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RESUMEN

RESUMEN

Una alternativa para la produccidn industrial de metabolitos secundarios, con interés farmacoldgico, son los
cultivos de células vegetales en suspension. Sin embargo, su utilizacidn con tal propdsito no se ha difundido debido
a que los sistemas aun presentan algunos problemas técnicos, como son: el bajo rendimiento en la produccién de
metabolitos secundarios, el lento crecimiento celular y la inestabilidad genética. Se ha demostrado que existen
péptidos que incrementan la proliferacion celular, los cuales, son secretados en los medios condicionados por
células vegetales. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue la bisqueda de estos péptidos mitogénicos en
medios condicionados por células vegetales de especies productoras de metabolitos secundarios de interés
farmacolégico no estudiadas anteriormente.

Se utilizaron cultivos en suspension de tres especies cuyos metabolitos son o podrian ser de interés industrial,
Taxus globosa cuyo metabolito denominado paclitaxel es usado en el tratamiento de cancer, Tagetes erecta cuyo
metabolito, la luteina, es utilizado como colorante y como suplemento alimenticio; y por ultimo Bouvardia
ternifolia cuyo metabolito secundario bouvardina es un potencial agente antitumoral. Los medios condicionados
se colectaron de cultivos de 7, 14 y 21 dias, después se extrajeron las proteinas con fenol y se precipitaron con
acetato de amonio. La pastilla se lavé con metanol para eliminar el acetato de amonio, se secé y se disolvié en
buffer. Las proteinas de la pastilla se fraccionaron en una columna de intercambio aniénico y posteriormente por
cromatografia de filtracién. Las fracciones activas se localizaron mediante tres tipos de bioensayos; proliferacién
de células aisladas de cladodios de esparrago, por incremento en el volumen del paquete celular, y mediante el
incremento en peso seco de células homdlogas. La naturaleza peptidica de los factores proliferativos, en cada uno
de los medios condicionados, se demostro a través de su inactivacidn por proteasas. Se logré identificar al menos
una fraccidn cromatografica con actividad proliferativa en cada uno de los medios condicionados. Finalmente, por
medio de la técnica de espectrometria de masas acoplada a tiempo de vuelo se identificaron a los péptidos
DRVYLHPF, GVYLHPF, YGGFL, GARRFRRK y PSK en la fraccion activa de la columna Superdex Peptide 10/300 GL en
el medio condicionado de T. globosa. Estos péptidos podria ser susceptibles a las modificaciones post-
traduccionales caracteristicas de los péptidos de secrecidon. No se determind si las tirosinas se encontraban

modificadas con sulfato o la prolinas con algun azucar.



INTRODUCCION

INTRODUCCION

Las plantas, debido a su naturaleza sésil, necesitan responder rapidamente a cambios en su ambiente desde
variaciones en la humedad y temperatura hasta ataques por depredadores y patdgenos, por lo que han
desarrollado una serie de mecanismos que les permiten su supervivencia. Entre éstos, se encuentra la produccién
de metabolitos secundarios, los cuales no afectan directamente el crecimiento de la planta, pero si ayudan en la
adaptacion de ésta al medio ambiente, le sirven como atrayentes de polinizadores, dispersores de semillasy como
defensa contra patdgenos, herbivoros e incluso le sirven contra el estrés abiético inducido por la luz ultravioleta,
y también contribuyen al aroma, al sabor de las frutas, y al color de las flores (1).

Debido a su actividad bioldgica tan significativa, los metabolitos secundarios, han sido usados desde hace
siglos en la medicina tradicional. En la actualidad éstos son una fuente muy importante de fragancias naturales,
insecticidas, colorantes y saborizantes, sin embargo su uso como farmacos es de primordial interés (2).

La obtencién de los metabolitos secundarios se realiza a partir de tres vias principales; 1) Extraccion a partir
de sus fuentes naturales, Il) Sintesis quimica total o parcial, y Ill) Produccidn heterdloga (1). Sin embargo, debido
al crecimiento de la poblacidn y al incremento en la demanda de farmacos, se tienen inconvenientes con cada uno
de los métodos como son: la limitada disponibilidad de los compuestos, que generalmente representan menos
del 1% del peso seco de la planta (3), la dificultad de su sintesis quimica por la presencia de multiples centros
quirales y el uso de disolventes orgdnicos agresivos con el ambiente (1); Y la falta de vias de produccién de
metabolitos secundarios totalmente caracterizadas para poder ser introducidas en otras especies (1).

Coémo solucidn a los inconvenientes de los métodos de obtencidn de metabolitos secundarios, la tecnologia
de cultivo de tejidos vegetales permite una produccion sostenible de éstos a partir del cultivo de células en
suspensidon mediante el uso de bioreactores, sin embargo, aun debe dirigirse la investigacién hacia la resolucidn
de los problemas con su escalamiento a nivel industrial, los cuales incluyen: la inestabilidad de las lineas celulares,
los bajos rendimientos en la produccién de los metabolitos y la lentitud del crecimiento celular (4,5), este ultimo
problema se debe a que al establecer un cultivo de células en suspension se requiere de un inoculo suficiente de
células para que se lleve a cabo la proliferacién celular. Este problema puede ser solucionado con la ayuda de los
péptidos con actividad mitogénica en plantas que promueven la proliferacidn celular en cultivos en suspension de
baja densidad (6), razén por la cual el objetivo de este trabajo es el aislamiento de péptidos con actividad
mitogénica en medios condicionados por cultivos celulares de especies vegetales de interés comercial como son:
B. ternifolia, T. erecta y T. globosa. Se le denomina medio condicionado al medio resultante tras la eliminacion de

las células en suspensiéon de un cultivo celular de rapido crecimiento y su posterior concentracién.



INTRODUCCION

1. Péptidos de secrecion

Los péptidos de secrecién son moléculas sefializadoras importantes en la comunicacién célula-célula tanto en
animales como en plantas. Hasta antes de 1991 no se sabia si al igual que los animales, las plantas utilizaban
péptidos como moléculas reguladoras. Sélo se conocian a las fitohormonas, moléculas organicas de baja masa
molecular como las auxinas, las citocininas, las giberelinas, el etileno y el acido abscisico, ademas de los
brasinoesteriodes, como moléculas reguladoras del crecimiento (6).

