 
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UJI.2. Espectros de los geles de poliacrilamida. 

En la figura III.2. se muestra un espectro tipico obtenido con un gel de calibracién 

con 40 g/ml de metal. Este se compone de un niimero de picos correspondientes a los 

rayos X Ka y Kf de los elementos indicados en la figura. El hecho de que se noten uno o 

dos picos para cada elemento, depende de la resolucion del detector. En la figura se observa 

una superposicién entre los picos KB del Fe y Ka del Co. Ademas de los metales agregados 

(Fe, Co y Zn), se puede ver un pico de cloro, el cual se debe a que dicho elemento fue 

utilizado como parte de las soluciones amortiguadoras durante la preparacién de los geles. 

A su vez puede observarse una zona afectada por la radiacion de Bremsstrahlung entre los 

picos de argon y fierro, 1a cual, al encontrarse fuera de las regiones de interés, no interviene 

en las medidas. El pico debido al Au, aunque no aparece bien definido en el espectro 

mostrado, también estd presente y su intensidad depende de la geometria empleada para las 

mediciones. Los espectros obtenidos con los geles de proteinas presentan ademas de los 

picos de Cl, Ar y Au el pico correspondiente al metal asociado a la proteina. En el caso del 

Fe y del Zn, al primero le corresponden picos més altos y definidos del espectro debido a 

que la eficiencia de deteccidn de la técnica es mayor para el Fe que para el Zn. 
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Figura III.2. Espectro tipico obtenido mediante PIXE. Las concentraciones de Fe, 

Zn y Co son de 40 pg, mientras que el tiempo de irradiacién fue de 300 segundos. 
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JII.3. Efecto de la irradiacién en la estructura de los geles 

Para determinar si la irradiacién dafia a los geles o si ésta produce migracién de los 

metales, éstos se bombardearon durante 30 minutos, lo cual es un intervalo de tiempo 

mucho mayor al que por lo general éstos se exponen al haz de protones (un maximo de 10 

minutos). Se usaron geles con 8 y 20 pg/ml de metal. En la figura III.3. se muestra el 

comportamiento de la concentracién de metal normalizado a la concentracién promedio de 

éste para Zn y Fe, a través del tiempo de bombardeo para una energia de 4MeV y una 

corriente de 2a 6 nA. ‘ 
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Figura IIL.3. Efecto de la irradiacién en Ja concentracién de Fe y Zn en los geles de 

poliacrilamida con las siguientes concentraciones de metal: a) 4 pg/ml de Zn; b) 20 pg/ml 

de Zn c) 4 ug/ml de Fe; d) 20 pg/ml de Fe. Las lineas punteadas corresponden a la 

magnitud de una desviacién estandar de los datos. 
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Este resultado muestra que aunque el bombardeo deja una coloracion amarilla y 
llega a deformar el gel cuando los tiempos de irradiacién son largos (mayores a 600 

segundos) no se observa una variacién significativa en las concentraciones de los metales 
en ningtin caso, ya que la mayor parte de los puntos correspondientes tanto al Zn como al 
Fe, conservan una dispersién que cae en el intervalo de una desviacién estandar. 

TII.4. Geles de calibracién 

La figura IfL4. muestra las intensidades de los rayos Ko. de Fe y Zn normalizadas a 

las intensidades de los rayos X K del Ar en funcién de la concentracién (en pg/ml) de cada 

metal. 
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La curva de calibracién es lineal para concentraciones de Fe y Zn tan altas como 40 

ug/ml. Esto indica una distribucién homogénea de los iones metdlicos y permite determinar 
metales en proteinas cuya concentracién varia en un amplio rango. Aunque la eficiencia de 

deteccién para el Fe es mayor que para el Zn se observé una mayor dispersién de los 
valores de Fe que de los de Zn. Esta mayor dispersién observada para el Fe puede provenir 
del hecho de que el haz utilizado al aire no esta perfectamente colimado y algunos protones 
son deflectados hacia el portamuestras que en este caso contenia tanto Al como Fe. 

