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INTRODUCCION 

l. PROTEINAS 

Las proteínas del griego protcio.1· que significa primario, es un término reservado para aquellos 
polipéptidos que existen de manera natural y que tienen una estructura terciaria definida bajo condiciones 
fisiológicas. Son las sustancias más abundantes en la mayoría de las células. 

Las propiedades qulmicas básicas de las proteínas son tan amplias que constituyen una gran 
parte de la bioquímica. Las proteínas son extremadamente importantes ya que están involucradas en 
todos los procesos bioquímicos y fisiológicos de los seres vivos. 

Algunas proteínas conocidas como inmunoglobulinas sirven como defensa contra infecciones; 
otras protclnas almacenan y transportan partículas que van desde electrones hasta macromoléculas a 
través de las membranas; muchas hormonas son proteínas que transmiten información entre células 
especificas o entre órganos y regulan muchas de las funciones celulares. Las protelnas controlan la 
expresión genética uniéndose a secuencias especificas de aminoácidos, "prendiendo" y "apagando" 
genes. Las proteínas son importantes en los músculos y otros sistema• que convierten la energía química 
en energia mecánica, ciertos ensambles de protelnas están involucrados en la contracción muscular y 
la movilidad de las células. También son necesarias para ver, oir y otros sentidos; muchas otras proteínas 
son estructurales, es decir, que proveen la arquitectura filamentosa dentro de las células, asl como el 
material del que están hechas las uñas, cabello, tendones y huesos"""· 

A pesar de la diversidad biológica en sus funciones las proteínas son relativamente homogéneas, 
en el sentido de que todas están compuestas por cadenas polipeptldicas construidas de las combinaciones 
apropiadas de los 20 residuos de aminoácidos y que solamente difieren en su secuencia. Su diversidad 
funcional se debe parcialmente a la diversidad química de los aminoácidos que la conforman, pero 
principalmente a la diversidad de estructuras tridimensionales que las proteínas puedan adquirir"" 

Cuando dos aminoácidos se combinan mediante un enlace peptídico, la molccula formada 
tiene un grupo amino en w1 extremo y un grupo carboxilo en el otro. De esta forma nuevos aminoácidos 
pueden unirse dando origen a un polipéptido "" Sin embargo, algunas proteínas no constan de una sóla 
cadena peptldica, sino de varias unidas entre si mediante otros tipos de enlace, sobre todo puentes de 
hidrógeno entre los grupos carboniloy amino. Existen otros tipos de enlace entre cadenas pohpeptidicas 
como los hidrofóbicos, los electrostaticos, los puentes disulfuro, los puentes salinos, etc. 

Las proteínas pueden dividirse en: 

Protelna1 estructurales.- Las protcinas de este tipo están presentes en la célula en forma de 
largos filamentos delgados, en la que ellos mismos son polímeros de muchas moléculas de protelnas. 
El uso más prominente de tales filamentos intracelulares es proporcionar el mecanismo contráctil de 
todos los músculos. Sin embargo, los filamentos también se organizan en microtubulos que forman el 
citoesqueleto de las células. Fuera de las células la colágena y las fibras de elastina forman el tejido 
conjuntivo, vasos sangulneos, tendones, ligamentos, uñas, cabello, etc. 

Proteínas globulares.- Son protcinas individuales o agregados de unas cuantas moléculas en 
forma globular en lugar de fibrilar. Estas proteínas son por lo general enzimas y, en contraste con las 
proteinas fibrilares, son a menudo solubles en el liquido celular o forman parte intcb'fal de estructuras 
membranosas o se encuentran adheridas n estas estructuras. Las enzimas entran en contacto directo 
con el substrato en el interior de la célula y catali7.an reacciones química•"" 
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2. LECTINAS 

Originalmente el término lectina del latin /egere, que selecciona o que elige, fue propuesto por 
Boyd y Shapleigh en 1954 para referirse a un grupo de protelnas de semillas de plantas, de las cuales 
algunas de ellas aglutinaban especificamente a eritrocitos humanos de algún tipo sangulnco. En 1980 
Goldstein definió a las lcctinas como protelnas que se unlan a carbohidratos (o glicoprotelnas), que no 
tenlan un origen inmune y que aglutinaban células y/o precipitaban glicoconjugadoS"'· Kocourek y 
Horejsl en 1981 propusieron que se definiera a las lectinas en base a su actividad biológica in vi/ro, 
debido a que la función de las lectinas en los organismos vivos era aún incierta"'· 

La característica más importante de las lectinas es su capacidad de unión a carbohidratos y de 
aglutinar células. Está actividad depende de la existencia dedos o más sitios de unión en la lectina, de 
tal forma que pueda unirse a células adyacentes que tengan glicoconjugados en su superficie. Debido 
a esto se piensa en las lectinas como proteínas que se unen a carbohidratos de manera bi ó multivalente. 
Sin embargo, los estudios estructurales y funcionales de las lectinas revelaron que debían contener un 
segundo sitio de unión que interactuara con un ligando diferente a un carbohidrato. Otro aspecto 
importante desde el punto de vista cstruclural es que las proteínas que se unen a carbohidratos de 
forma bivalente son estructuralmente parecidas a las protelnas que sólo tienen un sitio de unión a los 
mismos. Barondes en 1988 propone una redefinición del término: una lectina es una proteína que se 
une acarbohidratos e incluye en esta eategorla a las protelnas monovalentes, es decir las que presentan 
un solo sitio de unión 1• 1• 

Las lectinas, son herramientas muy útiles para el estudio de los carbohidratos y sus derivados, 
se han usado con propósitos preparativos y analíticos en la bioquimiea, la biología celular, la inmunología 
y áreas relacionadas particularmente con el estudio de los glicoconjugados. Las lectinas son usadas 
para diferenciar entre células normales y malignas, enlre células embrionarias y adultas, entre los 
diferentes tipos sanb'lllneos y entre diferentes tipos de microorganismos o sus diferentes formas 
morfológicas o etapas de diferenciación. Los virus y partlculas subcelulares como el núcleo y la 
mitocondria también son aglutinados por lectinas. Otro de los efectos de las lectinas sobre las células 
es la estimulación mitogénica, que puede ser inhibida de manera reversible mediante bajas 
concentraciones de azúcares. Algunas lectinus pueden mimetizar los efectos de la insulina sobre los 
adipocitos, esto estimula la lipogénesis, el transporte de glucosa y su oxidación e inhibe la lipólisis. 
Algunas lectinas son tóxicas y suelen ser muy selectivas en su acción sobre las células, teniendo efectos 
citotóxicos mayores sobre las células transformadas que en las células normales. Debido a esto se han 
hecho intentos para inhibir el crecimiento tumoral in vivo usando sólo a las lectinas o en combinación 
con fármacos anticancerigenos. De hecho se ha intentado usarlas como acarreadores de agentes 
quimioterapéuticos, debido a la habilidad que presentan algunas de ellas para interactuar de manera 
especifica con ciertos tipos celulares"" 

Actualmente se han caracterimdo varias lectinas aisladas de diversas fuenles tales como: plantas, 
animales y microorganismos, y es posible agruparlas en familias de protelnas homólogas que comparten 
propiedades estructurales "" 

2.1 LECTINAS DE Pl,ANTAS 

Lectinas de leguminosas.· Se han caracterizado más de 70 lectinas de esta familia, la mayoría 
aisladas de semillas, las que generalmente eslán compueslas de dos o cuatro subunidades de 25 a 30 
KDa. Cada subunidad presenta un sitio de unión a carbohidratos el cual en algunos casos requiere de 
Ca'' y Mn2

•• Asimismo exhiben eltlreellas una ltornologia mayoral 20 %. Los aminoácidos que participan 
en la coordinanación de cslos iones mclálicos incluyen ácido aspártico y asparagina, que forman puentes 
de hidrógeno con el monosncárido en el sitio de unión. Los iones metálicos sirven para ayudar a 
posicionar los residuos de aminoácidos en el sitio de unión a carbohidralos pero no interact(mn 
directamente con el carbohidrato. 
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Leclinas de los cereales.- La más estudiada de estas lectinas es la aglutinina del germen de 
trigo (WGA). Las lectinas de esta familia son muy similares a la WGA en cuanto a su especificidad por 
N-acetilglucosamina y por el ácido siálico. Generalmente están compuestas por dos subunidades de 18 
KDa aproximádamente. Estas lectinas se diferencian de casi todas las de origen vegetal por poseer 
varios puentes disulfuro que estabilizan la molécula. 