El primer péptido funcional identificado en plantas fue la sistemina en tomate. Este es un péptido de 18
aminodcidos que induce la expresién rapida de genes de respuesta a defensa a través de su transporte sistémico
desde el sitio de dano hacia las otras hojas (7). Actualmente se conocen mas de una docena de péptidos
reconocidos como hormonas que coordinan diferentes funciones en plantas, entre éstas se encuentran:
sefializacion en respuesta a defensa, proliferacidn celular y diferenciacién, mantenimiento de la identidad de
células madre en meristemos de brotes apicales, la auto-incompatibilidad en especies de cruciferas, la abscisidon
de drganos florales y la formacion del patron de estomas (8).

Tras la secuenciacion del genoma de Arabidopsis, se han podido identificar 979 genes putativos (SignalP score
> 0.75) de péptidos secretados, con marco de lectura abierto de entre 50 y 150 aminodacidos. Estos 979 genes
incluyen muchos péptidos no caracterizados funcionalmente, ademdas de hormonas peptidicas ya caracterizadas
y péptidos relacionados a defensa, como las defensinas. Aunque el porcentaje total de péptidos secretados que
funciona como hormonas peptidicas es dificil de estimar actualmente, se espera que algunos de los productos de
ellos sean moléculas de sefializacion intercelular (9). Ademas también se sabe que el genoma de A. thaliana
codifica para mas de 6000 receptores tipo cinasa, agunos de sus ligandos ya han sido identificados, y se espera
gue una proporcién considerable de los péptidos codificados por A. thaliana funcionen como ligandos para estos
receptores (10).

En la mayoria de los casos, los péptidos son secretados hacia el exterior de las células y actian en células
vecinas, permiten la comunicacién local célula-célula, gobiernan la organizacion de varios tejidos y érganos, por
ejemplo: CLV3, TDIF, RGF1 y EPF1/EPF2, los cuales participan en mantener el tamafio del meristemo apical del
brote, el mantenimiento de las células madre en la vasculatura, el de los meristemos en la raiz y la regulacién del
desarrollo estomatal, respectivamente (11).

Los péptidos en plantas, generalmente tienen una masa molecular menor a 10 kDa, y se dividen en dos
categorias; péptidos bioactivos que son producidos por la accidn selectiva de peptidasas sobre proteinas
precursoras mas grandes y péptidos de degradacion los cuales resultan de la actividad proteolitica durante el

recambio proteico. Ambos grupos de péptidos son producidos por protedlisis, aunque, difieren en la forma de
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actuar en la célula. Los péptidos bioactivos desempefian funciones clave en varios aspectos de la regulaciéon del
crecimiento de la planta a través de la sefializacion célula-célula, la resistencia frente a plagas y patdgenos al
actuar como toxinas o elicitores y la detoxificacién de metales pesados, mientras que los péptidos de degradacién

no poseen efectos pronunciados en la célula (12).

1.1. Biosintesis de los péptidos

De una forma general, los péptidos son inicialmente traducidos como pre-propéptidos con una cadena de
aproximadamente 100 aminodacidos, después continua la escision del péptido sefial en la regién N-terminal por
peptidasas sefial para producir propéptidos, lo cual ocurre en el reticulo endoplasmico. Estos propéptidos son
modificados por varias enzimas para dar lugar a péptidos maduros biolégicamente funcionales, este proceso
ocurre en el aparato de Golgi (13). En la Figura 1 se muestra un diagrama del procesamiento general que sufren
los pre-propéptidos para dar lugar a un péptido bioactivo. Cabe mencionar que la secuencia primaria de la mayoria

de los péptidos precursores posee caracteristicas estructurales Unicas.

Secuencia sefial Péptido de tamaiios variados Dominio activo

Prepropéptido | | [T T ]
Propéptido | | | I

Propéptido modificado l | ]:&:]

Figura 1. Procesamiento de los pre-propéptidos para generar un péptido activo (13).

Péptido activoe

1.2. Clasificacion de los péptidos

Los péptidos secretados que actian como sefiales pueden clasificarse en dos grandes grupos con base en sus
caracteristicas estructurales y a sus rutas de biosintesis: 1) Péptidos pequefios modificados post-
traduccionalmente (Figura 2), los cuales, después de haber sufrido las modificaciones son sujetos a un
procesamiento proteolitico y poseen un tamafio menor a 20 aminoacidos, en este grupo se encuentran la
fitosulfoquina (PSK) y PSY1; y Il), péptidos ricos en cisteina, se caracterizan por la presencia de un nimero par de

residuos de cisteina (6 6 8) que participan en la formacidn de puentes disulfuro intramoleculares. Entre estos se
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encuentran las defensinas. De este grupo se desprende un subgrupo que se caracteriza porque los péptidos ricos
en cisteina sufren procesamiento proteolitico, aun con la presencia de puentes disulfuro intramoleculares (13).

También pueden clasificarse con base a las propiedades de su secuencia N-terminal lider en; péptidos
secretados y péptidos que no se secretan. La comunicacién célula-célula es principalmente debida a las moléculas
qgue se secretan. Sin embargo, hay evidencia de que las moléculas que no se secretan, pero que se liberan
directamente de una célula dafiada actian como moléculas sefializadoras célula-célula en las respuestas de
defensa de la planta. Y en casos raros, los péptidos que no se secretan, codificados por ORFs muy pequefios,
contribuyen al desarrollo de las plantas en una manera autdnoma de la célula (10). Con base en las clasificaciones
anteriores, en la Figura 2 se muestra la categorizacion de los péptidos de sefializacion en términos de; su region

N-terminal, estructura y sitio de accién.

Péptidos secretados Péptidos que no se secretan
Péptidos pequeiios
modificados Péptidos ricos en cisteina
post-traduccionalmente |
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Figura 2. Categorizacion de los péptidos de sefializacién en términos de su estructura y sitio de accion (10).

Las modificaciones post-traduccionales que pueden sufrir los péptidos son: sulfatacidn de los residuos de tirosina,

hidroxilacion de los residuos de prolina y arabinosilacién de las hidroxiprolinas. En la siguiente seccion se habla
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mas detalladamente de cada una de ellas. En la Figura 3 se muestra un diagrama general de las modificaciones

post-traduccionales, asi como ejemplos de los péptidos que sufren ese tipo de procesamiento post-traduccional.

Gen gue codifica para el péptido

1

Prepropéptido

Péptido sefial

' '

Propéptido I [cec cc] [cccceccece

Modificaciones postraduccionales Formacion de puentes disulfuro Formacion de puentes disulfure
Procesamiento Procesamiento

X X
Péptido maduro * a

PSK RALF SCR/SP11
TobHypSys Stomagen TPD1?

TDIF EPF1? LUREs?
PSY1 EPF2?

CLV3
CLE2
CEP1

RGF

IDA?