Los mites de deteccién fueron calculados usando los geles de calibracion, para los 
cuales se conocen las concentraciones de los metales agregados, usando las ecuaciones | y 
2 del capitulo 1. La concentracién minima detectada Cy», para el caso del Fe es de alrededor 

de 5 g/g y para el caso del Zn es de 10 tg/g. Una Cry de 5 pg/g para un haz de 3.5 mov 

de seccién incidiendo sobre un gel de poliacrilamida cuyo peso seco es de 18 ug/em?, se 

convierte en una masa absoluta de Fe de aproximadamente 0.003 ug. De forma similar para 

el Zn una Cyn de 10 ug/g corresponde a una concentracion absoluta de 0.006 ug. Ahora 

bien, si consideramos por ejemplo una banda de Cit c con 20 pg de ésta enzima, cuyo peso 

molecular es de 12 300 Da y que contiene un Fe por molécula, en dicha banda habria 0.1 

ug de metal en una concentracién absoluta, por lo cual los limites de deteccion para el Fe 

resultan ser adecuados pata la deteccién de este metal en la banda de proteina. 

Es importante aclarar que el valor del limite de deteccién varia en funcién de la 

muestra en particular, asi como de las condiciones experimentales, tales como la geometria 

y la energia de los protones. Los limites de deteccién en algunos casos resultaron ser 

mejores que los mencionados anteriormente. En especial se observ6 que los geles con 

proteinas eran mas “limpios” que los geles de calibracién en el sentido que presentaban 

menor radiacién de fondo, aunque actualmente se desconoce la explicacién de este hecho. 

IiL.5. Determinacién de la estequiometria de metales en las enzimas. 

La relacién obtenida para cada curva de calibracién es de la forma: 

Mel Ar=mC (ug/ml) +b 

donde “m” es la pendiente de la recta y “b” la ordenada al origen. De esta relacién se puede 

obtener la concentracion “C” del Metal (en pg) en cada punto bombardeado: 

CoE ob) Foggy 107 m > Ar 

 



donde Vpomb es el volumen bombardeado en mm. 

De esta manera, cuando los geles con las distintas proteinas son bombardeados, 

puede asignarsele a cada punto una determinada concentracién en funcién del numero de 
cuentas obtenidas. Entonces se grafica la concentracién de metal “C” en funcién de la 
posicién irradiada en el gel. La cantidad total de metal en la zona bombardeada puede ser 

caleulada a partir del 4rea "S" (en 1g), bajo la gausiana ajustada a los datos experimentales. 

El nimero de atomos del metal Ne en la zona bombardeada se calcula a partir de la 

relacién: 

— SX Ne 
Me PAvg 

donde Nav y PAme representan el nimero de Avogadro y el peso atémico del metal 

respectivamente. Por otro lado, la cantidad de proteina en la zona bombardeada Cp (en yg) 

se puede calcular a partir de la concentracion total de proteina contenida en una banda 

particular (determinada a partir de los densitogramas). De esta manera el ntimero de 

moléculas de proteina en la zona bombardeada Np esta dada por la relacion: 

N,= 
, PM 

donde PM, es el peso molecular de Ja proteina. La razon "R" de atomos de Fe o Zn por 

molécula de proteina puede ser entonces determinada usando la siguiente relacion: 

Estas formulas fueron entonces aplicadas a los datos obtenidos para las distintas 

enzimas con el fin de conocer su estequiometria.



JIL6. Citocromo c 

En la figura IL.5. se muestra la distribucién de Fe obtenida mediante PIXE a to 

largo del gel para dos preparaciones de Cit c de 20 y 30 pg respectivamente. 
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Figura IIL.5. Distribucién de Fe a lo largo del gel conteniendo: a) 20 y b) 30 pg de 

Citocromo ¢. Las flechas indican la posicién de las bandas obtenidas mediante la tincion 

con Azul de Coomassie. El tiempo de bombardeo fue de 300 segundos. 
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Aunque los geles de Citocromo c presentan dos bandas de proteina, el Fe fue 
detectado sdlo en la segunda banda que representa el 87% del total de la proteina. Es 
posible que el contenido de proteina de la primera banda (13%) no sea suficiente para dar 
lugar a la formacién de un pico de Fe. 

