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INTRODUCCION
1. PROTEINAS

. Las proteinas del griego profcios que significa primario, ¢s un término resc.rvé\do.pam aquellos
polipéptidos que existen de manera natural y que tienen una cstructura terciaria definida bajo condiciones
fisioldgicas. Son las sustancias mas abundantes cn la mayoria de las célufas,

Las propicdades quimicas basicas de las proteinas son tan amplias que constituyen una gran
parte de la bioquimica. Las protcinas son extremadamente importantes ya que estan involucradas en
todos los procesos bioquimicos y fisiologicos de los seres vivos.

™ P

Algunas proteinas conocidas como inmunoglobulinas sirven como d contra i iones;
otras proteinas almacenan y transportan particulas que van desde electrones hasta macromoléculas a
través de las membranas; muchas hormonas son protcinas que transmiten informacion entre células
especificas o entre Organos y regulan muchas de las funciones celulares. Las proteinas controlan la
expresion genética uniéndose a secuencias especificas de aminoacidos, “prendiendo” y “apagando™
genes, Las proteinas son importantes en los musculos y otros sistemas que convierten la energia quimica
en energia mecdnica, ciertos ensambles de proteinas estan involucrados en la contraccion musculary
lamovilidad de las células. También son ias para ver, oir y otros sentidos; muchas otras proteinas
son estructurales, es decir, que proveen la arquiteciura filamentosa dentro de las células, ast como el
material del que estan hechas las ufas, cabello, tendones y huesos v,

A pesar de la diversidad biologica en sus funciones las proteinas son relativ te homog: 3
encl sentido de que todas estan compuestas por cadenas polipeptidicas construidas de las combinaciones
apropiadas de los 20 residuos de aminoacidos y que solamente difieren en su secuencia. Su diversidad
funcional se debe parcialmente a la diversidad quimica de fos aminodcidos que la conforman, pero
principalmente a la diversidad de estructuras tridimensionales que las proteinas puedan adquirir «.

Cuando dos aminodcidos se combinan mediante un cnlace peptidico, la molécula formada
ticne un grupo amino en un extremo y un grupo carboxilo en el otro. De esta forma nuevos aminodcidos
pueden unirse dando origen a un polipéptido ». Sin embargo, algunas proteinas no constan de una séla
cadena peptidica, sino de varias unidas entre si mediante otros tipos de enlace, sobre todo pucntes de
hidrégeno entre los grupos carboniloy amino. Existen otros tipos de enlace entre cadenas polipeptidicas
como los hidrofobicos, los clectrostaticos, los puentes disutfuro, los puentes salinos, etc.

Las proteinas pueden dividirsc en:

Proteinas estructurales.- Las proteinas de este tipo estdn presentes en la célula en forma de
largos filamentos delgados, en la que ellos mismos son polimeros de muchas moléculas de proteinas.
El uso mas prominente de tales filamentos intracelulares es proporcionar el mecanismo contractil de
todos los musculos. Sin embargo, los filamentos también sc organizan en microtibulos que forman cl
citoesqueleto de las células. Fuere de las células la coldgena y las fibras de elastina forman el tejido

-
I

conjuntivo, vasos sangui Lt I tos, ufias, cabello, etc,

Proteinas globulares.- Son proteinas individuales o agregados de unas cuantas moléculas en
forma globular en lugar de fibrilar. Estas proteinas son por lo general enzimas y, en contraste con las
proteinas fibrilares, son a menudo solubles en el liquido cetular o forman parte integral de estructuras
membranosas o s¢ encucntran adheridas a estas estructuras. Las enzimas entran en contacto dirccto
con ¢l substrato en ¢l interior de la célula y catalizan reacciones quimicas



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 proteinas de semillas de plantas, de las cuales
algunas de cllas aglutinaban especifi a eritrocitos humanos de algun tipo sanguinco. En 1980
Goldstein definio a las lectinas como proteinas que se unian a carbohidratos (o glicoproteinas), que no
tenfan un origen inmune y que aglutinaban células y/o precipitaban glicoconjugados». Kocourek y
Horejsi en 1981 propusicron que se definiera a las lectinas en base a su actividad biolégica in vitro,
debido a que la funcion de las lectinas en los organismos vivos era aun inciertas.

L.a caracteristica mas importante dc las Iectinas es su capacidad de union a carbohidratos y de
aglutinar células. Esta actividad depende de la existencia de dos o mis sitios de union 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 proteinas que se uncn a carbohidratos de manera bi 6 multivalente,
Sinembargo, los estudios estructurales y funcionales de las lectinas revelaron que debjan contener un
segundo sitio de unién que interactuara con un ligando diferente a un carbohidrato. Otro aspecto
importante desde el punto de vista estructural ¢s que las proteinas que se unen a carbohidratos de
forma bivalente son estructuralmente parecidas a las proteinas que solo ticnen un sitio de unién a los
mismos. Barondes en 1988 propone una redefinicion del término: una lectina es una proteina que se
une a carbohidratos e incluye en esta categoria a las proteinas monovalentes, es decir las que presentan
un solo sitio de union«.

Las lectinas, son herramientas muy dtiles para el estudio de los carbohidratos y sus derivados,
se han usado con propdsitos preparativos y analiticos en la bioquimica, la biologia celular, ta inmunologia
y areas relacionadas particularmente con el estudio de los glicoconjugados. Las lectinas son usadas
para diferenciar entre células normales y malignas, entre células embrionarias y adultas, entre los
diferentes tipos sanguineos y entre difercntes tipos de microorganismos o sus diferentes formas
morfologicas o etapas de diferenciacion. Los virus y particulas subcelulares como el nicleo y la
mitocondria también son aglutinados por lectinas. Otro de los efectos de las lectinas sobre las células
es la estimulacion mitogénica, que puede ser inhibida de manera reversible mediante bajas
concentraciones de azicares. Algunas lectinas pueden mimetizar los efectos de fa insulina sobre los
adipocitos, esto estimula la lipogénesis, el transporte de glucosa y su oxidacién e inhibe la lipdlisis.
Algunas lectinas son toxicas y suelen ser muy selectivas en su accion sobre las células, teniendo efectos
citotoxicos mayores sobre tas células transformadas que en las células normales, Debido a esto se han
hecho intentos para inhibir el crecimiento tumoral in vivo usando sélo a las lectinas o en combinacién
con farmacos 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 caracterizado varias lectinas aisladas de diversas fuentes tales como: plantas,

animales y microorganismos, y es posible agruparlas en familias de proteinas homélogas que comparten
propiedades estructurales «.