2.2 LECTINAS DE ANll\IALES 

Lectinas tipo c .. (Calcio dependientes). Estas lectinas poseen uno o más dominios de 
reconocimiento a carbohidratos, requiriendo de Ca•• para su unión a los mismos. Los residuos de 
aminoácidos que unen tanto al Ca" r:omo al carbohidrato, se localizan el extremo carboxilo terminal. 
Estas lectinas se unen a glucosa, N-acetilglucosamina y a L-fucosa. pero no a galactosa. La masa 
molecular de una subunidad es menor a 15 KDa debido a que las lcctinas de este tipo consisten en un 
dominio de reconocimiento a los carbohidratos de aproximádamente 120 aminoácidos en asociación 
con otros dominios. 

Lectinas tipo S.- ('l'iol dependientes) Se sabe poco acerca de esta familia, se unen 
específicamente a galactosa. La masa molecular de sus subunidades varía desde 14 a 35 KDa"" 

2.3 LEC'rlNAS DE LUl'OIDES DE l/evea brw·itiensis 

llEVEINA 

El látex del árbol del hule (lleveu hrusi/iensis) está compuesto por un Ouido citoplasmático 
que se encuentra en células especializadas llamadas laticíferos. Cuando al árbol se le causa daño, estas 
heridas son selladas por la coagulación del látex, que involucra que los cuerpos lutoides se revienten y 
las partículas de hule que se encuentran en ellos formen agregados para poder sellar la herida, esto es 
vital para la defensa de la planta en contra de una posible invasión patógena"'" 

La heveína es la protelna más abundante en los cuerpos lutoides rer.resentando el 70% de la 
protel na total. Estos orgánulos se encuentran presentes en el sedimento del u tracentrifugado del látex. 
Esta protelna tiene un alto contenido de azufre (5%) y un bajo peso molecular de 4,730; además tiene 
un punto isoeléctrico cercano a 5, está constituida por 43 aminoácidos, posee cuatro puentes disulfuro 
y está clasificada como una proteina de unión a quitina. Una característica interesante es que en solución 
no puede ser coagulada por medio del calor""· 

En nuestro laboratorio se han llevado a cabo varios estudios conformacionales y estructurales 
con esta proteina. En primer término se comparó la heveina con la WGA debido a que sus secuencias 
de aminoácidos presentaban un 56% de homologia. Estudios de dicroismo circular apoyan la hipótesis 
de trabajo en la cual la conformación de la cadena polipeptidica de WGA y la heveína es similar. 
También se determinó la estructura tridimensional de esta proteina por difracción de rayos x a una 
resolución de 2.8 A, confirmándose la similitud entre estas dos proteinas "'" 

Recientemente un grupo de investigación en Singapur propuso que la heveina está involucrada 
en el proceso de coagulación del látex. Aparentemente la hevelna forma un puente entre moléculas de 
una glicoproteina de 22 KDa que se encuentra en la superficie de las particulas de hule. Esta giicoprotcina 
presenta varias unidades de N-acetilglucosamína. Estos autores indican que se requiere de la presencia 
de Ca'' para que se lleve a cabo la unión entre la hevcína y la glicoproteína ""· 

Por otra parte, también se ha observado que la mayoría de las lectinas presentan fonnas 
moleculares, tal es el caso de Ja hcvcina que presenta de dos 11 cuatro isofonnas, dependiendo del clon 
y Ja edad del árbol, asi como de Ja estación del año en que se recolecte el látex. Una de estas formas es 
Ja pseudohevcína descrita por primera ve1. por Tata en 1975 ""· 
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3. CARACTERISTICAS DE LA PLANTA 

Hc1•ea brasi/iensis, es un árbol alto, recto y frondoso de las zonas tropicales de México, 
Centroamérica y del norte de Sudamérica. Llega a medir hasta 25 m de altura, no es muy corpulento ya 
que el grosor de su tronco cuando más es de 70 cm de diámetro y su copa tiene fonna más o menos 
piramidal. La corteza de su tronco es café grisáceo, lisa o ligéramente agrietada y frecuentemente 
muestra cicatrices en forma de hendiduras diagonales que son los cortes hechos para la extracción del 
látex. 

Las hojas de Hevea brasi/iensis son grandes, miden de 20 a 45 cm de largo por 10 a 20 cm de 
ancho, está n dispuestas alternadamente, son de un vistoso color verde oscuro que contrasta con un 
tono amarillento a lo largo de la nervadura principal, además tiene pequeftlsimos pelos rlgidos en 
ambas caras de su lámina. 

El clima donde se da este tipo de árboles es el ecuatorial, que es cálido y muy húmedo sin 
estación seca, la temperatura media anual está entre 25 y 28"C; aunque no existe estación seca, en 
algunos meses del año disminuye la precipitación pluvial. 

El árbol del hule conserva sus hojas lodo el año en las zonas más húmedas de su área de 
distribución, y contribuye a imprimir la caracterlstica siempre verde de las selvas tropicales; sin embargo, 
en las zonas de su distribución en las que no hay suficiente retención de humedad, los árboles pierden 
sus hojas, hecho que evita la excesiva pérdida de agua a través de la superficie foliar. Las llores del 
árbol del hule son pequeñas y poco vistosas por ser verdosas, se encuentran agrupadas en receptáculos 
en fonna de copa rodeados por una multitud de pequeftas hojas verdes amarillentas, algunas de estas 
llorccillas presentan sólo estambres y otras sólo pistilo, es decir, unas son masculinas y otras femeninas. 
Cuando los ovarios de las llores femeninas maduran se transforman en pequeños frutos jugosos de 
color rojo anaranjado brillante. 

Es importante aclarar que en México, asi como otros paises del mundo, existen varias plantas 
productoras de hule. Se debe indicar que el árbol más importante tanto en cantidad como en la calidad 
de su hule, es originario de las selvas amazónicas de Brasil. Se le ha llamado de diversas formas: 
"heve", "xiringa", "Gomero de Pará" y comercialmente se le llama caucho. De este árbol se obtiene la 
mayor parte de la producción mundial del hule comercial, aunque no es Brasil el principal productor, 
ya que lo inaccesible de la selva amazónica y las innumerables dificultades para la explotación a partir 
de árboles silvestres, hicieron que esta última se abandonara. El cultivo de Hevea en Asia tuvo su 
origen en las semillas recogidas en Brasil por Sir Henry Wilckham en 1876 que germinaron en el 
Jardln Botánico de Kew, cercano a Londres, y de allí se enviaron al Oriente. El lugar de propagación y 
distribución fue Ceilán, de ahl se enviaron a la Penlnsula Malaya e Islas de la Sonda de las cuales se 
obtiene la mayor producción mundial. Esta planta también se introdujo a la India, a Binnania y a Zaire. 