Del area bajo el pico de Fe es posible determinar la cantidad de Fe total asociado a 

la porcién bombardeada de la banda: Para el primer caso (Cit 20 ug), usando la ecuacidn 2, 
el numero de atomos de Fe (Nxe) calculado para la porcién bombardeada de esta banda es 
de 5.5 x 10'* dtomos. Por otro lado como la concentracién relativa de proteina en esta 
banda es de 87% del total, el numero de proteinas (N,) calculada en esta banda usando la 
ecuacién 3, es de 4.5 x 10"4, lo cual da una estequiometria R de 1.2 (tabla I1].2.). Un calculo 

similar para el caso del Cit c de 30 wg da una estequiometria de 0.9, siendo ambos valores 
de R muy similares al valor esperado (Tabla HL2.). 

Es de hacer notar que en la figura III.5. b), fue posible detectar el pico de Fe por 

debajo de los limites de deteccién reportados en la seccién JII.3. Como ya se menciond, a lo 
largo del estudio se observé que la radiacién de fondo asociada a los geles con proteinas era 

menor que el asociado a los geles de calibracién, lo que permitié detectar concentraciones 
de metales atin mas bajas, el cual fue el caso de la figura JII.5. b). En esta figura el pico de 

Fe corresponde a la banda de Citocromo c y la estequiometria metal/proteina es muy 
cercana al valor esperado, resultados que indican que los valores obtenidos reflejan valores 

reales y no artefactos de las mediciones. 

Tabla II1.2. Valores de R (Fe/Proteina) para el Cit c. 

Enzima Detector R banda 1 R banda 2 R esperada 

Cit ¢ 30 pg Si/Li - 0.9 1.0 

Cit-c 20 pg SiLi 1.2 1.0 

Promedio 1.0 1.0 

  

También se tiene que la concentracién detectada de Fe en el gel de 30 ug es un 

orden de magnitud superior a la que se encuentra en el gel con 20 ig de enzima. Esto se 

debe a que el area irradiada era mds grande el dia de bombardeo del Cit de 30 pg, por lo 

cual fue posible recibir un mayor ntmero de cuentas de Fe en este caso. 
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Til.7. Anhidrasa Carbénica 

La distribucién de Zn a lo largo del gel medida por PIXE para la AC se muestra en la 

figura III.6. para dos preparaciones de 128 y 100 yg de proteina. 
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Figura IJI.6. Distribucién del Zn a lo largo del gel conteniendo a) 128g y b) 100 pg de 
A.C. Las flechas indican la posicién de las bandas tefiidas con Azul de Coomassie. El 
tiempo de bombardeo de cada gel fue de 300 segundos. 

27



Se puede observar que el Zn se detecta en las tres bandas, aunque en la tercera dicho 
metal es apenas perceptible (la posicion de las tres bandas de proteina se indica por medio 
de flechas en ja figura). Se ha reportado que en Ja AC existe un Zn por enzima. Sin 
embargo la distribucién del metal indica que el Zn esta presente con una estequiometria de 
aproximadamente 2:1 (Tabla II.3.) Estos altos valores de Zn fueron obtenidos 
consistentemente para diferentes preparaciones e independientemente de las condiciones 
experimentales (detector usado, geometria, concentracién de proteina en el gel), lo cual 
indica que la estequiometria es uniforme en la preparacion original. Estos resultados 
confirman nuestras expectativas originales en el sentido de que las preparaciones de 
proteinas concebidas para ser usadas como estandares en medidas de pesos moleculares no 
forzosamente conservan la estequiometria de la molécula original, esto debido 
probablemente a una contaminacién por absorcién o desorcién del Zn durante su 
fabricacién [Veillon y Vallee, 1978]. Lo anterior indica que, en la medida de lo posible, se 
deben emplear materiales de referencia o estandares de proteinas en los cuales se garantice 
que la molécula conserve Ja estequiometria original, o en su defecto verificar ésta dltima 

por métodos independientes. 