2.1 LECTINAS DE PLANTAS

Lectinas de legumi Se han caracterizado mds de 70 lectinas de csta familia, la mayoria
aisladas de semillas, las que generalimente estdn compuestas de dos o cuatro subunidades de 25 a 30
KDa. Cada subunidad presenta un sitio de unién a carbohidratos el cual en algunos casos requiere de
Ca?y Mn*. Astmismo exhiben entre cllas una homologia mayor al 20 %. Los aminodcidos que participan
en la coordinanacion de cstos iones metalicos incluyen dcido aspdrtico y asparagina, que forman pucntes
de hidrégeno con ¢l monosacirido en el sitio de union. Los iones metdlicos sirven para ayudar a
posicionar los residuos de aminodcidos en cf sitio de unién a carbohidratos pero no interactfan
directamente con el carbohidrato.
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Lectinas de los cereales.- La mas 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 acido sialico. General estan comp por dos subunidades de 18
KDa aproximadamente. Estas lectinas se diferencian de casi todas las de origen vegetal por poseer

varios puentes disulfuro que estabilizan la molécula,

2.2 LECTINAS DE ANIMALES

Lectinas tipo C.- (Calcio dependientes). Estas lectinas poseen uno o mas dominios de
reconocimicnto a carbohidratos, requiriendo de Ca?* para su union a los mismos. Los residuos de
aminoacidos que unen tanto al Ca?" como al carbohidrate, se localizan el extremo carboxilo terminal.
Estas lectinas se unen a glucosa, N-acctilglucosamina y a L-fucosa, pero no a galactosa. La masa
molecular de una subunidad es menor a 15 KDa debido a que fas lectinas de este tipo consisten en un
dominio de reconocimiento a [os carbohidratos de aproximadamente 120 aminodcidos en asociacion
con otros dominios.

Lectinas tipo S.- (Tiol dependientes) Se sabe poco acerca de esta familia, se unen
especificamente a galactosa. La masa molecular de sus subunidades varia desde 14 a 35 KDaw,

2.3 LECTINAS DE LUTQIDES DE Hevea brasiliensis
HEVEINA

El latex del drbol del hule (Heveu brasiliensis) estd compuesto por un fluido citoplasmatico
que se encuentra en células especializadas Hlamadas laticiferos. Cuando al arbol se le causa dafio, estas
heridas son selladas por la coagulacion del latex, que involucra que los cuerpos {utoides se revienten y
las particulas 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 invasion patogena v,

La heveina es la proteina mas abundante en los cuerpos lutoides representando el 70% de la
proteina total. Estos organulos se pr en el sedimento del ultracentrifugado del latex.
Esta proteina ticne un alto contenido de azufre (5%) y un bajo peso molecular de 4,730; ademads tiene
un punto isoeléctrico cercano a 5, estd constituida por 43 aminodcidos, posce cuatro puentes disulfuro
y esta clasificada como una proteina de union a quitina. Una caracteristica interesante es que en solucion
no puede ser coagulada por medio del cator oo,

En nuestro laboratorio se han llevado a cabo varios estudios conformacionales y estructurales
con esta proteina. En primer término se comparo la heveina con la WGA debido a que sus secuencias
de aminodcidos presentaban un 56% de homologia. Estudios de dicroismo circular apoyan la hipdtesis
de trabajo cn la cual la conformacion de la cadena polipeptidica de WGA y la heveina es similar,
También se determind la estructura tridimensional de esta proteina por difraccién de rayos x a una
resolucion de 2.8 A, confirmandose Ja similitud entre estas dos proteinas =,

Recientemente un grupo de investigacion cn Singapur propuso que 1a hevefna esta involucrada
en el proceso de coagulacion del litex. Aparentemente la heveina forma un puente cntre moléculas de
una glicoproteina de 22 KDa que se encuentra en la superficic de las particulas de hule, Esta glicoproteina
presenta varias unidades de N-acetilglucosamina. Estos autores indican que se requiere de la presencia
de Ca? para que se lleve a cabo la unidn entre la heveina y la glicoproteina v, U

Por otra parte, también se ha observado que la mayoria de las lectinas presentan formas
moleculares, tal es el caso de la heveina que presenta de dos a cuatro isoformas, dependiendo del clon
y laedad del drbol, asi como de la estacion del afio en que se recolecte el litex. Una de estas formas es
la pseudoheveina descrita por primera vez por Tata en 1975w, ST )
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3. CARACTERISTICAS DE LA PLANTA

Hevea brasiliensis, es un arbol aito, 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 mis cs de 70 cm de didmetro y su copa tiene forma mas o menos
piramidal, La corteza de su tronco es café grisdceo, lisa o ligéramente agrietada y frecuentemente
mucslra cicatrices en forma de hendiduras diagonales que son los cortes hechos para la extraccion del

tex. .

Las hojas de Hevea brasiliensis son grandes, miden de 20 a 45 cm de largo por 10 a 20 cm de
ancho, estd n disp alternad: , son de un vistoso color verde oscuro que contrasta con un
tono amariltento a lo largo de la nervadura principal, ademés tiene. pequedisimos pelos rigidos en
ambas caras de su lamina. s .

El clima donde se da este tipo de arboles es el ecuatorial, qﬁe es calido y muy hiimedo sin
estacion seca, la temperatura media anual estd entre 25 y 28°C; aunque no existe estacién seca, en
algunos meses del afio disminuye la precipitacion pluvial. ‘

El arbol del hule conserva sus hojas todo el afio en las zonas mds humedas de su drca de
distribucion, y contribuye a imprimir la caracteristica siempre verde de las sclvas tropicales; sin embargo,
en las zonas de su distribucion en las que no hay suficiente retencién de humedad, los drboles picrden
sus hojas, hecho que cvita la excesiva pérdida de agua a través de la superficie foliar. Las flotes del
arbol del hule son pequefias y poco vistosas por ser verdosas, se encuentran agrupadas en receptaculos
en forma de copa rodeados por una multitud de pequefias hojas verdes amarillentas, algunas de cstas
florecillas presentan sélo estambres y otras s6lo pistilo, es decir, unas son masculinas y otras femeninas,
Cuando los ovarios de las flores femeninas maduran se transforman en pequeiios 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 arbol mas importante tanto en cantidad como en la calidad
de su hule, es originario de las selvas amazonicas de Brasil, Se le ha llamado de diversas formas:
“heve™, “xiringa”, “Gomero de Pard™ y comercialmente s le llama caucho. De este drbol se obticne ta
mayor parte de la produccion mundial del hule comercial, aunque no es Brasil el principal productor,
ya que lo inaccesible de la selva amazonica y las innumerables ﬂiﬁcultades para la explotacion a partic
de arboles silvestres, hicieron que esta dltima sc 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 cl
Jardin Botanico de Kew, cercano a Londres, y de alli se enviaron al Oriente. El lugar de propagaciony
distribucidn fue Ceilan, de ahi sc enviaron a la Peninsula Malaya ¢ Istas de la Sonda de las cuales sc
obtiene la mayor produccién mundial. Esta planta también se introdujo a la India, a Birmania y a Zaire.

. Durante la Segunda Guerra Mundial se establecieron algunas plantaciones de este arbol en la
regién de Pichucalco, en el estado de Chiapas y en la zona limitrofe de los estados de Veracruz y
Oaxaca "o,



3.1 CLASIFICACION DE Hevea brasiliensis.

Clase Angiosperma
Subclase Dicotiledoneae
Superorden Rosidae

Orden Euphorbiales
Familia Euphorbiaceae
Género Heveu

Especie brasiliensis v

——

Figura |. Zonas donde crece H. Brasiliensis



EL PORQUE DE LA TESIS,

En nuestro laboratorio se tenia la necesidad de tener una proteina que fucra abundante, con un
bajo peso molecular y muy estable, para usarla como modelo para una serie de estudios estructurales
y conformacionales. Enun principio se utilizé la heveina como modclo para iniciar ¢l estudio estructural
de macromoléculas, sicndo la primera estructura proteica resuchta por difraccion de rayos x en
latinoamérica. Se sabia que la heveina poseia isoformas, por lo que se decidié buscar la siguiente
isoforma mas abundante, purificarla, caracterizarla y usarla como modeio para una nucva serie de
estudios estructurales.