Durante la Segunda Guerra Mundial se establecieron algunas plantaciones de este árbol en la 
región de Pichucalco, en el estado de Chiapas y en la zona limltrofe de los estados de Veracruz y 
Oaxaca 111m 11• 



3.1 CLASIFICACION DE /ll!l•ea brasillensls. 

Clase 
Subclase 
Superordcn 
Orden 
Familia 
Género 
Especie 

Angiosperma 
Dicotiledoncae 
Rosidae 
Euphorbialcs 
Euphorbiaccae 
Hevea 
hrasiliensis 

Figura 1. Zonas donde crece H. Brasilien1·is 
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EL PORQUE DE l,A TESIS. 

En nuestro laboratorio se tenía la necesidad de tener una proteína que fuera abundante, con un 
bajo peso molecular y muy estable, para usarla como modelo para una serie de estudios estructurales 
y conformaeionales. En un principio se utilizó la heveína como modeío para iniciar el estudio estructural 
de macromoléculas, siendo la primera estructura protcíca resucita por difracción de rayos x en 
latinoamérica. Se sabia que la hevcína poseía isoformas, por lo que se decidió buscar la siguiente 
isoforma más abundante, purificarla, caracterizarla y usarla como modelo para una nueva serie de 
estudios estructurales. 

Por otro lado, el conocer más acerca de las propiedades fisicoquímicas de esta proteína nos 
podrá ayudar a comprender el papel de las isoformas dentro de la planta y muy en especial dentro de 
Hevea hrasi/ie11.1'i.1-. 
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OBJETIVOS 

al Purificar la fonna molecular más abundante de la hcvcfna. 

bl Caracterizar dicha forma molecular con el propósito de comparar sus caract~rf~ticas 
fisicoqulmicas con las de la hevelna. · . 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

Recolección del Látex 

Transpone del látex a 
la Cd de México (Frio) 

,. __ s_e_d_im_e_n_to_ .... Homogenizaclón del~-- Sedimento 

Sedimento Amarillo 

Precipttación al 65% 
con Sulfato de Amonio 

Sedimento 

Precipitación al 100% 
con Sulfato de Amonio 

Disolución del 
precipttado 

HPLC 
lntercámbio Catiónico 

lntercámbio t------1 Filtración en 
GEL lónico 

Especificidad por Carbohidratos 

Pruebas de Cristalización 

Guardar 
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MATERIALES V METODOS 

l. PURIFICACION 

El látex de Hevea bmsiliensis fue recolectado en el campo experimental "El Palmar" Veracruz, 
y transponado a la Ciudad de México a baja temperatura. Después de 5 horas el látex se centrifugó a 
70,000 g y el sedimento fue congelado a -25oC hasta su uso. 

El sedimento anterior fue homogeneizado con una solución de NaCI 0.1 N, pH 6.0 a 4"C por 3 
minutos a alta velocidad en un Ultra Turrax, hasta tener una mezcla homogénea del sedimento. En 
todos los pasos subsecuentes la temperatura fue mantenida a 4"C, Después de una centrifugación a 
30,000g durante treinta minutos, el sedimento fue cxtraido dos veces más con la misma solución. 
Posteriormente se juntaron todos los extractos, ajustándose el pH a 6.0 y agregándose lentamente y en 
agitación el suficiente (NH,),S0

4 
sólido para obtener un 65% de saturación a O"C, está mezcla fue 

guardada toda la noche en refrigeración. Al dia siguiente se centrifugó a la misma velocidad y se tomó 
el sobrenadante, que se llevó a 100% de saturación con (NH,)

2
804, nuevamente esta mezcla se guardó 

toda la noche y se centrifugó. El precipitado se disolvió y dializó contra agua destilada. Se empicaron 
membranas de diálisis Spectrapor con retención de peso molecular de 3500, las cuales se colocaron en 
un aparato de diálisis continua por6 horas. Dicho aparato permite el movimiento de la bolsa de diálisis 
y de su contenido, así como el recambio del agua destilada nueva por la que ya tiene sales""· 

Nuevamente se dializó esta fracción contra un amoniguador de fosfatos 0.05M pH 6.8 y se 
aplicó en una columna de permeación en gel AcA 54 (5% acriiamida y 4% agarosa) (2.6x85cm), 
equilibrada con el mismo amoniguador. Este gel permite separaciones de moléculas en base a su peso 
molecular, y su rango de separación es de 5 a 75 KDa. Esto significa que las moléculas más pequeñas 
son capaces de penetrar por los espacios de la cama croma to gráfica, por lo que se mueven más lentamente 
que aquellas que no logran entrar por estos espacios. De esta fomia, los componentes de la fracción se 
el uyen en orden decreciente de peso molecular. Esto se realizó a temperatura ambiente, en un sistema 
LKB que consiste en un colector de fracciones Ultrorac JI, una bomba peristáltica Varioperpex, un 
monitor de absorbencia equipado con un filtro para 280 nm modelo Uvicord S y un registrador. La 
muestra se eluyó con el mismo amoniguador, a una velocidad de flujo de 16 ml/h, registrándose la 
absorbencia a 280 nm y colectándose fracciones de 2 mi. 

La fracción que tenia mayor absorción, que está compuesta de heveina principalmente, fue 
concentrada por liofilización y después fue dializada contra agua destilada. Posteriormente la muestra 
fue dializada contra un amoniguador de glicina y HCI 0.2M pH 3.5 y fue aplicada a una columna de 
intercabio iónico. Aqui las proteinas se unen a los intercambiadores iónicos como resultado de las 
interacciones electrostáticas entre éstas y la matriz. La retención se incrementa en proporción a la 
densidad de la carga, t..nto Je la matriz intercambiadora como de la protcina. La matriz intercambiadora 
consta de grupos cargados que se hallan covaientemente unidos a ella, los cuales están asociados a 
iones móviles que pueden ser intercambiados reversiblcmcntc con otros iones de la misma carga sin 
que se altere la matriz. Las protcinas, debido a la presencia de grupos carboxilicos y aminos se pueden 
componar corno ácidos o como bases si se encuentran adecuadamente cargadas y pueden unirse a la 
matriz con diferente fuerza dependiendo de la magnitud de su carga neta. La e lución de las proteínas 
retenidas se logra mediante el aumento de la fuera• iónica del eluyentc. Cada componente de la muestra 
se separa con diferente tiempo y velocidad ya que poseen distinta afinidad por el intercambiador 19"º'· 

En este caso se utilizó una columna de intercambio catiónico CM-Sefarosa, que tiene una 
matriz de carboximetilos unidos a panículas de sefarosa. Se seleccionó esta columna ya que a este pH 
la heveína tengan carga positiva. La columna fue ec1uilibrada previamente con el mismo amoniguador 
en el que fue dializada la muestra, la elución se llevó a cabo con un !lujo de 12 ml/h aplicando un 
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gradiente de NaCI (O.O - 0.JM). Este gradiente permite que las partlculas que se encuentran unidas a la 
matriz sean depla1.adas por los iones Na+. 

Nuevamente la absorción de cada tubo fue leida a 280 nm y se separaron dos fracciones, ambas 
fueron dializadas contra agua y concentradas por liofilización, luego fueron dializadas contra un 
amortiguador de glicina-HCI 0.2M, pH 3.5 y aplicadas por separado en una columna de cromatografia 
líquida de alta resolución de intercambio iónico. 

Para esto se utilizó un cromatógrafo de líquidos de alta resolución (l IPLC-LKB)y una columna 
de intercambio catiónico TSK-SP-5-PW de 7.5x75mm, con una matriz de polímero de vinilo y una 
fase de sulfopropilo. Esta se equilibró con un amortiguador de glicina-HCI 0.2 M, pH 3.5. Para la 
elución se usó un gradiente de NaCI de O a 1.0 M en el mismo regulador. La velocidad de ílujo se ajustó 
a 0.6 ml/min, detectándose las fracciones en un detector espectral 190-370 nm. l.a absorción de cada 
tubo fue leida a 280nm y se separaron las fracciones que fueron diafü.adas contra agua destilada y 
concentradas por liofilización. 