Péptidos pequefios modificados Peptidos ricos en cisteina
postraduccionalmente

Figura 3. Diagrama que muestra las modificaciones post-traduccionales a las que son sujetos los péptidos de los
dos grupos (13).

Los péptidos pequefios modificados post-traduccionalmente son un grupo caracteristico de péptidos de
sefializacion entre los cuales se encuentran: PSK, CLV3 y el factor de crecimiento de la raiz meristematica (RGF)

(11, 13).
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1.3. Modificaciones post-traduccionales

Las modificaciones post-traduccionales alteran las propiedades fisicoquimicas de los péptidos debido a la
alteracion de su carga neta, hidrofobicidad y/o conformacién, modulando de esta manera la habilidad y la
especificidad que tienen los péptidos de unirse a los receptores de sus proteinas blanco (10). Como ya se

menciond, son tres las modificaciones que sufren los péptidos. A continuaciéon se describe cada una de ellas:

Sulfatacion de los residuos de tirosina: estd mediada por la enzima tirosil protein sulfotransferasa (TPST), la cual
cataliza la transferencia del grupo sulfato desde el 3'-fosfoadenosina-5’'-fosfosulfato (PAPS) al grupo fenol de la
tirosina. EI minimo requerimiento que hasta la fecha se conoce para la sulfatacidn de las tirosinas es la presencia
de un residuo de acido aspartico adyacente a un residuo de tirosina en la regién N-terminal, se denomina
secuencia Asp-Tyr. Hasta la fecha se conocen solo tres péptidos en plantas que contienen tirosinas sulfatadas;
PSK, PSY y RGF1 (11). La TPST de Arabidopsis se identificé como una proteina transmembranal de 62 kDa con una
localizacion cis-Golgi (14). En la Figura 4, se muestra la reaccidén de sulfatacién de los residuos de tirosina,

mediados por la TPST.
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Figura 4. Reaccidn catalizada por la TPST para la sulfatacién de los residuos de tirosina (13).

Hidroxilacion de los residuos de prolina: esta reaccion se lleva a cabo por la prolil-4-hidroxilasa (P4H) mediante
la oxidacién de los residuos de prolina exclusivamente en el carbono de la posicién 4 (13), esta enzima pertenece

a la familia de las dioxigenasas dependiente de 2-oxoglutarato, las cuales requieren 2-oxoglutarato y O, como co-
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sustratos. La PH4 es una proteina transmenbranal localizada en el reticulo endopldasmico y en el aparato de Golgi.
AUn no se ha encontrado una secuencia consenso para la hidroxilacién de los residuos de prolina en los péptidos
secretados en plantas. Esta modificacion se encuentra presente en practicamente todos los péptidos identificados
hasta el momento, excepto en la PSK que no posee residuos de prolina en su secuencia (15). En la Figura 5 se

muestra el mecanismo de accién de la P4H.
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Figura 5. Mecanismo de accién de la prolil-4-hidroxilasa (P4H. (A) Reaccién catalizada por la P4H. (B) El grupo 4R

hidroxilo vuelve al nitrégeno prolil mas acido e incrementa le preferencia por el anillo Cy-exo y un enlace peptidico
trans (16).

Arabinosilacion de las hidroxiprolinas: consiste en la adicion de una cadena de L-arabinosa en el oxigeno del

grupo hidroxilo afiadido a los residuos de prolina, la O-glicosilacién ocurre por la adicién sucesiva de azucares
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activados por nucledtidos y es catalizada por glicosiltransferasas en el Aparato de Golgi (13). Las uniones entre los
residuos de hidroxiprolina y la arabinosa se dan via enlaces 1,2-B, esta unién estd catalizada por una
arabinosiltransferasa; la hidroxiprolina O-arabinosiltransferasa (HPAT), la cual es responsable de la formacidn del
enlace B con el O de la cuarta posicidn de la hidroxiprolina. También se sugiere que las enzimas GT77 y RRA3 estan
involucradas en la elongacién de la cadena de arabinosa (17). En la Figura 6 se muestra la estructura propuesta de

las uniones triarabinosa-hidroxiprolina.

Figura 6. Estructura propuesta para los enlaces triarabinosa-hidroxiprolina, R1 y R2 representan cadenas
peptidicas (13).

1.4. Procesamiento proteolitico

Después de que se llevd a cabo la modificacion post-traduccional de los péptidos, se realiza el procesamiento
proteolitico. Este procesamiento es diferente en plantas y animales, lo que los diferencia es, primero: en plantas
no existe el motivo de dos amino acidos basicos adyacentes al dominio del precursor del péptido maduro;
segundo: no existe una enzima que escinda el par de aminodcidos bdasicos, por ejemplo en el péptido CLV3 existe
una enzima que escinde una arginina en el lado amino terminal en el precursor del polipéptido, en CLE36 existe
una enzima que corta entre una metionina y una serina que se localizan dos residuos arriba del dominio del
péptido maduro; y tercero: una de las subtilasas de Arabidopsis AtSBT1.1 es responsable del procesamiento inicial
de PSK4 in vivo pero el sitio de procesamiento es entre una leucina y una histidina localizadas por arriba del
dominio del péptido maduro, lo cual indica que los sitios de procesamiento inicial no siempre definen
directamente el limite del dominio del péptido maduro (10).

El procesamiento proteolitico consiste en una serie de pasos complejos que incluyen la escisidn inicial
endoproteolitica, seguida de un corte exoproteolitico del péptido. Como se reconoce el sitio final de

procesamiento aun no esta muy claro, una posibilidad es que el dominio del péptido maduro no sufre
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procesamiento proteolitico debido a la presencia de las modificaciones post-traduccionales, las cuales a veces

confieren resistencia a la digestion proteolitica (10).

1.5. Estructura y funcidn de los péptidos pequeiios modificados con sulfatacion en las tirosinas

Hasta la fecha, sélo se conocen tres péptidos con tirosinas sulfatadas; PSK, PSY1 y RGF. A continuacion, se

describen de una forma mas detallada las caracteristicas de cada uno de ellos.

1.5.1. Fitosulfoquina: PSK

Desde principios de la década de los 70’s se sabia que la proliferacion de las células vegetales en cultivos
liquidos dispersos era estrictamente dependiente de la densidad inicial de células que se inoculaban y que la
actividad mitogénica en cultivos en suspensién de baja densidad no podia ser estimulada con la adicién de ninguna
de las hormonas en plantas conocidas hasta entonces: auxinas, citocininas, giberelinas, etileno y acido absisico, o
por la adicién de nutrientes. Sin embargo, la proliferacion de células vegetales en cultivos en suspension de baja
densidad si podia ser inducida por la adicién de medio condicionado obtenido a partir de cultivos celulares de
rapido crecimiento (14). Lo cual fue probado en el trabajo de Stuart y Street en 1969, quienes demostraron que
el crecimiento de cultivos celulares de baja densidad de Acer pseudoplatanus puede ser estimulado tras la adicién
de medio condicionado (14).