Por otro lado, ¢l conocer més acerca de las propiedades fisicoquimicas de esta proteina nos
podra ayudar a comprender el papel de las isoformas dentro de la planta y muy en especial dentro de
Hevea brasiliensis,



OBJETIVOS

a) Purificar la forma molecular mas abundanle dela hévclna

b) Caracterizar dicha forma molecular con el proposno de compamr sus caracterfsncns
fisicoquimicas con las de la hevefna ;



DISENO EXPERIMENTAL

1 Recoleccion del Latex ]

Transporte del latex a
ia Cd de México (Frio}

Sedimento Homogenizacion de! Sedimento

Sedimento Amarillo }

Centrifugacion
30,0009

Sobrenadante
Sobrenadante

Precipitacién al 65%
con Sulfato de Amonio

T

Sedimento

Centrifugacion
30,0009

Sobrenadante
Precipitacion al 100%
con Sulfato de Amonio
Centrifugacion
30,0009

Disolucion del
precipitado

HPLC Intercambio Filtracion en
Intercdmbio Catidnico I6nico GEL

H Coeficiente de Extincion (BCA) |
Andlisis de Cualitativo de Aminoacidos |
—{Grion s Gacteras y Celuge ]

Especificidad por Carbohidratos : 9
—-I Pruebas de Cristalizacion I




MATERIALES Y METODOS
1. PURIFICACION

El litex de Hevea brasiliensis fue recolectado en el campo experimental “El Palmar” Veracruz,
y transportado a la Ciudad de México a baja temperatura, Despuds de S horas el ldtex se centrifugé a
70,000 g y el sedimento fue congelado a -250C hasta su uso.

El sedimento anterior fue homogeneizado con una solucién de NaCl 0, IN, pH 6.0 a 4°C por 3
minutos a alta velocidad en un Ultra Turrax, hasta tener una la b pénea del sedi En
todos los pasos subsecuentes la temperatura fue mantenida a 4°C, Después de una centrifugacion a
30,000g d treinta minutos, el sedimento fue extraido dos veces mds con la misma solucién.
Posteriormente se juntaron todos los extractos, ajustandose el pH a 6.0 y agregandose lentamente y en
agitacion el suficiente (NH,),80, sélido para obtener un 65% de saturacion a 0°C, esta mezcla fue
guardada toda la noche en refrigeracion. Al dia siguiente se centrifugé a la misma velocidad y se tomo
el sobrenadante, que se llevd a 100% de saturacion con (NH,),SO,, nuevamente esta mezcla se guardd
toda la noche y se centrifugé. El precipitado se disolvio y dializo contra agua destilada. Se emplearon
membranas de didlisis Spectrapor con i6n de peso molecular de 3500, las cuales se colocaron en
un aparato de dialisis continua por 6 horas. Dicho aparato permite el movimicnto de la bolsa de didlisis
y de su contenido, asi como el recambio del agua destilada nueva por la que ya tienc sales (%,

Nuevamente se dializé esta fraccién contra un amortiguador de fosfatos 0.0SM pH 6.8 y se
aplico en una columna de permeacion en gel AcA 54 (5% acrilamida y 4% agarosa) (2.6x85cm),
equilibrada con el mismo amortiguador. Este gel permite separaciones de moléculas en basc a su peso
molecular, y su rango de separacion es de 5 a 75 KDa. Esto significa que las moléculas mds pequefias
son capaces de penetrar por los espacios de la cama cromatografica, por lo que se mueven mds lentamente
que aquellas que no logran entrar por estos espacios. De esta forma, los componentes de la fraccion se
eluyen en orden decreciente de peso molecular. Esto se realizd a temperatura ambiente, cn un sistema
LKB que consiste en un colector de fracciones Ultrorac 11, una bomba peristaltica Varioperpex, un
monitor de absorbencia equipado con un filtro para 280 nm modelo Uvicord S y un registrador. La
muestra se cluyé con el mismo amortiguador, a una velocidad de flujo de 16 mi/h, registrandose la
absorbencia a 280 nm y colectandose fracciones de 2 ml.

La fraccion que tenia mayor absorcion, que estd compuesta de heveina principalmente, fue
concentrada por liofilizacion y despuds fue dializada contra agua destilada. Posteriormente la muestra
fue dializada contra un amortiguador de glicina y HC! 0.2M pH 3.5 y fue aplicada a una columna de
intercabio idnico. Aqui las proteinas se unen a los intercambiadores i6nicos como resultado de las
interacciones electrostiticas entre éstas y la matriz. La retencion se incrementa en proporcion a la
densidad de la carga, tunto de la matriz intercambiadora como de la proteina. La matriz.intercambiadora
consta de grupos cargados que sc hallan covalentemente unidos a ella, los cuales cstan asociados a
iones moviles que pueden ser intercambiados reversiblemente con otros fones de la misma carga sin
que se altere la matriz, Las proteinas, debido a la presencia de grupos carboxilicos y aminos se pueden
comportar como dcidos o como bases si se encuentran adecundamente cargadas y pueden unirse a la
matriz con diferente fuerza dependiendo de [a magnitud de su carga neta. La clucion de las proteinas
retenidas se logra mediante ¢l aumento de Ia fuerza ionica del eluyente. Cada componente de la muestra
se separa con diferente ticmpo y velocidad ya que poseen distinta afinidad por el intercambiadort!?1?0,

En este caso se utilizdé una columna de intercambio catidnico CM-Scfarosa, que ticne una
matriz de carboximetilos unidos a particulas de sefarosa. Se seleccionéd esta columna ya que a este pH
la heveina tengan carga positiva. La columna fue equilibrada previnmente con ¢l mismo amortiguador
en el que fue dializada la muestra, la elucién se llevd a cabo con un (Tujo de 12 ml‘h aplicando un
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gradiente de NaCl (0.0 - 0.3M). Este gradicnte permite que las particulas que se encuentran unidas a la
matriz sean deplazadas por los iones Na+,

Nuevamente la absorcion de cada tubo fue leida a 280 nm y se scpararon dos fracciones, ambas
fueron dializadas contra agua y concentradas por liofilizacién, luego fueron dializadas contra un
amortiguador de glicina-HCI 0.2M, pH 3.5 y aplicadas por separado en una columna de cromatografia
liquida de aita lucion de § bio idnico.

Para esto se utilizo un cromatografo de fiquidos de alta resolucion (HPLC-LKB)y una columna
de intercambio catidnico TSK-SP-5-PW de 7.5x75mm, con una matriz de polimero de vinilo y una
fase de sulfopropilo. Esta se equilibré con un amortiguador de glicina-HC1 0.2 M, pH 3.5. Para la
elucion se uso un gradiente de NaCl de 0 a 1.0 M en el mismo regulador. La velocidad de flujo se ajustd
a 0.6 ml/min, detcctandose las fracciones en un detector espectral 190-370 nm. La absorcion de cada
tubo fue leida a 280nm y se separaron las fracciones que fueron dializadas contra agua destilada y
concentradas por liofilizacion.