Tabla III.3. Valores de R (Zn/Proteina) para la A.C. 

Enzima Detector R R 2 

AC 128 Ge 2.22 2.00 

AC128 2.05 2.04 

AC 100 2.17 1.72 

Promedio 2.1 

  

HL8. Deshidrogenasa Alcohdlica. 

Como se mencioné anteriormente, la muestra de DA utilizada al tefiirse con azul de 

Coomassie presenta una zona muy amplia que sobresale del fondo y dentro de la cual se 

pueden distinguir 5 bandas de proteinas. Como ya se dijo anteriormente, las bandas 

adicionales representan probablemente proteinas contaminantes. Debido a que la DA es 

una enzima de alto peso molecular, para que la deteccién del Zn mediante PIXE fuera 

posible debié utilizarse una gran cantidad de proteina, preparandose geles con 

concentraciones que van desde 100 a 300 pg. Cuando se usa la DA a bajas concentraciones, 

los geles presentan una sola banda relativamente ancha. Al aumentar considerablemente la 

concentracién de la proteina en los geles, dicha banda se resuelve en cinco bandas mas 

finas, revelando una gran heterogenidad de la muestra (Figura III.1. ¢). 
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La distribuci’n de Zn a lo largo de estos geles refleja la presencia de este metal en 

las cinco bandas. Sin embargo la cantidad asociada a los dos primeros picos es muy baja, y 
su variacién esta dentro de la incertidumbre de la medida, haciendo imposible el ajuste de 

una gausiana a estos datos. Por lo anterior s6lo se cuantificd el Zn para las tres ultimas 
bandas (Figura II1.7.) 
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Figura If.7. Distribucién del Zn a lo largo del gel conteniendo 133 ug de D.A. El 

tiempo de bombardeo fue de 300 segundos. 

Dada la complejidad en la distribucién del Zn por la cercania de las bandas, se hizo 
una cuantificacién aproximada de la estequiometria, estimando el Zn y la proteina 

contenidos en las tres Ultimas bandas. La estequiometria promedio es de 4 que es igual al 

valor esperado (tabla HI.4.) 
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Tabla II1.4. Valores de R (Zn/Proteina) para la DA. . 

Enzima Detector R prom R 

DA 133 4 SiLi 4.6 Zn/Ar 

DA 133 _ Ge "49 

DA 133 

Promedio 

  

IiL.9. Pirofosfatasa citoplasmica. 

La distribucién del Zn en el gel de pirofosfatasa citoplasmica de XR. rubrum se 
muestra en la figura IIL.8. 
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Figura IU.8. Distribucién del Zn a lo largo del gel conteniendo una concentracion de 

350 ug en la banda correspondiente a la Pirofosfatasa citoplasmica. 
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La preparacion de esta enzima parcialmente purificada, mostré cuatro bandas para 
el caso de PAGE en condiciones nativas y con una tincién empleando azul de Coomassie. 
Sin embargo, cuando los geles fueron especialmente tefiidos para la actividad de Ja PPasa, 
solamente la banda 3 presento actividad para esta enzima, lo cual indica que esta banda es 
la que corresponde a Ja PPasa (su posicién se indica con la flecha de la izquierda en la 
figura 1II.8.). Como se muestra en la figura, esta banda de pirofosfatasa tiene un pico de Zn 
bien definido y cuya estequiometria se calcula en 2.3 Atomos de metal por proteina (Tabla 
MIL5.) 

Sin embargo, otra de las bandas, la cual es considerada como un contaminante 
(sefialada por la flecha de la derecha en la figura IIL.8.), tiene también una cierta cantidad 
de Zn asociado, tal y como puede verse en la distribucién de Zn. Esto sugiere que la banda 
contaminante corresponde a una proteina con Zn. 

Se sabe que esta enzima requiere de Zn para conservar su estabilidad estructural. De 
hecho a lo largo de su purificacion, el que la PPasa permanezca activa depende en gran 
medida de la presencia de este catién. Sin embargo la estequiometria 0 cantidad de Zn por 
proteina no ha sido reportada para esta enzima, siendo ésta la primera vez que se propone 
tal dato. 