2. CARACTF.RIZACION 

2.1 CUANTIFICACION DE PROTEINAS 

2. 1.1 ABSORCION A 280 nm 

A las proteínas que hablan sido purificadas se les leyó su absorción a 280 nm, ya que en esta 
región, las proteínas se pueden cuantificar y detectar por medio de su absorbencia y su coeficiente de 
extinción. La absorbencia de cada protelna depende del número y la posición de sus residuos de 
aminoácidos aromáticos, fenilalanina, tirosina y triptófano, asi como de los puentes disulfuro existentes 
entre las cistelnas" •. 

2.1.2 METODO DEL ACIDO BICINCONINICO (BCA) 

Este es un método espectrofotométrico muy sensible para la determinación de la concentración 
de pmteina. El ácido bicinconinico (BCA), en su forma de sal de sodio soluble en agua es sensible, 
estable y altamente especifico hacia el ión cuproso (Cu'). El método combina la reacción de Biuret en 
la cual los enlaces pcptldicos de la protelna reaccionan con el Cu2• en un medio alcalino para producir 
Cu'. Este último, en presencia del BCA, da por resultado una reacción color púrpura que involucra a 
dos moléculas de BCA con una del ión cuproso Cu'. Este complejo es soluble en agua y tiene un 
máximo de absorción a 562 nm '"""· 

J. N~ 
R-~li • ... Cu2··~:.J 

1 / · •• _ 1 
e-o HC-R 

1 1 
ltN NH 

-ooci· ··t"O coo-::cu: 
• OOC • 

0

'N§ COO · 
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El reactivo comercial de Picrce consta de las siguientes soluciones: 

Reactivo A: Carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, ácido bicinconínico y tartrato de sodio 
en solución acuosa de hidróxido de sodio IN. 

Reactivo 8: Solución acuosa de Cuso, al 4%. 

Reactivo C: 100 partes de reactivo A más 2 partes de reactivo B. 

PROCEDIMIENTO 

1) Se preparó la curva de calibración con albúmina de suero bovino. Con valores de 20µg/ml 
hasta 180 µg/ml, se agitó la mezcla de reacción y se incubó a 37"C durante 30 minutos con agitación 
constante. Posterionnente se leyó la absorción de cada tubo a 562 nm. Este mismo procedimiento se 
utilizó con la muestra. 

La cantidad do proteína contenida en la muestra se determina interpolando el dato de absorbencia 
en la curva de calibración 111m11. 

2.2 COEFICIENTE DE EXTINCION 

A la muestra de pseudoheveína previamente dializada contra agua destilada se le midió su 
absorción a 280 nm y se cuantificó el contenido de protefna usando el método de BCA. Para calcular 
el coeficiente de eKtmción se siguió la siguiente fórmula: 

E"' _ A280 
280- (cXI) 

Donde: 

E1" 280= coeficiente de extinción a 280 nm. 
e= concentración de protefna en mg/ml. 
1 =longitud del paso de la luz en cm. 

2.3 DICROISMO CIRCULAR 

La luz puede tratarse como un movimiento ondular de campos magnéticos y eléctricos que 
fonnan ángulos rectos entre si. Cuando un electrón interactúa con la luz, oscila a la frecuencia de la 
misma en dirección del campo eléctrico y en fase con este. En el caso de la luz nonnal, los vectores del 
campo eléctrico de las ondas luminosas se orientan en todos los planos posibles. La luz del plano 
polarizado es aquella en la que los vectores del campo eléctrico de todas las ondas lumínicas quedan en 
el mismo plano, es decir, el de polarización. Esta se produce haciendo pasar la luz normal por un 
dispositivo conocido como prisma de Nicol. En una molécula un electrón no tiene la libertad de oscilar 
en forma idéntica en todas las direcciones, es decir, su polari1.abilidad es anisotrópica. 

Cuando los electrones de la moléculas oscilan en respuesta ala lu1. polarizada en un plano, 
debido a esa polarizabilidad anisotrópica tienden a oscilar fuera del plano de polarización. /\causa de 
esta interacción con los electrones oscilantes, la luz sufre cambios en sus campos eléctrico y magnético. 
P!'r lo tanto, cuando la luz polarizada en un plano interactúa con una molécula, el plano de polarización 
gira lentamente. Si un compuesto hace que el plano de polarización gire en la misma dirección que las 
manecillas del reloj (positiva)en relación a la llegada del haz, se dice que es dextrorrotatorio si lo hace 
al contrario es lc\'orrotatorio. ' 
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Las señales de DC de proteínas en la zona del ultravioleta lejano son debidas fundamentalmente 
a los cromóforos de amida del enlace pcptldico. Aunque este cromóforo es planar, su inclusión en una 
estructura polimérica tridimensional puede considerarse como una "perturbación" que lo hace 
ópticamente activo. Debido a esto, la señal de OC de los enlaces pcptidicos (240 a 190 nm) es diferente 
para los distintos tipos de estructuras que son: alfa hélice, hojas plegadas Jl, giros ll y cadenas 
desordenadas. De esta fonna los espectros de DC rellejan la confonnación de la cadena principal. 
Cuando más de una confonnación esta presente, el espectro observado es la combinación de espectros 
de confonnaciones individuales. 

La zona espectral de 250 a 310 nm es de gran importancia en el estudio de proteínas. En esta 
región se observan las señales de DC de los residuos de aminoácidos aromáticos y de los enlaces 
disulfuro. Frecuentemente alguno o algunos de estos residuos se encuentran en o cerca del sitio activo 
de una enzima y por lo tanto los cambios de las señal de DC causados por variación de las condiciones 
ambientales pueden ser usados para estudiar cambios en la estructura del sitio activo. 

Los espectros de dicroísmo circular de la pseudohcvclna a una temperatura de 25°C, fueron 
obtenidos en el laboratorio del Dr. Andrés Hcrnándcz en la UAM lztapalapa. Se utilizó un 
cs~tropolarimctro JASCO JSOOA, el cual se calibró con ácido ( +) - 10- camforsulfónico. Las muestras 
utilizadas fueron las que se obtuvieron por cromato~rafia de alta resolución. Estas fueron dializadas 
contra un amortiguador de fosfatos IOmM, pll 7.0 '' 1. 

2.4 ESPECTROMETRIA DE MASAS 

En ailos recientes la cspectrometrfa de masas ha resultado ser una técnica muy poderosa para 
dctenninar la estructura primaria de las protelnas. En este método la muestra es evaporada en el vacio, 
después es fragmentada de fonna no especifica con un rayo de electrones que da por resultado varios 
fragmentos de la proteína y sólo los fragmentos que tengan una carga neta positiva son detectados y 
separados en base a su razón masa/carga. 

Las más recientes técnicas de espectrometria de masas no requieren modificar químicamente a 
los péptidos ya que no necesitan que estos sean volátiles. El problema de la involatilidad de una proteína 
o de un péptido se puede solucionar por medio de la técnica de electrospray, en donde la solución de 
protelna en un solvente volátil es esparcida en fonna de spray dentro del espcctrómetro de masas, de 
tal fonna que el solvente que se encuentra en pcque~as gotas, es evaporado rápidamente en el vacío, 
dejando a la molécula de protcina suspendida. La solución inicial se encuentra u un pH ácido, en donde 
la protclna tiene una carga neta positiva. 