Se pensaba que este efecto era debido a la presencia de factores mitogénicos en el medio de cultivo secretados
por las células, esenciales para la proliferacion celular (18). Sin embargo, la naturaleza de los factores activos en
los medios condicionados era desconocida, razén por la cual a partir de la década de los 80’s comenzd su
busqueda. Esta busqueda se inicié en pocos sistemas como; maiz, zanahoria y Pinus radiata, sin embargo, no se
logro el aislamiento e identificacion de los factores activos o factores de medio condicionado debido a la falta de
un método suficientemente rdpido o sensible para monitorear la actividad de los componentes del medio
condicionado a través de los pasos de purificacién (18).

Fue hasta 1996 con el trabajo de Matsubayashi y Sakagami en que se logré identificar en medios condicionados
de cultivos de células meséfilas de Asparagus officinalis a las fitosuloquinas (PSK a y B) funcionales a bajas
concentraciones 108 M a 10°M como componentes activos del medio condicionado, estos poseen una naturaleza

peptidica y actividad mitogénica. Para lograrlo se desarrollé un bioensayo que utiliza cultivos en suspension de
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células individuales de esparrago obtenidas a partir de cladodios (tallos semejantes a hojas), ya que éstas no
pueden dividirse eficientemente en condiciones subdptimas (18).

La fitosulfoquina es un péptido secretado de cinco aminodcidos que contiene dos residuos de tirosina
sulfatados, la secuencia primaria de PSKa es: Tyr(SOsH)-lle-Tyr(SOsH)-Thr-Gln, mientras que la de PSKB es
Tyr(SO3H)-lle-Tyr(SO3H)-Thr. Tanto la PSKa como la PSKP al ser sintetizadas quimicamente mostraron actividad.
Los andlogos truncados en la posicion N-terminal y los andlogos no sulfatados, son inactivos, lo que sugiere que
el tripéptido de la porcién N-terminal es la parte activa. La sustitucion de lle por una Val y la del Thr por una Ser,
resultd en un decremento de 20 veces su actividad. Se piensa que PSK[ es un producto de degradacidn de PSKa,
el cual ha perdido una glutamina terminal probablemente por escisiéon debida a una carboxipeptidasa (18).

El precursor de PSK contiene un péptido sefial sulfatado en los residuos de tirosina, y es secretado al medio
de cultivo, lo que sugiere que es sintetizado a través de una via secretora. En zanahoria se identificé una proteina
tirosilsulfotransferasa que sulfata al precursor de PSK antes de su secrecién (19). PSK es reconocido a través de
un receptor de cinasa rica en secuencias repetidas de leucina (LRR-RK por sus siglas en inglés) localizado en la
membrana, denominado PSKR1 y PSKR2, este receptor contiene 21 LRR con una isla de 36 amino acidos (13). PSK
interacciona directamente con el dominio de la isla localizado entre el 17° y 18° repetido de leucina (20).

Los genes que codifican para PSK estdn ampliamente distribuidos en una gran variedad de tejidos, se han
detectado en Oryza sativa, Arabidopsis thaliana, Daucus carota y Zinnia elegans, ademas de A. officinalis, lo que
sugiere que las fitosulfoquinas se encuentran conservadas entre especies mono y dicotiledéneas (18, 21-23).

La PSK también promueve la diferenciacion del elemento traqueal en células mesdfilas de Zinnia (13,24),
participa en la embriogénesis somatica y en la germinacién del polen en zanahoria (25), produce raices adventicias
y formacién de yemas en callos de Antirrino (26) y también induce la formacién de raices adventicias en hipocatilos
de pepino (27). PSK interviene en la divisién celular y en el desarrollo, sin embargo, aln continda investigandose
su mecanismo de accidn, ruta de sefializacién, su relacidon con otras hormonas y su papel en la regulacién de los
procesos de desarrollo.

Se demostré que tanto PSK como sus dos receptores PSKR1/2 estan involucrados en la defensa inmune en
plantas (28-30). Las plantas mutantes para los receptores de PSK, exhiben una expresién aumentada de genes de
defensa, asi como resistencia incrementada a la bacteria biotréfica Pseudomonsas syringae pv. tomato (Pto)
DC300 (28), mientras que son mas resistentes al hongo necrotroéfico Alternaria brasilicola (30). De forma paralela,
las mutantes para los receptores de PSK muestran un aumento en los niveles de salicilato y represion de los genes
relacionados con el acido jasmdnico. En conclusion, la seializacién mediada por los receptores de PSK desplaza la
homeostasis hormonal a favor de la ruta del acido jasmadnico y negativamente regula la acumulacion de salicilatos.

En la Figura 7 se muestra un esquema de la posible sefializacion mediada por PSKR1 involucrada en la respuesta
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inmune en las plantas. Por ultimo, se propone que PSK es el primer péptido identificado en plantas que suprime
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Figura 7. Sefializacién de los péptidos con tirosinas sulfatadas en la defensa en plantas (27). PSKR1, PSK y PSY son
inducidos tras la infeccidn con P. syringae pv. tomato y por las moléculas asociadas a patégenos (PAMPs). Las
preproteinas pPSK y pPSY1 son sulfatadas por una TPST en el aparato de Golgi. Las preproteinas son procesadas
proteoliticamente en el apoplasto. Los péptidos completamente procesados PSKa-S y PSY1-S se unen a sus
respectivos receptores PSKR1 y PSY1R. Los receptores contienen un dominio extracelular rico en repetidos de
leucina (azul), un solo dominio transmembranal (azul claro) y un dominio cinasa citosoélico (rojo). La activacién de
esos receptores conduce a la supresién () de la sefializacion y consecuentemente a la supresion de la resistencia
a patdgenos biotréficos, senescencia, asi como regulacion (") de la sefializacion por acido jasmodnico (JA) y de
forma consecuente a la resistencia incrementada a patdgenos necrotroficos y una respuesta incrementada al
dafio. La sefializacion por PSKa y PSY1 también promueve el crecimiento, el cual es dependiente de auxinas. La
expresion de TPST es inducida por la sefializacién por auxinas y la actividad de TPST promueve la regulacién de la
sefializacion por auxinas, lo cual sugiere que las rutas de auxina y TPST estan estrechamente ligadas.