2, CARACTERIZACION

2.1 CUANTIFICACION DE PROTEINAS
2.1.1 ABSORCION A 280 nm

A las proteinas que habian sido purificadas se les leyo su absorcion a 280 nm, ya que en esta
region, las proteinas se pueden cuantificar y detectar por medio de su absorbencia y su coeficiente de
extincion. La absorbencia de cada proteina depende del nimero y la posicion de sus residuos de
aminodcidos aromaticos, fenilalanina, tirosina y triptofano, asi como de los puentes disulfuro existentes
entre las cisteinas‘", i

2.1.2 METODO DEL ACIDO BICINCONINICO (BCA)

Este es un método espectrofotométrico muy sensible para la determinacion de la concentracion
de proteina. El dcido bicinconinico (BCA), en su forma de sal de sodio soluble ¢n agua es sensible,
estable y altamente especifico hacia el ién cuproso (Cu'). El método combina la reaccion de Biuret en
la cual los enlaces peptidicos de la proteina reaccionan con el Cu?* en un medio alcalino para producir
Cu'. Este ultimo, en presencia del BCA, da por resultado una reaccion color purpura que involucra a
dos moléculas de BCA con una det i6n cuproso Cu*. Este complejo es soluble en agua y tiene un
miaximo de absorcion a 562 nm (@), ‘

HN . NL
RecH CU Om
C-’O ) HC—R

HN NH

N @) ,NO)—coo-
Y .
-ooc—{On" “NO)— coo-
& O T

Figura 2. Reaccion del dcido bicinconinico con la proteina.



El reactivo comercial de Picrce consta de las siguientes soluciones:

Reactivo A: Carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, acido bicinconinico y tartrato de sodio
en solucion acuosa de hidroxido de sodio IN.

Reactivo B: Solucién acuosa de CuSO, al 4%.

Reactive C: 100 partes de reactivo A mds 2 partes de reactivo B,

PROCEDIMIENTO

1) Se preparo la curva de calibracién con albiimina de sucro bovino. Con valores de 20ug/ml
hasta 180 pg/ml, se agitd fa mezcla de reaccidn y se incub6 a 37°C durante 30 minutos con agitacion
constante. Posteriormente sc leyé la absorcién de cada tubo a 562 nm. Este mismo procedimiento se
utilizé con la muestra. . = e

La cantidad de proteina contenida en la muestra se determina inierpolnndo el dato deabsorbencia
en la curva de calibracion e, .
2.2 COEFICIENTE DE EXTINCION

A la muestra de pseudoheveina previamente dializada contra agua destilada se le midié su

absorcién a 280 nm y sc cuantifico el contenido de proteina usando ef método de BCA. Para calcular
el coeficiente de extincion se siguid fa siguiente formula: : :

Donde:

E'™ = coeliciente de extincidn a 280 nm.
¢ = concentracion de protcina 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
forman dngulos rectos entre si. Cuando un electrdn interactia con la luz, oscila a la frecuencia de la
misma en direccion del campo eléctrico y en fase con este. En el caso de la luz normal, los vectores del
campo cléctrico de las ondas tuminosas se orientan en todos los planos posibles. La luz det plano
polarizado es aquella en la que los vectores del campo eléctrico de todas las ondas luminicas quedan en
el mismo plano, es decir, el de polarizacion. Esta se produce haciendo pasar la luz normal por un
dispositivo conocido como prisma de Nicol. En una molécula un electrén no tiene la libertad de oscilar
en forma idéntica en todas las direcciones, es decir, su polarizabilidad es anisotrdpica.

Cuando los clectrones de la moléculas oscilan en respuesta ala luz polarizada en un plano,
debido a esa polarizabilidad anisotropica tienden a oscilar fuera del plano de polarizacion. A causa de
esta interaccion con los clectrones oscilantes, la Juz sufre cambios en sus campos eléetrico y magnético.
Por lo tanto, cuando la luz polarizada en un plano interactita con una molécula, el plano de polarizacion
gira lentamente. Si un compuesto hace que ¢l plano de polarizacion gire en la misma direccion que las
mancecillas del reloj (positiva)en relacion a la llegada del haz, se dice que es dextrorrotatorio, si lo hace
al contrario es levorrotatorio.

12



Las les de DC de proteinas en la zona del ultravioleta lejano son debidas fund;
a los croméforos de amida del enlace peptidico. Aunque este cromoforo es planar, su inclusion en una
estructura polimérica tridimensional puede considerarse como una “perturbacion™ que lo hace
Gpticamente activo. Debido a esto, la seftal de DC de los enlaces peptidicos (240 a 190 nm) es diferente
para los distintos tipos de estructuras que son: alfa hélice, hojas plegadas , giros § y cadcenas
desordenadas. De esta forma los espectros de DC reflejan la conformacion de la cadena principal.
Cuando mas de una conformacion esta presente, el espectro observado es fa combinacion de espectros
de conformaciones individuales.

La zona espectral de 250 a 310 nm es de gran importancia en ¢l estudio de proteinas. En csta
region se observan las sefiales de DC de los residuos de aminodcidos aromaticos y de fos enlaces
disulfuro. Frecuentemente alguno o algunos de estos residuos se encuentran en o cerca del sitio activo
de una enzima y por lo tanto fos cambios de las sefial de DC causados por variacion de las condiciones
ambientales pueden ser usados para estudiar cambios en la estructura del sitio activo.

Los espectros de dicroismo circular de la pseudoheveina a una temperatura de 25°C, fueron
obtenidos en el laboratorio del Dr. Andrés Hernindez en la UAM Iztapalapa. Se utilizé un
espectropolarimetro JASCO J500A, el cual se calibro con dcido (+) - 10 - camforsulfonico. Las muestras
utilizadas fueron las que sc obtuvieron por cromatog;raﬁa de alta resolucion. Estas fueron dializadas
contra un amortiguador de fosfatos 10mM, pH 7.0 @,

2.4 ESPECTROMETRIA DE MASAS

En afios recientes la espectrometria de masas ha resultado ser una técnica muy poderosa para
determinar la estructura primaria de las proteinas. En este método la muestra cs evaporada en ¢l vacio,
despugés es fragmentada de forma no especifica con un rayo de electrones que da por resultado varios
fragmentos de la proteina y sélo los fragmentos que tengan una carga neta positiva son detectados y
separados en base a su razon masa/carga.

Las mas secicntes técnicas de espectrometria de masas no requicren modificar quimicamente a
los péptidos ya que no necesitan que estos sean volatiles. El problema de la involatilidad de una proteina
o de un péptido se puede solucionar por medio dc la técnica de electrospray, en donde la solucion de
proteina en un solvente volatil es esparcida en forma de spray dentro del espectrometro de masas, de
tal forma que el solvente que se encuentra en pequefias gotas, es evaporado rapidamente en el vacio,
dejando a la molécula de proteina suspendida. La solucion inicial se encuentra a un pH édcido, en donde
{a protcina tiene una carga neta positiva.