En este procedimiento las proteínas multiméricas tienden a disociarse en monómeros, así como 
los cofactores no permanecen unidos a la proteína, debido probablemente a que las proteinas tienden a 
desdoblarse durante el proceso de atomización y cvaporaciónº1. 

Esta dctenninación se llevó a cabo tanto para la hevelna como para la pseudohevelna por la 
técnica de electrospray y fue realizada en el laboratorio del Dr. Douglas Gage del Departamento de 
Bíoqulmica de la Universidad Estatal de Michigan, EUA. 

2.5 DETERMINACION CUALITATIVA DE AMINOACIDOS 

Lu composición de aminoácidos de una protelna se puede determinar hidrolízando 
completamente los enlaces peptidicos. Un método para hidrolii.ar la cadena polipeptldica es someterla 
en condiciones reductoras a HCI 6N a l IO"C de 24 a 72 horas. ': : .. · · :. > ;. :···· /," :.: . , ::· ·• · · 

La mayoría de enlaces peptidicos se hidrolizan avelocidades si,;;ila~cs:c¡~Cpt~a~do l~s enlaces 
peptidicos entre los aminoácidos no polares, particulannentc vnlina, lcucina e isoleucina; los cuales 
requieren mayor tiempo de hidrólisis o la adición de ácidos orgánicos como el ácido _triíluoroacctico. 
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Para determinar Ja identidad de Jos aminoácidos presentes en el hidrolizado se utilizan 
analizadores automáticos de aminoácidos en donde primero se corre un patrón con el cual se comparará 
Ja muestra problema. Los aminoácidos son separados cromatográficamente en base a su tiempo de 
retención",_ 

El desarrollo de métodos utilizando el cloruro de dabsilo como derivatizante en columnas de 
fase reversa de HPLC, ha cambiado significativamente la determinación de aminoácidos en Jos últimos 
aftos. La alta absorción molar de Jos derivados de dabsilo en una región espectral limpia, su estabilidad 
en el timpo y su componamiento diferencial en las columnas de fase reversa de HPLC, permiten hacer 
una determinación de aminoácidos rápida y libre de interferencia, en donde se pueden detectar 
aminoácidos como Ja prolina que con otros dcrivati1antcs no es posible detectar"""'''· 

Tanto Ja heveína como Ja pseudoheveína fueron hidrolizndas 24 horas, conforme al método 
anteriormente descrito. Los hidrol1111dos fueron derivatizados con cloruro de dabsilo y analizados en 
un aparato de HPLC Beckman System Gold, utilizando una columna Cl8 - Ultrasphere - dabsyl, en 
fase reversa 12n. 

2.6 ENFOQUE ISOELECTRICO 

Las proteinas se sometieron a enfoque isoeléctrico en microplacas (0.35x0.43x50 mm) con 
gradiente de pH de 3 a 9 en un Phast System de Pharrnacía. Se utilizó un kit de calibración de puntos 
isoélectricos de Pharrnacia para obtener la curva patrón, graficando el pH contra la movilidad relativa 
(RI) de las protclnas. 

Los patrones que se utilizaron fueron: amiloglucosidasa, inhibídor de tripsina de soya, p -
lactoglobulina A, anhidrasa carbónica P de bovino, anhidrasa carbónica P humana, banda básica de 
mioglobina de caballo, banda ácida de Jectina de lenteja, banda media de lectina de lenteja, banda 
básica de lectina de lenteja y tripsinógeno '"'· 

2.7 PURIFICACION DE LA PSEUDOllEVEINA Y llEVEINA l\IEDIANl'E UNA 
CROl\IATOGRAFIA DE AFINIDAD 

Una muestra al 100% de saturación con (NH,J,SO, fue dializada contra agua destilada y 
posteriormente contra un amortiguador de fosfatos pH 6.8, 20 mM de NaCJ, 1 mM de CaCI,. y aplicado 
a una columna de fctuina (1 x20cm). Esta había sido equilibrada previamente con el amortiguador 
mencionado. Para hacer la primera elución se utilizó el mismo regulador sin CaCI), posteriormente se 
hizo una segunda eluciún con agua destilada y finalmente una tercera elución se llevó a cabo con 200 
mM de N-acetilglucosamina. Se utilizó un flujo de 5 ml/h , registrándose fa absorbencia a 280 nm 
(29,l(JOI, 

2.8 PRUEBAS DE CRISTALIZACION 

1) PR!MERA PRUEBA 

Pam las pruebas de cristalización se utili1.aron dos métodos. 

Método de ltt Gota Asentada. Para este fin se utilizaron cajas Limbro para cultivo de tejidos. 
La orilla de un pocito se engrasa con grasa para vacio y dentro del po1.o se coloca un dispositivo, el cual 
tiene una pcquefta depresión en la parte superior. Poslerionncnte se agregan al pocito 850 ¡ti de la 
solución precipitante, mientras que en la cavidad del dispositivo se agregan 10 ¡ti de la muestra más 15 
µI de la solución precipitante. Finalmente el pozo se tapa con un cubreobjetos. 
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l\létodo de Gota Colgante. A un pocito se le agregan 850 µI de la solución precipitante. Por 
otra pane en un cubreobjetos previamente siliconizado se agregan 15 µI de la solución precipitante 
más 10 µI de la muestra, una vez formada la gota se procede a voltear el cubreobjetos sobre el pocito, 
de tal forma que la gota quede colgando del cubreobjetos hacia adentro del pocito "''· 

Soluciones para la cristalización. 

1) 40 mM de Tris-HCI, pH 7.43, MPD 60%. 
2) 40 mM de Tris-HCI, pH 7.35, MPD 60%, CaCI,. 

Concentraciones de la muestra. 
Hevelna 20mg/ml 
Pseudohevelna 18mg/ml 

2) SEGUNDA PRUEBA. SEMBRADO DE CRISTALES 

En esta etapa sólo se utilizó el método de la gota colgante. Se utilizaron 6 pozos para cada una 
de las protelnas. En los primeros 3 se agregaron 800 µI de la solución precipitante sin calcio, en el 
cubreobjetos se colocó una gota con 8 µI de la muestra y 5 µI de la solución precipitante sin calcio. En 
los otros 3 se agregaron 800 µI de la solución precipitante con calcio y en el cubreobjetos se formó una 
gota con las cantidades ya mencionadas, pero en este caso se utilizó la solución que contenla calcio""· 

Sembrado de cristales. 

Soluciones para la cristalización. 

1 )Tris-HCI 40 mM, pH 7.55, MPD 60%. 
2)Tris-HCI 40 mM, pH 7.51, MPD 60%. CaCI,. 

Concentración de las muestras. 
Hcvcfna 20 mglml. 
Pscudohevefna 18 mg/ml. 

Gota A•cntada 

Muestra 

. Solución Precipitante 
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Gota Colgante 

Mueslra 

• Solución Precipilanle 

Figura 3 

2.9 BIOTINILACION DE LA llEVEINA V LA PSEUOOllEVEINA 

La biotina es una vilamina que se encuentra naluralmcnlc en todas las cclulas, los tejidos con 
más alto contenido de biotina son el hígado, el pancreas y el riñon. Incluso las células cancerosas 
tienen mayor canlidad de biolina que las células nonnales. El peso molecular de la biolina es de 244.31 
y su fórmula molecular es C,.H16N,O .. s. 

La streploavidina es una proteína de unión a biolina aislada de un cullivo de 5~reptomyce.1· 
avidinii. La streploavidina se une a 4 moléculas de biolina por mol de proleina. 

Los conjugados de biolina-slreploavidina son muy usados como marcadores moleculares al 
hacerlos reaccionar con un subslralo adecuado. 