1.5.2. PSY1

PSY1 es un glicopéptido secretado de 18 aminoacidos que contiene un residuo de tirosina sulfatado y tres
residuos de L-Arabinosa requeridos para la actividad bioldgica, su secuencia de aminodcidos es: Asp-Tyr(SOzH)-
Gly-Asp-Pro-Ser-Ala-Asn-Pro-Lys-His-Asp-Pro-Gly-Val-(L-Aras-)Hyp-Hyp-Ser. Fue identificado en 2007 por Amano
et al (30) tras una exhaustiva busqueda de péptidos con tirosinas sulfatadas en cultivos vegetales de células en

suspension de A. thaliana. El patrédn de expresion, asi como la actividad bioldgica de PSY1 son similares a los de
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PSK. PSY1 se expresa en varios tejidos de Arabidopsis donde promueve la proliferacion y expansién celular en
concentraciones nanomolares.

El reconocimiento de PSY1 esta mediado a través de su receptor PSY1R el cual es un receptor de cinasas rico
en repetidos de leucina (31).

Al igual que PSK, recientemente se ha encontrado que PSY1 también reprime la inducciéon de genes
relacionados al estrés biético, mediado por moléculas asociadas a patégenos (PAMPs por sus siglas en inglés)
(Figura 7). La sefializacién a través de su receptor PSY1R desplaza la homeostasis hormonal en favor de la ruta del
jasmonato y regula negativamente la acumulacion y la sefializacién por salicilatos (28). La integracion de la
sefializacion de PSY1 en la promocién del crecimiento, en el desarrollo y en la defensa puede incluir la
comunicacion cruzada entre diferentes fitohormonas entre las cuales se puede incluir a las auxinas, ya que éstas
han mostrado un efecto supresor de las respuestas a salicilato y viceversa. Se ha propuesto un modelo en el cual,
tanto el reconocimiento de PSY1 como de PSK conduce a una baja regulacion de las respuestas asociadas a
salicilato después de una infeccion con un agente patdgeno del tipo biotrofico, evitando de este modo, un exceso
de induccién de esta via de sefializacién en particular, que de otro modo reduciria la salud de las plantas y las

dejarian vulnerables a patégenos necrotréficos, como se puede observar en la Figura 7.

1.5.3. RGF1

Este péptido fue identificado por el grupo de Matsubayashi en 2010 a través de una busqueda de péptidos
sulfatados que pudieran recuperar los defectos causados por la mutacion del gen tpst-1 en raices meristematicas
en combinacidon con un screening in silico de genes que codificaran péptidos sulfatados y bioensayos con péptidos
sintéticos sulfatados. Estas mutantes muestran un fenotipo de raiz atrofiada con una pérdida del mantenimiento
de las células madre en la raiz, asi como un decremento considerable en la actividad meristematica, ni PSY1 ni con
PSK logran recuperar la actividad meristematica (32).

La familia de péptidos de RGF se expresa principalmente en el drea de células madre y en la capa mas interna
de las células de la columnela y de ahi difunde a través del apoplasto hacia las regiones meristematicas (11, 31).

Los péptidos RGF regulan el desarrollo de la raiz a través de la estabilizacion de la proteina PLETHORA, la cual
es un factor de trascripcidn que se expresa especificamente en el meristemo de la raiz y media el patrén del nicho
de células madre en la raiz.

RGF es un péptido de 13 amino acidos requerido para el mantenimiento del nicho de células madre de la raiz,

su secuencia de amino acidos es la siguiente Asp-Tyr(SOsH)-Ser-Asn-Pro-Gly-His-His-Pro-Pro-Arg-His-Asn (31).
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Los péptidos en animales presentan tirosinas sulfatadas (22), sin embargo, hasta la fecha, las fitosulfoquinas
PSK, PSY1 y RGF1, son el Unico ejemplo en plantas, de péptidos de sefalizacion modificados post-

traduccionalmente a través de la sulfatacion en los residuos de tirosina.

2. Técnicas para la identificacidn de péptidos

2.1. Purificacion guiada por bioensayos

La purificacién guiada por bioensayos, consiste en un conjunto de analisis bioquimicos como el
fraccionamiento en columnas de intercambio catiénico o anidnico, filtracién por masa molecular, cromatografia
liquida, entre otras, cuyo objetivo es el aislamiento y purificacién del péptido de interés, confirmando cada paso
de purificacidon con un bioensayo que nos permita medir la actividad biolégica de interés. Con esta técnica se logré
la identificacién del primer péptido sefial en plantas: la sistemina en tomate, el cual participa en defensa, no es
secretado y no posee modificaciones post-traduccionales, sin embargo, su descubrimiento sirvié para inspirar a
otros investigadores en la busqueda de péptidos de senalizacion en plantas. El descubrimiento del péptido
sistemina demostro la efectividad del uso de las herramientas bioquimicas, debido a que su purificacion fue guiada
por bioensayos. Posteriormente en 1996 con el uso de una purificacion clasica guiada por bioensayos se logré
identificar al péptido PSK, el cual es el primer péptido de sefializacién post-traduccionalmente modificado que fue
identificado en plantas (10). Después en el 2001, con el de la purificacion guiada por bioensayo, se logré identificar
a la familia de glicopéptidos de sistemina ricos en hidroxiprolina (HypSys). Finalmente en el 2006, se identifico a
través la misma técnica al Factor inhibidor de la diferenciacién del elemento traqueal (TDIF), un péptido de 12

aminodcidos que regula el destino de las células madre (10).

2.2. Genética clasica

Esta técnica esta limitada a genes de péptidos funcionales y no redundantes, con esta técnica en 1999, solo
se logré identificar al péptido CLV3, el cual esta involucrado en el mantenimiento de las células madre en el
meristemo apical y al péptido de Inflorescencia deficiente en abscisidén (IDA) en 2003, que regula la abscision de
los érganos (10). Sin embargo, la estructura funcional de CLV3 se elucidé mas tarde con ayuda de analisis
bioquimicos, mientras que la de IDA aldn no ha sido determinada. Después del descubrimiento de estos dos

péptidos no se han identificado mas péptidos con la ayuda de la genética clasica, lo que indica que todos los genes

15



INTRODUCCION
]
para péptidos no redundantes que producen un fenotipo no discernible al ser mutados han sido completamente

caracterizados (11).