En este procedimiento las protefnas multiméricas ticnden a disociarse cn monémeros, asi como
fos cofactores no permanecen unidos a la proteina, debido probabl a que las proteinas tienden a
desdoblarse durante ¢l proceso de atomizacion y evaporacion®,

Esta determinacion sc llevo a cabo tanto para la heveina como para la pscudoheveina por la
técnica de electrospray y fue realizada en el laboratorio del Dr. Douglas Gage  del Departamento de
Bioquimica de la Universidad Estatal de Michigan, EUA. R ’

2.5 DETERMINACION CUALITATIVA DE AMINOACIDOS

La composicion de aminodcidos de una proteina se puede::dcu.rmninf hidrolizando
completamente los enlaces peptidicos. Un método para hidrolizar la cadena polipeptidica es
en condiciones reductoras a HCI 6N a 110°C de 24 a 72 horas. ;. :

- . Lamayoria de enlaces peptidicos se hidrolizan a velocidades similares, éxceptuando losenlaces
peptidicos entre los aminodcidos no polares, particularmente valina; leucina ¢ isoleucina; los cualcs
requieren mayor tiempo de hidrdlisis o ta adicion de dcidos organicos como el acido trifluoroacético,
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Para determinar la identidad de los aminodcidos presentes en el hidrolizado se utilizan
analizadores automaticos de aminodcidos en donde primero sc corre un patrén con el cual se comparard
la muestra problema. Los aminoacidos son separados cromatograficamente en base a su tiempo de
retencion(,

El desarrollo de métodos utilizando el cloruro de dabsilo como derivatizante en columnas de
fase reversa de HPLC, ha cambiado significativamente la determinacion de aminodcidos en los gitimos
aflos. La alta absorcion molar de los derivados de dabsilo en una region espectral limpia, su estabilidad
en ¢l timpo y su comportamiento diferencial en las columnas de fase reversa de HPLC, permiten hacer
una determinacion de aminoacidos rapida y libre de interferencia, en donde se pueden detectar
aminoacidos como la prolina que con otros derivatizantes no es posible detectar 231036,

Tanto la heveina como la pseudoheveina fucron hidrolizadas 24 horas, conforme al método
anteriormente descrito. Los hidrolizados fueron derivatizados con cloruro de dabsilo y analizados en
un aparato de HPL.C Beckman System Gold, utilizando una columna C18 - Ultrasphere - dabsyl, en
fase reversa ‘7.

2.6 ENFOQUE ISOELECTRICO

Las proteinas s¢ someticron a enfoque isoeléctrico en microplacas (0.35x0.43x50 mm) con
gradiente de pH de 3 a 9 cn un Phast System de Phanmacia. Se utilizd un kit de calibracion de puntos
1soélectricos de Pharmacia para obtener la curva patron, graficando ef pH contra la movilidad relativa
(Rf) de las proteinas.

Los patrones que se utilizaron fueron: amiloglucosidasa, inhibidor de tripsina de soya, §§ -
globulina A, anhid bonica B de bovino, anhidrasa carbonica $§ humana, banda basica de
mioglobina de cabalto, banda Acida de lectina de lentcja, banda media de lectina de lenteja, banda
basica de lectina de lenteja y tripsindgeno @29,

2.7 PURIFICACION DE LA PSEUDOHEVEINA Y HEVEINA MEDIANTE UNA
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

Una muestra al 100% de saturacion con (NI{)),SO, fue dializada contra agua destilada y
posteriormente contra un amortiguador de fosfatos pH 6.8, 20 mM de NaCl, ! mM de CaCl,, y aplicado
a una columna de fetuina (1x20cm). Esta habfa sido equilibrada previamente con el amortiguador
mencionado. Para hacer la primera elucion se utilizo el mismo regulador sin CaCl,, posteriormente se
hizo una segunda elucidn con agua destilada y finalmente una tercera clucion se llevé a cabo con 200
mM de N-acetilglucosamina, Se utiliz6 un flujo de 5 mi/h | registrandosc la absorbencia a 280 nm

(2')[]0).
2.8 PRUEBAS DE CRISTALIZACION
1) PRIMERA PRUEBA
Para las prucbas de cristalizacién se utilizaron dos métodos.
. Método de la Gota Asentada. Para este {in se utilizaron cajas Limbro para cultivo de tejidos.
La orilla de un pacito se engrasa con grasa para vacio y dentro del pozo se coloca un dispositivo, el cual
tienc una pequeiia depresion en la parte superior. Posteriormente se agregan al pocito 850 pl de la

solucién precipitante, mientras que ¢n la cavidad del dispositivo se agregan 10 pl de la muestra mas 15
ul de la solucion precipitante. Finalmente el pozo se tapa con un cubreobjetos.

14



Método de Gota Colgante. A un pocito se le agregan 850 pl de la solucién precipitante. Por
otra parte en un cubrcobjetos previamente siliconizado se agregan 15 yl de la solucidn precipitante
mas 10 pt de la muestra, una vez formada la gota se procede a voltear ¢l cubreobjetos sobre el pocito,
de tal forma que la gota quede colgando del cubreobjetos hacia adentro del pocito U2,

Soluciones para la cristalizacion,

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

Concentraciones de la muestra.
Heveina 20mg/mi
Pseudoheveina 18mg/mi

2) SEGUNDA PRUEBA. SEMBRADO DE CRISTALES

En esta etapa sélo se utilizé el método de la gota colgante. Se utilizaron 6 pozos para cada una
de las protei En los pri 3 se agregaron 800 ul de la solucion precipitante sin calcio, en el
cubreobjetos se coloco una gota con 8 ul de 1a muestra y 5 ul de la solucion precipitante sin calcio. En
los otros 3 se agregaron 800 pl de 1a solucion precipitante con calcio y en el cubreobjetos se formo una
gota con las cantidades ya mencionadas, pero en este caso se utilizé la solucion que contenia calcio 3%,

Sembrado de cristales.
Soluciones para la cristalizacion,

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

Concentracion de las muestras,
Heveina 20 mg/ml.
Pscudoheveina 18 mg/mi.

Gota Asentada

~a- »  Muestra

| % Solucién Precipitante




Gota Colgante

A Muesin

J————————  Solucion Precipitante

Figura 3

2.9 BIOTINILACION DE LA HEVEINA Y LA PSEUDOHEVEINA

La biotina es una vitamina que se encuentra naturalmente en todas las células, los tejidos con
mas alto contenido de biotina son el higado, ¢l pancreas y el rifion. | Hul,
tienen mayor cantidad de biotina que las células normales. El peso molecular de la biotina es de 244.31
y su férmula molecular es C H, N,O,S.

La streptoavidina cs una proteina de unidn a biotina aislada de un cultivo de Strepromyces
avidinii. La streptoavidina sc une a 4 moléculas de biotina por mol de proteina.

Los conjugados de biotina-streptoavidina son muy usados como marcadores moleculares al
hacerlos reaccionar con un substrato adecuado.

Sedisolvieron 2 mg de heveina y pseudoheveina en | ml de un amortiguador de bicarbonato 50
mM, pH 8.5; antes de usarse se agrego 1 mg de Sulfo-NHS-biotina a 1m! de agua destilada y sc afjadieron
74ul de cada unade las proteinas por separado. Sc colocd la muestra de reaccidn en un tubo y permanecié
toda fa noche en agitacion. Para climinar el compuesto que no reacciono se centrifugo a 1000 g 30
minutos. Después se llevé la muestra al volumen original en mg de fosfato de sodio 0.1IM pH 7.0,

2.9.1 COMPROBACION DE LA BIOTINILACION DE LAS PROTEINAS

Se colocaron paco a poco 5 mide muestra en un filtro millipore de 0.45 micras, dejando secar
de tal forma que la muestra no se expandiera sobre el papel. Este filtro se sumergié 30 durante minutos
en gelatina al 0.1% con Triton X-100 al 0.01% en PBS, se lavé con' PBS-Triton 0.01% durante 1S
minutos, se introdujo en una solucién de streptoavidina-peroxidasa 1:2000 durante 15 minutos, s¢ lavo
2 veces mds y se sumergio en una solucion que contenfa 100 ml de H202 al 0.3%y DAB (Img/3.3 ml
de PBS) durante 15 minutos, la reaccién se paré secando ¢l papel ¢V, - [
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2.10 PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

2.10.1 PRUEBAS DE UNION A BACTER!IAS

Las fosfatasas alcalinas son una familia de isoenzimas que se encuentran distribuidas cn una
gran variedad de especies y tejidos, Las fosfatasas alcalinas ticnen dos grandes ventajas sobre otros
marcadores. La primera es que cuando cs io s¢ puede tar su sensibilidad dejandolas
actuar por un tiempo mayor, debido a que la razon de reaccion permanece lincar. La segunda es que
existe un gran numero de substratos para estas fosfatasas que no son peligrosos y no requicren un
manejo especial. Algunos de estos substratos como el NBT no se decoloran, aunque a veces presentan
un ruido de fondo.