Se disolvieron 2 mg de hevelna y pseudohevelnaen 1 mi de un amortiguador de bicarbonato 50 
mM.pH 8.5;antesdcusnrseseagrcgó 1 mgdeSulfo-NHS·biolinaa lml de agua destilada y se añadieron 
74µ1 de cada una de las pro1elnas por separado. Se colocó la mueslra de reacción en un tubo y permaneció 
loda la noche en agitación. Para eliminar el compuesto que no reacciono se cenlrifugó a 1000 g 30 
minutos. Después se llevó la muestra al volumen original en mg de fosfalo de sodio O.IM pH 7.0. 

2.9. I COMPROBACION DE LA BIOTINILACJON DE LAS PROTEINAS 

Se colocaron poco a poco 5 mide muestra en un fil1ro millipore de 0.45 micras, dejando secar 
de tal forma que la mueslra no se expandiera sobre el papel. Este tilico se sumergió 30 duranle minulos 
en gelatina al 0.1% con Trilon X-100 al 0.01% en PBS, se lavó con·PBS-Trilon 0.01% duranle 15 
minulos, se introdujo en una solución de slreptoavidina-peroxidasa 1 :2000 duranle 15 minutos, se lavó 
2 veces más y se sumergió en una solución que contenía IOO mi de H202 al 0.3%y DAB (lmg/3.3 mi 
de PBS) durante 15 mi nulos, la reacción se paró secando el papel C">. · 
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2.10 PRUEBAS DE ACl'IVIDAD BIOLOGICA 

2.10.1 PRUEBAS DE UNION A BACTERIAS 

Las fosfatasas alcalinas son una familia de isoenzimas que se encuentran distribuidas en una 
gran variedad de especies y tejidos. Las fosfütasas alcalinas tienen dos grandes ventajas sobre otros 
marcadores. La primer.i es que cuando es necesario se puede aumentar su sensibilidad dejandolas 
actuar por un tiempo mayor, debido a que la ra1.ón de reacción permanece linear. La segunda es que 
existe un gran número de substratos para estas fosfatasas que no son peligrosos y no requieren un 
manejo especial. Algunos de estos substratos como el NBT no se decoloran, aunque a veces presentan 
un ruido de fondo. 

El NBTes un polvo amarillo, con un peso molecular de 817.6 y su fórmulaC40H100,Cl1,. Es un 
execelente sistema para teftir. Cuando reacciona con la fosfatasa alcalina, produce im precl pitado 
insoluble color purpura obscuro. 

Las bacterias usadas en estas pruebas fueron: Hacil/us .1p, A=ospiril/um y Rhi=obium 1riji1/i, 
obtenidas del laboratorio de Fisiología Vegetal de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del IPN. 

Las bacterias fueron lijadas a los ponaobjetos con metanol durante 30 minutos, después se 
incubaron con BSA al 0.1% en PBS 10 minutos. se lavaron con Tris O. IM pH 9.8 y se incubaron con 
S µI de las protelnas biotiniladas durante 20 minutos, se lavaron 2 veces con Tris O.IM pH 9.8 Triton 
0.001 % y se incubaron con a vi dina fosfatasa alcalina 1 :200 por 20 minutos, se lavaron dos veces y 
posteriormente se incubaron con 5-Bromo-4-Cloro-3-lndolil fosfato/Nm: la reacción fue monitoreada 
aproximádamente 20 minutos hasta ver un tono azul en las bacterias, se paró la reacción lavando 
nuevamente las bacterias. 

2.10.2 PRUEBAS DE UNION A LEUCOCITOS Y PLAQUETAS 

En este experimento se usaron leucocitos y plaquetas humanas donadas por el Dr. Raúl Chavez 
del Depanamento deBioqulmica de la Facultad de Medicina, UNAM. Estas células fueron lijadas con 
metanol a unos ponaobjetos durante 30 minutos, posteriormente se siguió la misma metodologla usada 
para la prueba de unión a bacterias. 

2. I0.3 PRUEBAS DE ESPECIFICIDAD POR CARBOHIDRATOS. 

Para estas pruebas se utilizó la línea celular VERO. Estas estaban lijadas en placas para El.ISA. 
Las células se incubaron con BSA al 0.1 % en PBS durante 1 O minutos y se lavaron con Tris 0.1 M, 
pH 9.8, unas se incubaron N-acetilglucosamina y otras con metil manosido y a otras no se les agregó 
ningún azúcar como control. Se lavaron 2 veces y se incubaron con las proteínas biotiniladas (hevelna, 
pseudohevelna y concanavalina A, esta última fue el control positivo) nuevamente se lavó y se incubó 
con avidina fosfatasa 1 :200 durante 30 minutos, se lavó e incubó con PNPP durante 20 minutos, se 
tomaron 100 µI de las muestras y se colocaron en placas para ELISAyse lea¡,>Tegóa cada pocito SO ¡ti 
de una solución Na OH 3N para parar la reacción. Estos fueron leidos a 41 O nm ""· 

El PNPI' (p-nitrofcnil fosfato) es muy usado en las pruebas ELISA. Es un polvo amarillo con 
una fónnula molecular C,ll,N06PNa,*6H20 y tiene un peso molecular de 371.1. La fosfatasa alcalina 
usada junto con el l'NPI' constituye una de las mejores combinaciones de enzima-substrato usadas par 
ELISA debido a que posee una gmn sensibilidad y una exelcntcestabilidud. Cuando la fosíatasa alcalina 
y el PNl'I' reacciónan, se produce una solución color amarillenta en la que se puede leer su absorción 
a 405 nm. 
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RESULTADOS 

La fracción del 65· l 00 % de saturación con (NB,),SO, del homogeneizado del látex fue aplicada 
a una columna de permeación en gel (Fig. 4), dando por resultado 3 fracciones. Las fracciones A y B 
son protelnas no identificadas, mientras que la fraccion C que es la más abundante corresponde a una 
mezcla de heveina y pseudohevetna, esta última fracción fue aplicada a una columna de intercambio 
catiónico CM· Sefarosa (Fig.5), donde se logra una separación parcial de la hevelna y de las 
pseudohevelnas (A y B). En este caso la fracción más abundante corresponde a la heveína, estas 
fracciones fueron aplicadas por separado a una columna de BPLC de intercambio catiónico TSK-SP-
5-PW (Fig. 6 y Fig. 7) donde aparecen 4 fracciones, la más abundante corresponde a la heveina No. l, 
mientras que a las otras tres se les denominó pseudoheveina 1, pseudohevelna 11 y pseudohevelna 111, 
esta última fracción se deshecho ya que la cantidad de esta protelna era mlnima. 
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Intercambia Catióruco 
CM· Sefarora 

2 Abr 280nm Fase A Glicina- HCJ 0.2 M pH J.S 
Fase B Glicina· HCJ O 2 M pH l.S + NaCl 0.3 M 
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Abr 280nm 
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Figura 7 
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l. Coericlente de Extinción 

A las fracciones que contenían a la pseudohevelna y a la hevelna se les leyó su absorbencia a 
280 nm resultando: hevelna SI .65 y pseudoheveína 147.4. Posterionnente a la pseudohevelna se le 
sometió al método de BCA para cuantificar la cantidad de protelna presente en la muestra. La solución 
que contenla a la pseudohevelna presentó una concentración de 17.1435 mg/ml, por lo tanto 
E 1" 280= 27.6 para la pseudoheveína. 
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3. Oicrollmo Circular 

~ 

15 
.fj 
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l ... 
'1 
~ 

-6 .. 
§: 