2.3. Bioinformatica

Esta técnica es la tendencia en la investigacidn actual con péptidos, debido a los avances en las tecnologias
gendmicas y transcriptdmicas. Algunos de los péptidos que se han identificado mediante estas técnicas son los
siguientes; la familia de péptidos CLE a través de la busqueda de homodlogos del péptido CLV3. Los péptidos de la
familia CLE poseen un domino conservado de 14 aminodcidos llamado dominio CLE en o cerca de su regién
carboxilo terminal. En 2007, se identifico el péptido EPF1 a través de un andlisis exhaustivo de sobreexpresion de
genes que pudieran codificar péptidos pequeiios secretados con el uso del genoma anotado de Arabidopsis. En
2010, a través del acoplamiento de la busqueda in silico y el uso de un bioensayo, se logré identificar a la familia
de péptidos RGF los cuales, como ya se menciond, son requeridos para el mantenimiento del nicho de células
madre en la raiz. Debido a que este conjunto de técnicas supera la barrera puesta por la redundancia en los genes
y/o la baja abundancia de los péptidos en los tejidos, se debe dirigir la atencidn hacia la busqueda de péptidos in

silico basados en bioinformatica (10).

3. Efecto de la adicidn de péptidos en la produccion de metabolitos secundarios

Ademas de su funcion como moléculas sefializadoras en diversas funciones del desarrollo, crecimiento y
defensa de las plantas, los péptidos también pueden, directa o indirectamente, modular o elicitar el metabolismo
secundario de éstas, por ejemplo, los péptidos sistemina y PIP-1 en especies de solandceas, y Pep (péptido elicitor
de plantas) en maiz, han mostrado tener un papel en la sefializacion de defensa en las plantas a través del 4cido
jasmonico (JA) o pueden elicitar la produccién de fitoalexinas terpenoicas y terpenos volatiles (34-36).

Sin embargo, en las especies que se utilizaron en este trabajo, B. ternifolia, T. erecta y T. globosa, aun no han
sido identificados péptidos pequefios de sefalizacidn. Hasta junio del 2014 solamente se habia evaluado el efecto
del péptido fitosulfoquina en la produccidn de tres metabolitos secundarios de; Atropa belladona, Taxus
canadiensis y Taxus cuspidata (37,38). En el caso de A. belladona, se evalud el efecto de PSK-a en el crecimiento
y la produccién de alcaloides tropano en raices transformadas con Agrobacterium rhizogenes. Se observd un

aumento en la produccién de alcaloides tropano, especialmente de hiosciamina, tras la adicién de 107 y 108 M
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de PSK-a. Ademas, el contenido de alcaloides tropano en raices transformadas con PSK-a fue 1.4 veces mas alto
gue en las raices no tratadas después de 4 semanas de cultivo. Sin embargo, no hubo un aumento en el peso seco
o fresco del cultivo de raices. Las curvas de crecimiento y la produccién de alcaloides en las raices transformadas
de A. belladona sugieren que la adicidon de PSK-a influencia el crecimiento de las raices transformadas durante la
fase log de la curva de crecimiento (36). En el caso de la medicién del efecto de la adicidon de PSK-a sobre la
produccién de Taxol (paclitaxel) en cultivos celulares de Taxus sp, el efecto observado fue linea celular
dependiente, la linea celular P93AF de T. cuspidata no mostrd respuesta significativa, mientras que las lineas
C93AD de T. canadiensis y PO93X de T. cuspidata mostraron un efecto dependiente de la concentraciéon cuando
se anadieron concentraciones mayores a 100 nM de PSK-a en las primeras 24 h de cultivo, con una disminucidn

en el promedio de crecimiento inicial, un incremento en la densidad celular (peso seco / peso fresco) y un

incremento en la produccidn de Taxol. El efecto fue mas marcado con la linea C93AD de T. canadiensis en que se
observé una fuerte respuesta sinérgica tras la adicion de 100 nM de PSK- a y la elicitacién con 100 mM de metil
jasmonato ya que se logré un incremento en la produccién de taxol de 10 veces mayor que la lograda sdélo con la
adicién de jasmonato (37).

Posteriormente en 2014 se logro la identificacién de un gen denominado Taximin, el cual codifica un péptido
pequeiio de sefializacidn rico en cisteina especifico de plantas, que se encuentra ampliamente conservado en las
plantas superiores. Su identificacion se logré a través de una busqueda en datos de transcriptdmica generados a
partir de cultivos de T. baccata elicitados con metil jasmonato. Se observd que la expresion de Taximin incrementa
de manera coordinada con los genes involucrados en la sintesis del metabolito secundario paclitaxel, también que
el péptido marcado entra en la via de secrecién y co-localiza en la membrana plasmatica. Al adicionar de forma

externa una version sintética del péptido activo, se pudo modular la biosintesis de taxanos en células en

suspension (38).

4. Estudios recientes de peptidomica para la identificacidon de péptidos bioactivos en plantas

Recientemente se han realizado algunos estudios en que se utiliza la petidémica para determinar el contenido
de péptidos en cultivos de células en suspensidn, por ejemplo, en la identificaciéon de mas de 1000 péptidos en el
jugo de salco. En este estudio se realizd una extraccion en fase sdélida para eliminar el contenido de antocianinas
y enriquecer el contenido de péptidos, posteriormente se realizé cromatografia liquida seguida de espectrometria

de masas en tdndem (LC-MS/MS) para separar e identificar los péptidos, mientras que para el andlisis de los
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espectros y la secuenciacion de novo de los péptidos se utilizaron los programas PEAKS y Orbitrap,
respectivamente (39).

Otro estudio que se realizé fue el andlisis del proteoma soluble de cultivos en suspension celular de A. thaliana
ecotipo Landsberg erecta como modelo y Nicotiana tabacum cv. “Bright Yellow-2” (BY-2) como sistema no
secuenciado, en este trabajo se utilizd6 cromatografia de intercambio catidnico fuerte como primer paso para el
enriquecimiento y separacion de péptidos, seguido por un analisis de espectrometria de masas, con lo cual se

pudieron identificar 13000 péptidos (40).

5. Caracteristicas e importancia de las especies vegetales utilizadas

5.1. Bouvardia ternifolia

Bouvardia ternifolia (Cav.) Schltdl es un arbusto comun en las zonas templadas y semiaridas de México, sus datos
taxondmicos son los siguientes:

Reino: Plantae; Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares); Superdivision: Spermatophyta; Divisidn:
Magnoliophyta; Clase: Magnoliopsida (dicotiledonéas); Subclase: Asteridae; Orden: Rubiales.