EI NBT es un polvo amarillo, con un peso molecular de 817.6 y su formula C H, O Cl,, Esun
execelente sistema para tefiir. Cuando reacciona con la fosfatasa alcalina, produce un precipitado
insoluble color purpura obscuro.

Las bacterias usadas en estas prucbas fueron: Bacillus sp, Azospirillum y Rhizobium trifoli,
obtenidas del laboratorio de Fisiologia Vegetal de fa Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del IPN.

Las bactcrias fucron fijadas a los portaobjetos con metanol durante 30 minutos, despuds se
incubaron con BSA al 0.1% en PBS 10 minutos, se lavaron con Tris 0.1M pH 9.8 y se incubaron con
5 ul de las proteinas biotiniladas durante 20 minutos, se lavaron 2 veces con Tris 0.1M pH 9.8 Triton
0.001% y se incubaron con avidina fosfatasa alcalina 1:200 por 20 minutos, se lavaron dos veces y
posteriormente s¢ incubaron con 5-Bromo-4-Cloro-3-Indelil fosfato/NBT, la ion fue itorcada
aproximidamente 20 minutos hasta ver un tono azul en las bacterias, se pard la reaccion 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. Rail Chavez
del Depar de Bioguimica de la Facultad de Medicina, UNAM,. Estas células fucron fijadas con
metanol a unos portaobjetos durante 30 minutos, posteriormente se siguié 1a misma metodologia usada
para la prucba de union a bacterias.

2.10.3 PRUEBAS DE ESPECIFICIDAD POR CARBOHIDRATOS.

Para estas prucbas se utilizo la linea celular VERO. Estas estaban fijadas en placas para ELISA.
Las células se incubaron con BSA al 0.1% en PBS durante 10 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 agregd
ningun azicar como control. Se lavaron 2 veces y se incubaron con las proteinas biotiniladas (heveina,
pseudoheveina y concanavalina A, esta @iltima fue ¢l control positivo) nuevamente se lavd y se incubd
con avidina fosfatasa 1:200 durante 30 minutos, se lavo e incub6 con PNPP durante 20 minutos, se
tomaron 100 ul de las muestras y se colocaron en placas para ELISA y se le agregd a cada pocito 50 p!
de una solucion NaOH 3N’ para parar la reaccién. Estos fueron leidos a 410 nm b,

El PNPP (p-nitrofenil fosfato) es muy usado en las pruebas ELISA. Es un polvo amarillo con
una férmula molecular C 1 NOPNa *6H,0 y tienc un peso molecular de 371.1. La fosfatasa alcalina
usada junto con el PNPP constituye una d¢ las mejores combinaciones de enzima-substrato usadas par
ELISA debido a que posee una gran sensibilidad y una exclente estabilided. Cuando la fosfutasa alcalina
y %ls’NPP reaccionan, se produce una sotucion color amarillenta en la que se pucde icer su absorcion
a nat.
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RESULTADOS

La fraccion del 65-100 % de saturacion con (NH,),SO, del homogencizado del litex fue aplicada
a una columna de permeacién en gel (Fig. 4), dando por f resultado 3 fracciones. Las fracciones A yB
son proteinas no identificadas, mientras que la fraccion C que es la mas abundantc corresponde a una
mezcla de heveina y pseudohcvcina esta Gltima fraccion fue aplicada a una c« de bio
catidonico CM- Sefarosa (Fig.5), donde se logra una separacion parcial de la heveina y de las
pseudoheveinas (A y B). En este caso la fraccion mas abundante corresponde a la heveina, estas
fracciones fueron aplicadas por separado a una columna de HPLC de intercambio cationico TSK-SP-
5-PW (Fig. 6y Fig. 7) donde aparecen 4 fracciones, la mas abundante corresponde a la heveina No. 1,
mientras que a las otras tres se les denomino pscudoheveina 1, pseudoheveina 11 y pseudoheveina (11,
esta ltima fraccion se deshecho ya que la cantidad de esta proteina era minima.
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Figura 4
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Intercambio Catibnico
CM - Sefarosa
Fase A Ghcina- HC!1 0.2 M pH 3.5

2 Abs 280 nm Fase B Glicina - HCI0 2 M pH 3.5 + NaCl 0.3 M
Gradiente NaCl (0 - 0.3 M)
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Figura 8
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HPLC. Intercanbio Catidnico.
TSK-SP-PW

Fase A Glicina - HCI0.2M pH 3.5

Fase B Glicina - HCIO 2M pH 3.5 ¢ NoC1 1M
Grabants NoC! 0-02M

Plajo 0.6 mlimin

Molaridad de NaCl
!
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16 136 15 166 183 20 36 13 I 6 9} 30 s NI 3

Tiempo de Retencién (min)
Muestra: Fraccidn correspondiente a Heveina

1 Heveina; 2 Pseudoheveina I, 3 Pseudoheveina IT; 4 Fraccién X
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HPLC. Intercamhio Catiénica
TSK-SP-PW
Fase A_ Glicma- HCI0.2MpH 3.5
Abs 280 am Molaridad de NaCl | 1o ; Gigiu- HCI0.2 M pH 3.5
19 -1 + NaCl |
Cndent: NaClD 02ZMm
Flujo 0.6 mlAnin
2
05 l-0s
3 0.2
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4
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15 186 123 20 216283 35 266 383 30 116 313 3
Tiempo de Retencién (min)
Muestra: Fraccisn doh

| Heveina; 2 Pseudoheveina 1; 3 Puudnhevma 11, 4 Fraccidn X.
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2. Coeficiente de Extincién

A las fracciones que contenian a la pseudoheveina y a la heveina se les leyo su absorbencia a

280 nm resultando: heveina 51.6S y pseudoheveina 1 47.4. Posteriormente a la pseudoheveina se le
someti6 al método de BCA para cuantificar la cantidad de protefna presente en la muestra, La solucién
dy i 6 una concentracién de 17.1435 mg/ml, por lo tanto

que alap p
E 1%~ 27.6 para la pseudoheveina.
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3. Dicroismo Circular

’- 4 Pseudoheveina Heveina
-2
el
s 0 A
Fw
o~
]
% |6
@
=
-8
I~ -10
=TT T — T T T T T T
180 190 200 210 220 230 240 250 180 190 200 210 220 230 240 250
Longitud de Onda (nm)
lFigura 10

En [a figura 10 se pucde ver que los espectros de dicrofsmo circular tanto de la heveina como

de la pseudoheveina son similares en las condiciones descritas.
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4. Determinacién del peso m. por espectrometria de masas