Tabla III.5. Valores de R (Zn/Proteina) para la PPasa. 

Enzima Detector R panaa3 R osperada 

PPasa 350 SiLi 2.7 

PPasa 350 Ge 1.9 

Promedio 2.3 

  

1.10. Efecto de la tincién en la concentracién de Zn. 

Como se mencioné anteriormente el uso del Azul de Coomassie para teffir proteinas 
libera y elimina la mayoria de los iones ligados a estas moléculas [Szokefalvi-Nagy ef al., 
1987]. Este efecto se debe probablemente al uso de metanol en el proceso. Es por esta razon 
que el andlisis con PIXE debe hacerse en geles sin iefiir. Como método alternativo de 
tincién se recurrié al uso del colorante Rojo de Ponceau que no requiere del uso de metanol 
para revelar fas bandas de proteina. Para estos experimentos, se prepararon geles con 100 

ug de AC. Después de la electroforesis, los geles a ser teftidos se incubaron en una solucién 
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tanto tefiidos como sin feftir se analizaron por PIXE. Desafortunadamente el colorante 
también tuvo el efecto de alterar la estequiometria de la enzima. En la tabla II1.6. se 

muestra la estequiometria obtenida para el caso de la AC teftida con el colorante 
mencionado. 

Tabla III.6. Efecto de la tincién en el contenido de metal de la A.C. 

Enzima Detector R banda 1 Rbanda2 j{R 

AC teflida. Si/Li 0.14 0.15 

AC sin tefiir Si/Li 2.17 1.72 
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CAPITULO IV 

CONCLUSIONES 

PIXE al aire ha demostrado ser una técnica adecuada para la cuantificacién de 
metales en proteinas en geles de poliacrilamida. Entre las principales ventajas presentadas 
se encuentra la resolucién espacial, buenos limites de deteccién, el caracter multielemental 

y la rapidez con la cual se Ilevaron a cabo los andlisis. Adicionalmente, esta técnica es 
capaz de detectar y cuantificar de manera absoluta a la gran mayoria de metales que tienen 
importancia desde el] punto de vista bioldgico, tales como el Fe, Zn, Cu, Co, etc. 

A pesar de que se indujeron dafios en algunos los geles irradiados, a juzgar por la 

coloracién que queda después del bombardeo, se demostré que esto no implica una pérdida 
o una migracién de los metales asociados a las enzimas analizadas; ademas es posible 

minimizar en gran medida los dafios a dichos geles exponiéndolos un menor tiempo al haz 
de particulas y reduciendo la intensidad de la corriente utilizada durante las mediciones. 

No obstante que PLXE al aire necesita de muestras que contengan una mayor 
concentracién de enzimas con respecto a PIXE al vacio, las cantidades rnanejadas de 
proteina siguen siendo significativamente inferiores a las requeridas por otras técnicas de 

cuartificacién de metales traza. 

Aplicando esta técnica fue posible proponer una estequiometria de dos dtomos de 

Zn por proteina para el caso de la enzima Pirofosfatasa citoplasmica de Rhodospirillum 

rubrum, siendo ésta la primera vez que se propone dicho dato. También se obtuvieron 

resultados sobre la estequiometria del Cit c y de la DA que estan en concordancia con los 

datos citados en Ja literatura; sin embargo en lo que respecta a la AC, este no fue el caso, 

pues se encontré una estequiometria de dos 4tomos de Zn por enzima en lugar de uno que 

era lo esperado. Esto pudo deberse a que la AC obtenida comercialmente tuviera su 

estequiometria alterada desde un principio. 

Dadas las ventajas ya mencionadas, se establece la posibilidad de aplicar PIXE al 

estudio de otros aspectos en el contexto bioquimico, lo cual incluye aspectos de cinética 

enzimatica. 