Fue usada por los indigenas mexicanos como curativo general, mientras que en la época contemporanea, se
usa como un remedio para la disenteria, hidrofobia y otras afecciones. Su nombre comun es trompetilla. Posee
un metabolito secundario denominado bouvardina, el cual es un hexapéptido ciclico con actividad antitumoral. El
hexapéptido estda compuesto estructuralmente por dos L-alaninas, una D-alanina, 3 N-metil-L-tirosinas
modificadas y un anillo de 14 miembros formado por el acoplamiento oxidativo del oxigeno fendlico de una
tirosina al carbdn orto de un hidroxilo fendlico de otra tirosina adyacente (41,42). En la Figura 8 se muestra la

estructura de la bouvardina.
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Figura 8. Estructura quimica de la Bouvardina.
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5.2. Tagetes erecta

Tagetes erecta L. o cempazuchitl, su descripcion taxondmica es la siguiente:
Reino: Plantae; Subreino: Traqueobionta; Superdivision: Spermatophyta; Division: Magnoliophyta; Clase:
Magnoliopsida; Subclase: Asteridae; Orden: Asterales.

Es originaria de México y Centroamerica, es usada principalmente como planta ornamental, aunque también,
la luteina, que es uno de sus carotenos, se usa como suplemento alimenticio y como colorante en la industria
alimenticia. La luteina es un oxicarotenoide. Su estructura esta dada por una cadena isoprenoide de 40C comun
en todos los carotenoides, ademas de dos grupos ciclicos terminales (dos anillos ionona) uno alfa y otro beta
(Figura 9). Aunque, los dobles enlaces de la cadena polieno presentes pueden estar en una conformacion cis o
trans, dando lugar a un gran nimero de isémeros mono-cis y poli-cis, la gran mayoria de los carotenoides estan

en configuracién trans. Su formula quimica en CsHs602 y su masa molecular es 568.88.

HO

Figura 9. Estructura quimica de la luteina.

Diversos estudios han sugerido que el consumo diario y farmacéutico de la luteina y zeaxantina protege la
macula de los ojos del dafio oxidativo producido por la luz, a través de la filtracidn de la luz de onda corta y la

disminucién del riesgo de degeneracién macular asociada a la edad y cataratas (43,44).

5.3. Taxus globossa

Taxus es un género taxondmico de la familia Taxaceae, que agrupa entre siete y doce especies del hemisferio
norte; ha tenido problemas de ubicacién taxondmica. Segun Sporne (1974), una de las familias muy afines a
Taxaceae es Podocarpaceae, a tal grado que algunos autores habian considerado a ambas en una sola familia
junto con Cephalotaxus y Podocarpus. En alguna ocasion, por ejemplo, T. globosa fue considerada como una

pinacea, denominandosele entonces T. mexicana subsp. senilis. No obstante, registros fosiles de Taxus del jurasico
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(T. jurassica) y de especies modernas mostraron que producia évulos terminales solitarios, por lo cual se considerd
a Taxus y géneros afines en una sola familia, Taxaceae. Al nivel especifico, también han existido problemas
taxondmicos, debido a que todas las especies de Taxus son morfolégicamente semejantes. Esto ha provocado el
uso de la distribucién geografica como principal caracteristica distintiva. Se ha propuesto que todas las especies
pertenecen a T. baccata; asi, un nombre usado para la especie mexicana, de acuerdo con esa propuesta, es T.

baccata subsp. globosa (45).

Esta especie se encuentra en México y Centroamérica, esta compuesta por arboles dispersos en bosque de
coniferas y de hoja ancha y a lo largo de riberas y rios. Las distintas especies de Taxus se usan localmente como
lefia, carbdn o plantas de ornato pero aun son escasamente conocidos sus aspectos bioldgicos bdsicos como su
ciclo reproductivo, sus mecanismos de dispersidon y los agentes especificos involucrados en su dindamica
poblacional. Sin embargo, es de gran interés debido al metabolito secundario que produce conocido como
paclitaxel o Taxol, el cual es un diterpeno capaz de inhibir la proliferacion celular, por lo que es utilizado en el
tratamiento contra el cancer de seno, ovario, pulmon y vejiga (46), en la Figura 10 se muestra la estructura quimica

del Taxol.

Figura 10. Estructura quimica del Taxol
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Se ha demostrado que cultivos celulares de especies no productoras de metabolitos de interés industrial secretan
péptidos que promueven la proliferacidon celular en cultivos de baja densidad. Por lo tanto, se propone que
también seria posible encontrar este tipo de péptidos en los medios condicionados por células vegetales que
sintetizan productos secundarios de interés industrial como son: Bouvardia ternifolia, Tagetes erecta y Taxus

globosa.

OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar péptidos bioactivos que presenten actividad mitogénica en medios condicionados obtenidos

a partir de cultivos de lineas celulares de T. erecta, B. ternifoliay T. globosa.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Establecimiento de cultivos en suspension de lineas celulares de B. ternifolia, T. erecta y T. globosa.

e Obtencién de medios condicionados (MC).

e Optimizacién de un bioensayo con células de cladodios de esparrago.

e Utilizacién del bioensayo para demostrar la presencia de factores mitogénicos en el MC.

e Determinacidon de la naturaleza peptidica del o los factores del MC.

e Aislamiento y purificaciéon de los componentes peptidicos presentes en los medios condicionados que
presenten actividad bioldgica.

e Determinacion de la secuencia peptidica.

e Comprobar la actividad mitogénica de los factores peptidicos aislados en las células homologas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material biolégico

Para la obtencion de medios condicionados se utilizaron cultivos en suspension de lineas celulares de: T. erecta
(3K) B. ternifolia (3Bt), mientras que la parte de T. globosa no se trabajé con linea celular debido a la dificultad del
establecimiento de lineas celulares ausentes de oxidacion, por lo que se trabajé con callo heterogéneo. Para la
realizacion del bioensayo en células de esparrago, se utilizaron cladodios de esparrago (A. officinalis L. variedad

Mary Washington) de 40 a 60 dias de edad.

2. Medios de cultivo

2.1. Tagetes erecta

Tanto para los medios sélidos de mantenimiento, como para los cultivos liquidos de mantenimiento y
recoleccion del medio condicionado, se utilizé como base el medio B5, el cual se describe en la Tabla 1, ademas
de los siguientes componentes; kinetina 1.1 mg/L, antioxidante: acido citrico 1 mg/L y acido ascorbico 1 mg/L,
vitamina Nich 10 mL/L, Coctel 20 (en proceso de patente) 10 mL/L, polivinilpirrolidona (PVP) P.M. 10000, P2307
de Sigma-Aldrich 1 g/L, acido aspartico 0.1275 g/L, prolina 0.1125 g/L, glicina 0.0725 g/L, arginina 0.1750 g/L,
sacarosa 30 g/L y en el caso de los cultivos sélidos se agregé el agente gelificante Gelzan a una concentracién de

3.3 g/L.