Intensidad
10,000
4719.82
0]
5,000 — :
L
¢ 3000 4000
Figura 9

En la figura 9 se observa que e valor de 4719.82 corresponde a la heveina, mientras que el
vator de 4807.32 a la pseudoheveina 1 y el de 4863.96 a la pseudoheveina I1.
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Abs 280 am
1aEluciin
2] Amortiguador Fosfatos pH 6.8
20mM de NaCl
0.30m!
38 Blurkin
Sol. 200 mM N-Acetlglucosamina
28 Flucion 61-90mt
Agua Destilada
31-60ml
T T T 1T 7 L 4 1 T T T L T L)
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Volumen de Elucién (mi)
|lljigum 10

5. Cromatrografia de afinidad (fetuina-agarosa)

Seaplicaron 10 mg. de proteina del extracto crudo del precipitado del 100% de saturacion con sulfato de amonio,
que previamente habia sido dializado contra los amortiguadores mencionados en materiales y métodos. Aqui observamos
en la primera elucion se eluyeron aproximadamente 7 mg de proteina, la cua! no tuvo ninguna interaccion con la columna;
en la segunda elucién la cantidad de proteina eluida fue nula, mientras que en la tercera elucién se recuperaron

aproximadamente 3 mg.




6. Determinacién cualitativa de aminodcidos
Tabla 1.

1 it

Resultados de la determinacidn cualitativa de ami a)y(b)d
en el laboratorio, (c) determinacion de aminodcidos reportada en la literatura 9,

Heveina (a) | Pseudoheveina (b) | Heveina (c)
Cys Cys Cys
Gly Gly Gly
Lys Lys Lys
Leu Leu Leu
Pro

. Ser
sEEThes




7. E nfoquc isocléetrico

1l punto isocléctrico de la pseudoheveina se determing en mlcroplacas de th(uadlec de pH
3 a9) (Fig. 11), con una muestra que se unio a ta columna de afinidud, La microplaca fue leida enun
densitometro laser, ¢l cual indica lo intensidad de cada banda L\Jmsad.l como ¢l drea bajo fa curva, se

encontraron dos bandas con puntos isoeléetricos de 4.9 y
pseudoheveina tiene un punto isoeléctrico de 4.6,

Lnfoque isoeldetrico

A B

Heveina .

Prevdoduveina.. - R o
R L

Figura 1.

A. Muestra, (Lo que se unio a la columna de alinidad)
B. Patrones

Patrones 2] Patvones 2]
(1) Trpsindgero 93 | () AnhdmsacaboncatumanaB | 655
(2) Banda baskca de lertega 865 }(B)Anhidrasacaboncade bovioB | 585
(3) Barda rmedia de fectina 0 lentesa 845 [(9)B- Lactogobutna A 52
{4) Banda aida de lectina de leraga 815 | (10} Inhibdor de npsinade soya 455
(5)Banva bésca demogopnadacabalio | 735 | (11) Amidoghucasiiasa a5
(6)Banda sodademiogcbina decatalo | 685

6 por lo quc se dc(crmmo que In
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8. Pruebas de Cristalizacion. pL\ \R

A, s

Las iones de cristali ya habian sido dctermmadas en nucstro Iaboratono m, por o
ue se intento obtener cristales de la heveinay dela do i
e cristatizacion. En los primeros experimentos s¢ obtuvieron pequeilos cristales en forma de agujas o
espigas por lo que se decidio tomar cstos cristales como semillas para iniciar una segunda etapa de
cristalizacion, utilizando la técnica de sembrado por ¢l método de gota colgante.

Aproximadamente 15 dias después de haber sembrado los cristales en soluciones preequilibradas
de las proteinas se observardn los sipuientes resultados:

l) En las gotas que contenian calcio se formd sélo un precipitado de heveina, mientras que fa
p formoé pequedios cristales en forma de filamentos y otros con forma regular (romboide).

2) En las gotas que no comen(nn calcio la heveina formo pequedos cristales en forma de
filamentos, quelap formo p fios cristales en forma de erizos, es decir varios
cristales planos con un centro coman.
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9. PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA,
0.1 Pruebas de union a bactenas

Iin eslas pruebas se pudo observar que 1a heveina se une o Hacidlus sp, Rinzabim iriol s
Azosperidiam, mientras que la pseudohesema solo se une a Hae dflus sp v Azospurdiam (Fig. 12

‘Hevein

2

LA

Heveina

Yo
)




9.2 Pruchas de union a leucocitos

Adgut se abservo gue ambis proteinas son capaces de umiese a tos leacocnos humanoes g 13

bronpran e

Figura 13,
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Tabla 2,

Ensayo de especificidad de la pscudoheveina por un carbohidrato.

Heveina Pseudoheveina | Concavalina A Aziucar
Abs 410 nm Abs 410 nm Abs 410 nm
0.169 0.139 0.14 Metil - manosido
0.108 0.142 0.187 N - acetifglucosamina
0.148 0.153 0.226 Control
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DISCUSION,

La heveina formas ¢s que varian en nimero y abundancia dep‘endiendo de
muchos factores como son: el clon de donde se obtiene ¢l latex, la edad del drbol, 1a estacion del afio en
la que sc recolecte el latex, ete.

La pseudoheveina es la segunda forma molecular mas abundante de 1a heveina, la separacion

de estas formas moleculares se logro utilizando columnas de intercambio cationico convencionales y

de alta resolucion. Todas las isoformas que son menos abundantes que fa heveina se eluyerdn antes que

esta proteina cuando sc utilizé un amortiguador con un pH dcido, lo que nos indicaba que todas eHas

teniah un punto isoeléctrico mas 4cido que la heveina. Esto se confirmo al someter a laheveinayala

Eseudoheveina a un gel de enfoque isocléctrico obteniéndose los puntos isocléctricos de 4.9 para la
eveina y de 4.6 para la pseudoheveina,

Las proteinas purificadas fucron caracterizadas en base a su peso molecular que fue de 4719.82
Da para la heveina y de 4807.32 Da para [a pscudoheveina, comparando ¢l peso molecular obtenido
para la heveina con el reportado para la misma 4730 Da “3se obscrva que son similares y la pequeiia
diferencia que existe entre ambos pudiese deberse a que los métodos usados para determinar el peso
molecular son diferentes.

El coeficiente de extincion para la pseudoheveina fue de 27.6 que cs mayor al reportado para la
heveina que cs de 25.6 ', esto significaria que cn nucstra muestra existia menor cantidad de proteina.

Los espectros de dicroismo circular son muy similares entre ambas proteinas, por lo que su
conformacion en solucion es casi la mi eslo da con otros estudios hechos a formas
molecularesde proteinas diferentes ' donde sc observa que las isoformas tienen espectros de dicroismo
circular sumamente similares entre si.

Comparando ¢l contenido de aminodcidos encontrado para la pscudoheveina con ¢l reportado

gara la heveina sc observa que la pscudoheveina presenta un 69% de los aminodcidos que tiene la

evelna. Es necesario aclarar que este es un ensayo preliminar, ya que es posible que exista una mayor

similitud entre estas dos protefnas por lo que ¢n lo futuro se realizardn cnsayos cuantitativos de
aminodcidos y sc i 4 hacer la sec facion de la pseudoheveina.