Aunque los resultados obtenidos pueden considerarse exitosos en el sentido de que 

fue posible la deteccién y cuantificaci6n de metales asociados a proteinas en geles de 

poliacrilamida, el desarrollo de este estudio permitié determinar los aspectos técnicos en 

que la metodologia puede optimizarse para continuar con este tipo de estudios en el futuro. 

A saber: contar con un dispositive que permita mover las muestras de manera automatica y 

precisa, con lo cual es posible mejorar en gran medida la resolucién espacial de la técnica. 

También resulta ser muy recomendable mantener lo mas constante posible la geometria 

experimental para todas las muestras. Uno de los principales aspectos a tomar en cuenta es 

el contar con enzimas donde se garantice la conservacién de la estequiometria original de la 
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molécula, ya que es posible que para el caso de proteinas estandar que se emplean como 
patrones de masa, fa estcquiometria se encuentre alterada desde un principio, esto 

probablemente debido a los métodos de purificacién empleados. También es de suma 
importancia contar con un método de cuantificacién precisa de las proteinas agregadas a los 
geles. En el caso de la PPasa, se requirié un método de cuantificacién de proteina previo a 
su preparacién en el gel de poliacrilamida. Para esto se aplicaron los métodos de Lowry y 
de Bradford, que se emplean rutinariamente en estas medidas, encontrandose algunas 
inconsistencias entre los resultados. Por esta razén se adopto el micrométodo de Bradford 

para la determinacién de las concentraciones de Pirofosfatasa, por considerarlo mas 
preciso. Es por lo tanto muy recomendable asegurarse de obtener datos correctos de 
concentracién de proteina o aplicar métodos bioquimicos de cuantificacion alternativos. 

Asimismo la técnica podria ser notablemente mds efectiva si se pudiera bombardear 
un gel tefiido. Sin embargo, lo anterior no se ha podido llevar a cabo debido a que los 

colorantes que comtinmente se emplean en las tinciones tienen el efecto de hacer que el 
metal se pierda de la enzima. En este sentido se requieren mas estudios con otros métodos 

de tincién. 
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APENDICE 1. 

Purificacioén parcial de pirofosfatasa citoplasmica de la bacteria fetosintética 
Rhodospirillum rubrum. 

Reactivos: 

Solucién 4 = Tris HC] 50mM, MgCl 10mM y ZnSO, 0.4mM pH 8.6 
Solucién B= Tris HC] 20 mM pH8.6, mercaptoetanol 2mM y ZnSO, 0.1mM. 
Solucién C = Tris HCl 20 mM pH 8.6 

Procedimiento. 

1. Se comienza con un determinado peso himedo de bacterias. 

2. Se resuspenden en A (aprox. 560 ml de amortiguador por cada 100 gramos de bacterias). 
3. Se agrega una pizca de DNAsa 
4. El resuspendido se horaogeniza y se sonica durante dos minutos en alfcuotes de 15 ml, 
manteniendolas en bafio de hielo. 
5. Todo el producto sonicado se centrifuga a 100 0CO x g durante 90 minutos a una 
temperatura de 40°C. 
6. Se recupera el sobrenadante y su pH se ajusta 8.6 con A. Este se calienta en bafio maria 
por 5 minutos a 60°C. 
7, Después del bafio maria, todo el producto se centrifuga a 20 000 x g durante 20 minutos 

auna temperatura de 4°C. 
8. Se recupera el sobrenadante y se le agrega (NH4)2SO, de tal modo que el sobrenadante se 

lleve a un estado de saturacién de 40%. 
9. El sobrenadante resultante se centrifuga a 20 000 x g durante 20 minutos a 4°C. 
10. Se agrega (NH4)2SOg para llevar de la saturacién de 40% a una al 50%. 

11. El sobrenadante se centrifuga a 20 000 x g durante 20 minutos a 4°C. 
12. Se recupera el sobrenadante y se agrega la cantidad necesaria de sulfato de amonio para 

saturar de 50% a 65%. 
13. El sobrenadante se centrifuga a 15 000 rpm durante 20 minutos a 4°C. 
14. El precipitado obtenido se resuspende en 15 ml de B. 
15. La muestra se dializa en 5 litros de B durante 12 horas a una temperatura de 4°C. 