-8 

-10 

180 190 200 210 220 230 240 2l0 180 190 200 210 220 230 240 2l0 

Lou¡¡itud de Onda (wn) 

igura 10 

En la liguen 1 O se puede ver que los esP".ctros de dicrolsmo circular tanto de la hcveína como 
de la pscudohevclna son sitt¡ílarcs en las condiciones descritas. 
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4. Determin1eión del peso molecular por espectrometrla de m1911 

ln!emidad 

10,000-

S,000-

o 3,000 4.tioo 

Figura 9 

4719.SZ 
(1) 

4807.31 

~~6396 .l 
S,DDD 6.obo 

En la figura 9 se observa que el valor de 4719.82 corresponde a la hcvc!na, mientras que el 
valor de 4807.32 a la pseudohevclna 1 y el de 4863. 96 a la pseudohevcina 11. 
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Figura 10 

5. Cromatrografia de afinidad (fetuina-agarosa) 

Se aplicaron 1 O mg. de proleína del extracto crudo ·del precipíiado del 100% de saturación con sulfato de amonio, 
que previamente había sido dializado contra los amortiguadores mencionados en maleriales y méiodos. Aquí observamos 
en la primera elución se eluyeron aproximádarnente 7 mg de proteína, la cual no tuvo ninguna interacción con la columna; 
en la segunda elución la cantidad de proteína eluída fue nula, mientras que en la tercera elución se recuperaron 
aproximádamente 3 mg . 



6. Deler111in1ción cu11it1tiva de aminojcidM 

Tabla l. 

Resultados de la detenninación cualitativa de aminoácidos. (a) y (b) detenninaciones hechas 
en el laboratorio. (c) detenninación de aminoácidos reportada en la literatura'"'. 

Hevelna(a) Paeudohevelna (b) Hevalna(c) 

Cys Cys Cys 

Gly Gly Gly 

Lys Lys Lys 

Leu Leu Leu 
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7. Enfoc111e i~ot..•lértrh .. ·o 

El punto isocléctrico de la pseudohc,·cína se determinó en mícroplacas do IEF(graÍJicnicde pH 
3 n 9) (Fig. 11 ). cnn unn muestra que se uniú a la columna de ulinidud. La microplaca fue leida en un 
densitélmetru laser, el cual indica Ju inten~idad de cada banda expresada como el área b:\jo lo curvo, se 
encontraron dos bandas con puntos bmcll!c.:tricos de -t.9 y 4.6 por lo que se determinó que lu 
pscudohc\'cína tiene un punlo isocléctrico de 4.6. · 

Enlbt¡uc ji;;ocléclrico 

Figum 11. 

Heveíria _ 

°P.s<Z."""1t1et1eÍM._, 

A. Muestm. ( Lu que se uniú a la columna de ulinidad) 
B. Patrones 

Palrones pt 

(1)Tf1¡JSlnÓgITT) 93 

(2) 8'rda OOslCa de""'""' 885 

(3) 8'rda rnooa de tectm ele ler1"!" 845 

(4) 8.niaáada de l<dnade lerlt"!" 815 

(5) Barda basica 00 majol>na 00 Q'.ballo 735 

(6) Bao:B éada de mtajciJirn de catalb 685 

;:;:" .. ~ - ,, 

-(7) A'ti:insa ca1lónica lunana 8 

(8) Arhcra'a ca1lónica 00 bowo 8 

(9) 8 - L.a:mgictlutna A 

(10) h'hbOO de lrpsmde soya 

(11) fvnlc>j.J:xJSdasa 

pt 

655 

585 

52 

455 
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8. Pruebas de Cristalización. 

Las condiciones de cristalización ya habían sido detenninadas en nuestro laboratorio 1111, por lo 
que se intento obtener cristales de la hevcína y de la pseudohevefna utilizando condiciones similares 
de cristalización. En los primeros experimentos se obtuvieron pequeños cristales en fonna de agujas o 
espigas por lo que se decidió tomar estos cristales como semillas para iniciar una segunda etapa de 
cristalización, utilizando la técnica de sembrado por el método de gota colgante. 

Aproximadamente 15 dias después de haber sembrado los cristales en soluciones preequilibradas 
de las protefnas se observarón los siguientes resultados: 

1) En las gotas que contenfan calcio se fonnó sólo un precipitado de hevefna, mientras que la 
pseudohevefna fonnó pequeños cristales en fonna de filamentos y otros con fonna regular (romboide). 

2) En las gotas que no contenían calcio la hevefna fonnó pequeños cristales en fonna de 
filamentos, mientras que la pseudoheveína fonnó pequeños cristales en fonna de criws, es decir varios 
cristales planos con un centro común. 
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9.3. 

Tabla2. 

Ensayo de especificidad de la pscudohcvetna por un carbohidrato. 

Heveln• Peeudohevelne Conc•v•llne A Azúc•r 
Abs410 nm Abs410 nm Abs410nm 

0.169 0.139 0.14 Metil - manosido 

0.108 0.142 0.187 N - acetilglucosamlna 

0.148 0.153 0.226 Control 
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DISCUSION. 

La heveína presenta formas moleculares que varlan en número y abundancia dependiendo de 
muchos factores como son: el clón de donde se obuene el látex, la edad del árbol, la estación del ailo en 
la que se recolecte el látex, etc. 

La pseudohevelna es la segunda forma molecular más abundante de la hevelna, la separación 
de estas formas moleculares se logró utilizando columnas de intercambio catiónico convenc1onales y 
de alta resolución. Todas las isoformas que son menos abundantes que la hevelna se eluyerón antes que 
esta protelna cuando se utilizó un amortiguador con un pH ácido, lo que nos indicaba que todas ellas 
tenían un punto isoeléctrico más ácido que la heveína. Esto se confirmó al someter a la hevefna y a la 
pseudohevclna a un gel de enfoque isocléctrico obteniéndose los puntos isocléctricos de 4.9 para la 
hevefna y de 4.6 para la pseudohevelna. 

Las protelnas purificadas fueron caracterizadas en base a su peso molecular que fue de 4719.82 
Da para la hevelna y de 4807.32 Da para la pseudohevelna, comparando el peso molecular obtenido 
para la hevelna con el reportado para la misma 4730 Da 1-"'se observa que son similares y la pequeila 
diferencia que existe entre ambos pudiese deberse a que los métodos usados para determinar el peso 
molecular son diferentes. 

El coeficiente de extinción para la pseudohevelna fue de 27.6 que es mayor al reportado para la 
hevelna que es de 25.6 "º'·esto significaría que en nuestra muestra existla menor cantidad de protelna. 

Los espectros de dicrofsmo circular son muy similares entre ambas proteínas, por lo que su 
conformación en solución es casi la misma, esto concuerda con otros estudios hechos a formas 
moleculares de protelnas diferentes '·'61 donde se observa que las isoformas tienen espectros de dicrofsmo 
circular sumamente similares entre sí. 

Comparando el contenido de aminoácidos encontrado para la pseudohevefna con el reportado 
para la heveina se observa que la pseudoheveina presenta un 69% de los aminoácidos que tiene la 
hevelna. Es necesario aclarar que este es un ensayo preliminar, ya que es posible que exista una mayor 
similitud entre estas dos proteínas por lo que en lo futuro se realizarán ensayos cuantitativos de 
aminoácidos y se intentará hacer la secuenciación de la pseudoheveina. 