En nuestro laboratorio se habia observado que la heveina aglutina eritrocitos humanos del tipo

A y es parcialmente inhibida por N-acetilglucosamina por lo que se decidio intentar separar a la

heveina de la pseudoheveina por medio de una columna de afinidad. Para tal fin se selecciono una

1 de agarosa-fetuina. La fetuina es una glicoproteina 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, acido N-
acctilneuraminico y dcido sialico.t" 9,

A la columna anteriormente mencionada se e aplico el precipitado del 100% de saturacién con
sulfato de amonio que previamente habia sido dializado contra agua destilada y contra fos
amortiguadores mencionados en materiales y métodos, aqui observamos que habia una fraccion que
Kctmanecia fuertemente unida a la columna y al eluirla notamos que correspondia a una mezcla de
heveina y pscudoheveina, esto se logré detectar en un gel de enfoque isoeléctrico. Este resultado nos
indicaba que ambas proteinas eran lectinas, ya que segin Barondes una lectina es cualquier proteina
capaz de unirse a algun azticar y no necesariamente tiene que tener la capacidad de aglutinar células™,

Al comprobar que la pseudoheveina es capaz de unirse a azicares, tratamos de buscar diferencias
en cuanto a la actividad biologica de estas das proteinas, por lo que se decidié ver si se unian estas
proteinas a diferentes bacterias, encontrandose que si hubo diferencias entre heveina que cra capaz de
unirse a todas lus bacterias utilizadas, mientras que fa pseudoheveina solo se uni6 a Bacillus sp y a
Azospiridium. Esto puede deberse a que la pseudoheveina reconoce azacares diferentes a los que
reconoce fa heveina en u superficie de fa membrana de estas bacterias #9, Es importante enfatizar que
esta es la primera vez que se usa a la heveina y a la pscudoheveina para diferenciar distintos tipos de
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bacterias. Asimismo se hicieron otras pruebas biologicas para ver si la heveina y la pseudoheveina son
capaces de unirse a leucocitos, resultando que ambas proteinas se unen a ellos, con esto vemos gue
ambas proteinas son capaces de unirse a células b También se hici pruebas de especificidad
por carbohidratos para ver si ambas proteinas rec ian a los mi aziicares, en esta prucba
obscrvamos que la heveina es parcialmente inhibida por N-acetiig! ina, esto c( da con lo
reportado en la literatura ' mi que la pseudoheveina no reconoce a ninguno de los azicares

utilizados, por lo que se sugiere hacer mas prucbas utitizando diferentes aziicares para determinar con
exactitud por cual de cllos la pseudoheveina tiene mayor especificidad.

Por otro lado esta es la primera vez que se usa una columna de afinidad para separar a la
heveina y a la pseudohceveina de las demds proteinas presentes en el extracto crudo del ldtex de fevea
brasiliensis. Al comparar los resultados obtenidos en la purificacion de estas proteinas por medio de la
columnade afinidad y los resultados obtenidos al purificarlas por medio de las columnas de permeacion
en gel e intercambio catidnico, se observaron mejores resultados usando la columna de fetuina - aparosa,
ya que esta ¢s una columna muy especifica con la que sc pucden ahorrar pasos en la purificacion, esto
es importante ya que mientras mas pasos de purificacion se realicen, existe mayor riesgo de desnaturalizar
a una proteina, ademas para cristalizar a una proteina es importante su “historia de purificacion™ es
decir que no se obti los mi Itados al tratar de cristalizar una proteina que haya pasado por
varias etapas de purificacién que una que haya tenido menos de estas ctapas, asi como también es
importante si se purifico en un medio écido o ¢n un medio alcalino, etc.

En cuanto a la cristalizacion se observo que ambas proteinas cristalizan de manera diferente
bajo las mismas condiciones; ésto nos prodria indicar que existen diferencias estructurales muy pequefias
entre ambas proteinas, ya que los espectros de dicroismo circular son muy similares entre si. Para
poder detectar estas pequeflas diferencias sc necesitaria resolver la estructura tridimensional de fa

pseudoheveina por medio de rayos-X, para poderla comparar con la estructura de la heveina.

Recientemente Beintema y colaboradores ¢ describicron algunas de las caracteristicas de una
de las formas moleculares de Ia heveina a la que llaman pseudoheveina. Sin embargo, esta es diferente
a la que aqui se describe, la pseudoheveina descrita por Beintema es mas basica que la heveina y se
encuentra en una proporcion 1:10 en relacion con la heveina, micntras que nuestra proteina es mas
acida y se ra en una relacion de 1:7 aproximad Tata"¥ menciono por primera vez la
presencia de diferentes formas moleculares de la heveina a las que denominé pseudoheveinas, es decir
que no s6lo existia una forma molecular de la heveina sino varias.

Recientemente Gidrol y colaboradores ¥ propusicron que la heveina esta involucrada en ¢l
proceso de coagulacion del latex, unicndose a una glicoproteina de 22 KDa que se encuentra en la
superficie de las particulas dc hule y esta union esta mediada por la N-acctilglucosamina, aunque aiin
se desconoce la funcion de las isoformas dentro de la planta, se sabe que en diferentes especies de
plantas existen diferentes lectinas con varias formas moleculares que reconocen pequeiias diferencias
entre los distintos azicares que son expresados en fa superficic de las membranas celulares,

Desde ¢l punto de vista basico cste trabajo nos permite conocer algunas caracteristicas de la
pseudoheveina y quiza si se realizan mas estudios estructurales y funcionales podriamos Ilegar a
conocer el papel de las isoformas dentro de las plantas y en especial la funcién de ia pseudoheveina en
la Hevea brasiliensis. Por otro lado desde el punto de vista aplicativo el hecho de tener una lectina tan
pequefia (4807 Da) nos ayudaria a estudiar algunos fendmenos biolégicos como son la diferenciacién
cntre diferentes microorganismos y células en las diferentes etapas de diferenciacion, virus y particulas
subcelulares, citotoxicidad, elc, sin una interferencia estérica grande.
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CONCLUSIONES.

1. La heveina y la pseudoheveina son protei muy similares desde el punto de vista
fisicoquimico.

2. La proporcion de pseudoheveina en relacion a la heveina es aproximadamente de 1:7.

3. Ni resultados indican que la heveina tiene un peso molecular dc 4807.84 Da,
un cocficiente de exitincion de E'™,, =2.76 y su punto isoeléctrico es de 4.6.

4. A partir de los espectros de dicroismo circular vemos que su conformacion es muy similar a
de la heveina, es decir, ambas ticnen una conformacién al azar.

5. En la determinacion cualitativa de aminodcidos se observo que la pscudoheveina presenta
un 69% de similitud en comparacion con los aminoicidos que presenta la heveina reportada,

6. La pseudoheveina cs capaz de unirse a bacterias tales como: Bacillus spy Azospiridium.
Esto es importante ya que confirma que la pscudoheveina es una lectina y que ademas es capaz de
diferenciar entre distintos tipos de bacterias,

7. La pseudoheveina es capaz. de umrsc. u ccl ulas humanas, en este caso se unié a los leucocitos,
si se realizan otras pruebas con di posibl se logre cncontrar una aplicacion a
csta lectina tan pequefia.

8, Los cristales de pseudoheveina y heveina, bajo las mismas condiciones de cristalizacion son
morfolégicamente diferentes.

9. Se establecio un método de purificacion uhllznndo por primera vez una columna de afinidad
(fetuina-agarosa) para purificar ala heveina yalay veina de las demis proteinas presentes en
el extracto crudo del litex de Hevea brasiliensis.
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