16. Se prepara una columna de cromatografia de afinidad con @-aminohexilagarosa, la cual 
se empaca a 4°C, todo proceso que implique a esta columna debera llevarse a cabo a la 
temperatura mencionada. 
17. Se lava la columna con los siguientes amortiguadores segtin el orden sefialado: 

1) 50 ml de C. 
1D 200 ml de MgCh 0.4M+C 
HD 100 ml de NaCL iIM+C 
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IV) 200 ml de C 
V) 50 mi de B 

18. Una vez que la columna ha sido lavada, la muestra dializada se vierte a Ia columna, de 

manera que vaya saliendo lentamente por goteo. 

19. Después de agregar el dializado se adiciona a la columna 200 ml de Tris HC] 20mM pH 

8.6, mercaptoetanol 2mM, ZnSO, 0.1mM. 

20. Se adiciona a la columna 200 ml de B+ Pirofosfato de sodio (PPi-Na) 100 mM. 

21. Se agregan 150 ml de B. 

22. Se hace un gradiefite de concentracién de sales de 0 a 1.2 M con NaCl, colectandose 

fracciones de 200 gotas por tubo. 

23. Se mide la actividad de las fracciones. 

24. Se mide la proteina a 280 nm en espectrofotémetro. También se mide la actividad de 

pirofosfatasa de las fracciones, segin el método seguido por Romero, Gomez y Celis 

(1991). 
25. La enzima se guarda a -20°C para conservarla en buenas condiciones. 
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APENDICE 2. 

Preparacion de los geles de poliacrilamida en condiciones nativas 

Reactivos. 

Solucién Gel concentrador Gel resolvedor 

4.5% final 7.5% final 

Acrilamida-Bisacrilamida (30:0.8) 1.25 ml 2.5 ml 

Amortiguador de gel concentrador Tris-HCl pH 8.8 125ml 2 weet 

Amortiguador de gel resolvedor Tris-HCl pH 6.8 09 === 1.25 ml 

Persulfato de amonio 1.5% 250 pl 500 wl 

TEMED 5 pl Sul 

Agua 2.375 mi 5.75 ml 

Volumen total 5 ml 10 ml 

Solucién amortiguadora de le cdmara superior e inferior: Tris 0.025M, Glicina 

0.192M pH 8.3. 

Aparato empleado para preparar los geles. 

El aparato empleado para preparar los geles fue un Dual Gel Caster Hoefer 

Scientific Instruments, Mightly Small SE-245. El gel se prepara entre dos placas de vidrio 

de aproximadamente 10 x 8 cm colocadas verticalmente y de manera paralela, separadas 

1.5 mm por medio de dos tiras separadoras dispuestas a los lados. Los separadores se 

mantienen en posicién mediante pinzas de plastico. El fondo se sella usando una tira de 

silicén. Se introduce e! gel resolvedor, dejando un tiempo suficiente para que polimerize, 

colocandose sobre este el gel concentrador. En la parte superior del gel concentrador se 

ajusta un peine con el fin de formar espacios libres de gel (pozos), en los cuales se 

introduciré la mezcla de proteinas. Una vez que los geles han polimerizado y que se ha 

cargado la mezcla de proteinas en los pozos, el dispositivo se transfiere a un aparato que 

consiste en dos camaras, una superior y una inferior que estaraén en contacto con la parte 

superior e inferior del gel respectivamente y en las cuales se introduce una solucién 

amortiguadora. La diferencia de potencial se aplica mediante una fuente de voltaje a través 

de electrodos de platino colocados en ambos extremos (superior ¢ inferior) del aparato y se 

mantiene hasta que el frente de proteinas, que se distingue gracias al azul de bromofenol 

que se le adiciona a la muestra, alcance el extremo inferior. Para el caso particular de este 

estudio se aplicé una corriente de aproximadamente 40 mA. Al tratarse de una 

electroforesis en condiciones no desnaturalizantes, el procedimiento se lleva a cabo en frio 

(4°C). 
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