En nuestro laboratorio se habla observado que la hevelna aglutina eritrocitos humanos del tipo 
A y es parcialmente inhibida por N-acetilglucosamina por lo que se decidió intentar separar a la 
hevelna de la pseudoheveina por medio de una columna de afinidad. Para tal fin se selecciono una 
columna de agarosa-fctuina. La fetuina es una glicoproteína que se encuentra en el suero fetal de 
becerro, se sabe que 3 de sus 6 cadenas laterales estan unidas a un residuo de arginina, posee de 20-
25% de carbohidratos, principalmente manosa, galactosa, N-acetilglucosamina, ácido N
acetilneuraminico y ácido siálico.'-''""'· 

A la columna anteriormente mencionada se le aplicó el precipitado del IOO%de saturación con 
sulfato de amonio que previamente había sido dializado contra agua destilada y contra los 
amortiguadores mencionados en materiales y métodos, aqul observamos que habia una fracción que 
permanecfa fuertemente unida a la columna y al eluirla notamos que correspondía a una mezcla de 
hevefna y pscudoheveína, esto se logró detectar en un gel de enfoque isoeléctrico. Este resultado nos 
indicaba que ambas protefnas eran lectinas, ya que según Ilarondes una lectina es cualquier proteína 
capaz de unirse a algún azúcar y no necesariamente tiene que tener la capacidad de aglutinar células"'. 

Al comprobar que la pseudohcveína es capaz de unirse a azúcares, tratamos de buscar diferencias 
en cuanto a la actividad biológica de estas dos proteínas, por lo que se decidió ver si se unían estas 
proteínas a diferentes bacterias, encontrándose que si hubo di fcrencias entre heveína que era capaz de 
unirse a todas las lmcterias utilizadas. mientras que la ¡iseudoheveína sólo se unió a /Jaci/lu.< .1p y a 
A=ospiricli11111. Esto puede deberse a que la pscudohevcína reconoce azúcares diferentes a los que 
reconoce la hcvclna en la superficie de la membrana de estas bacterias'"'· Es importante enfatizar que 
esta es la primera vez que se usa a la heveína y a la pseudoheveina ¡iara diferenciar distintos tipos de 

33 



bacterias. Asimismo se hicieron otras pruebas biológicas para ver si la heveina y la pseudoheveina son 
caJ13ces de unirse a leucocitos, resultando que ambas protelnas se unen a ellos, con esto vemos que 
ambas proteinas son capaces de unirse a células humanas. También se hicieron pruebas de especificidad 
por carbohidratos para ver si ambas proteinas reconocían a los mismos azúcares, en esta prueba 
observamos que la hevelna es parcialmente inhibida por N-acetilglucosamina, esto concuerda con lo 
reP.<?nado en la literatura'"' mientras que la pseudoheveína no reconoce a ninguno de los azúcares 
utilizados, por lo que se sugiere hacer más pruebas utilizando diferentes azúcares para detenninar con 
exactitud por cual de ellos la pseudohcveína tiene mayor especificidad. 

Por otro lado esta es la p,rimera vez que se usa una columna de afinidad para separar a la 
hevelna y a la pseudohevelna de as demás proteínas presentes en el extracto crudo del látex de Hevea 
brasi/iensis. Al comparar los resultados ohtenidos en la purificación de estas proteínas por medio de la 
columna de afinidad y los resultados obtenidos al purificarlas por medio de las columnas de penneación 
en gel e intercamhio catiónico, se observarón mejores resultados usando la columna de fctuina - agarosa, 
ya que esta es una columna muy especifica con la que se pueden ahorrar pasos en la purificación, esto 
es imponantc ya que mientras más pasos de purificación se realicen, existe mayor riesgo de desnaturalizar 
a una protelna, además :iara cristalizar a una protelna es imponante su "historia de purificación" es 
decir que no se obtienen los mismos resultados al tratar de cristalizar una protcí na que haya pasado por 
varias etapas de purificación que una que haya tenido menos de estas etapas, asl como también es 
imponante si se purifico en un medio ácido o en un medio alcalino, etc. 

En cuanto a la cristalización se observó que ambas proteínas cristalizan de manera diferente 
bajo las mismas condiciones; ésto nos prodrla indicar que existen diferencias estructurales muy pcqueilas 
entre ambas protclnas, ya que los espectros de dicroísmo circular son muy similares entre si. Para 
poder delectar estas pec¡ueñas diferencias se necesitarla resolver la estructura tridimensional de la 
pseudohevelna por medio de rayos-X. para poderla comparar con la estructura de la hevelna. 

Recientemente Beintema y colaboradores''°' describieron algunas de las características de una 
de las fonnas moleculares de la hcveína a la que llaman pseudohcvelna. Sin embargo, esta es diferente 
a la que aqul se describe, la pseudoheveína descrita por Bcintcma es más básica que la hevefna y se 
encuentra en una proporción 1: IO en relación con la heveína, mientras que nuestra proteína es más 
ácida y se encuentra en una relación de 1 :7 aproximadamente. Tata'"' mencionó por primera vez la 
presencia de diferentes fonnas moleculares de la heveina a las que denominó pseudoheveínas, es decir 
que no sólo existia una fonna molecular de la hevclna sino varias. 

Recientemente Gidrol y colaboradores '"' propusieron que la hevclna esta involucrada en el 
proceso de coagulación del látex, unicndosc a una ghcoprolcfna de 22 KDa que se encuentra en la 
superficie de las partículas de hule y esta unión esta mediada por la N-acctilglucosamina, aunque aún 
se desconoce la función de las isofonnas dentro de la r,lanta, se sabe que en diferentes especies de 
plantas existen diferentes leclinas con varias fonnas mo ecularcs que reconocen pequeñas diferencias 
entre los distintos azúcares que son expresados en la superficie de las membranas celulares. 

Desde el punto de vista básico este trabajo nos pcnnite conocer algunas características de la 
pseudoheveína y quizá si se reali?.an mas esludios estructurales y funcionales podríamos llegar a 
conocer el papel de las isoforrnas dentro de las plan las y en especial la función de la pseudohevef na en 
la Hevea hra.1i/ie11.ri.r. Por olro lado desde el punlo de vista aplicativo el hecho de tener una leclina tan 
pequeña (4807 Da) nos ayudarla a estudiar algunos fenómenos biológicos como son la diferenciación 
entre diferentes microorganismos y células en las diferentes etapas de diferenciación, virus y partlculas 
subcelulares, ciloloxicidad, ele, sin una interferencia cstérica grande. 
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CONCLUSIONES. 

l. La hevelna y la pseudoheveína son protelnas muy similares desde el punto de vista 
fisicoqulmico. 

2. La proporción de pseudoheveína en relación a la hevelna es aproximádamente de 1 ;7. 

3. Nuestros resultados indican que la pseudohevelna tiene un peso molecular de 4807.84 Da, 
un coeficiente de exitinción de E'",.,=2. 76 y su punto isoeléctrico es de 4.6. 

4. A panirde los espectros de dicroísmo circular vemos que su conformación es muy similar al 
de la hevelna, es decir, ambas tienen una conformación al azar. 

5. En la determinación cualitativa de aminoácidos se observó que la pscudohcvelna presenta 
un 69% de similitud en comparación con los aminoácidos que presenta la hevelna rcponada. 

6. La pseudohevelna es capaz de unirse a bacterias tales como: Bacil/us •p y A:ospiridium. 
Esto es imponante ya que confirma que la pscudohcvelna es una lectina y que además es capaz de 
diferenciar entre distintos tipos de bacterias. 

7. La pscudohevclna es capaz de unirse a células humanas, en este caso se unió a los leucocitos, 
si se realizan otras pruebas con diferentes células posiblemente se logre encontrar una aplicación a 
esta lectina tan pequeila. 

8. Los cristales de pseudohcvelna y hevefna, bajo las mismas condiciones de cristalización son 
morfológicamente diferentes. 

9. Se estableció un método de purificación utilizando por primera vez una columna de afinidad 
(fetuina-agarosa) para purificar a la hevelna y a la pseudohevelna de las demás protelnas presentes en 
el extracto crudo del látex de Hevea bra.ri/ien.vis. 
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