Tabla 1. Composicién del medio B5.

Elementos mayores (mg/L) Elementos menores (mg/L)
KNOs 2500 | HsBOs; 6.2
CaCly 2H;0 150 MnSO, " 4H,0 22.3
MgS04* 7H,0 250 ZnS0O4" 4H,0 8.6
(NH4)2S04 134 KI 0.75
NaH,P0O4" H,0 150 Na,MoO. 2H,0 0.25
Na," EDTA 37.3 CuSO4" 6H,0 0.025
FeSO4° 7H,0 27.8 CoS04" 7H,0 0.030
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2.2. Bouvardia ternifolia

El medio utilizado para el mantenimiento de callos y células en suspensidn estd basado en el medio MS
descrito en la Tabla 2, ademas de los siguientes componentes; vitamina R2, glicina 2 mg/L, 2,4-D 1 mg/L, kinetina
0.05 mg/L, antioxidante: acido citrico 50 pg/L y acido ascérbico 50 pg/L, sacarosa 30 g/Ly en el caso de los medio

sélidos se afiade Gelzan 3.3 g/L.

Tabla 2. Composicién del medio MS.

Elementos mayores (g/L) Elementos menores (mg/L)
NHsNO3 1.65 H3BOs3 6.2
KNO; 1.90 | MnS0,4"4H,0 16.9
CaClz"2H0 0.44 | 7ns0," 7H,0 8.6
MgS04" 7H20 0.37 Kl 0.83
KH2PO, 0.17 | Na;MoOxs" 2H,0 0.25
FeSO4 7H;0 0.0556 | cuSO," 5H,0 0.25
Naz' EDTA 0.0746 | cocl, 6H,0 0.25

2.3. Taxus globosa
El medio utilizado para el mantenimiento de las células en suspension estd basado en el medio MS Tabla 2,
ademas de los siguientes componentes; vitamina R2, glicina 2 mg/L, ANA 2mg/L, AIA 1mg/L, AIB 1 mg/L, BA 0.3
mg/L, antioxidante: acido citrico 0.5 mg/L y acido ascoérbico 0.5 mg/L y sacarosa 30 g/L.
2.4. Medio para bioensayo con células de esparrago
Para la realizacién del bioensayo, se utilizé una modificacidon del medio MS, el cual se describe en la Tabla 3,

ademas de los siguientes componentes; glutamina 1.0 g/L, sacarosa 10 g/L, manitol 30 g/L y benciladenina (BA)

0.3 mg/L. El medio Stock para la realizacion de los bioensayos, se prepard a una concentracién de 2X.
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Tabla 3. Composicion del medio utilizado para el bioensayo en células de esparrago

Elementos mayores (mg/L) Elementos menores (mg/L)
NHsNO3 825 H3BOs 6.2
KNO; 950 MnSO;4* 4H,0 223
CaCly 2H,0 220 | 7nS0," 4H,0 8.6
MgSO4° 7H,0 1233 KI 0.83
KH2PO4 680 Na,MoO4" 2H,0 0.25
Na," EDTA 37.3 | cuSOs 6H,0 0.025
FeSO," 7H,0 27.8 | CoSO4 7H;0 0.030

3. Obtencion de las lineas celulares

3.1. Lineas celulares de T. erecta

Para la obtencidn de lineas celulares, se utilizdé un procedimiento mediante el cual se generd un microcallo a
partir de cultivos de células en suspensién. Para lograrlo primero se establecié un cultivo de células en suspension
colocando aproximadamente 3 g de callo en 60 ml de medio de cultivo, se dejé en incubacidon a 80 rpm y 25 +2°C
en oscuridad, transcurrido un periodo de 2 semanas el cultivo en suspension se filtré primero a través de una gasa
acoplada a un vaso de precipitados y posteriormente se filtré en dispersores celulares de tamafio de apertura de
malla de 280 um. Una vez filtrada la suspensidn celular se dividié en dos matraces a los cuales se les afadié 30 ml
de medio de cultivo fresco a cada uno y se dejé incubar en las mismas condiciones iniciales. Transcurrido el tiempo
de incubacidn (2 semanas), la suspension celular se filtré de la misma manera, primero a través de gasa, después
a través de un dispersor celular de malla 280 um y finalmente la suspensidon resultante se filtré a través de un
papel Whatman No. 4 acoplado a un embudo Biichner con ayuda de vacio. El papel filtro a través del cual fue
filtrada la suspension es transferido a una caja Petri que contiene medio sélido, y éste es incubado a 25 +2°C en
fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad. Cuando se observa el crecimiento de un microcallo de aproximadamente
2 a 3 mm de diametro, esté es transferido a una caja Petri con el mismo medio, hasta que alcanza un tamafio

aproximado de 1 cm de diametro, momento en el cual es transferido a un frasco de mantenimiento de callo.
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3.2. Lineas celulares de B. ternifolia

El desarrollo de las lineas celulares de B. ternifolia fue realizado por Katina Ortega, alumna de licenciatura del

laboratorio 104. La Linea celular utilizada en este trabajo es la 3Bt.

3.3. Lineas celulares de T. globosa

Hasta el momento no se han podido establecer lineas celulares a partir de microcallos que no presenten

oxidacion, por lo cual, la parte de T. globosa se trabajo con callo heterogéneo.

4, Mantenimiento de callos

4.1. Tagetes erecta

Los callos de la linea 3K se mantienen en condiciones dptimas a través de su subcultivo cada 11 dias en medio

para T. erecta descrito en la seccidon de medios de cultivo, la incubacién se realiza a 25 +2°C en fotoperiodo de 16

h luzy 8 h oscuridad.

Figura 9. Callos de mantenimiento de T. erecta linea celular 3K.
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4.2. Bouvardia ternifolia

Los callos de 3Bt se mantienen a través de su subcultivo cada 30 dias en medio para B. ternifolia, descrito en

la seccidn de medios de cultivo, a 25 +2°C en fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad.

Figura 10. Medios de mantenimiento de B. ternifolia linea celular 3Bt

4.3. Taxus globosa

El mantenimiento de los callos se realizé por la alumna Sesangare Campos del laboratorio de Cultivo de Tejidos
Vegetales, laboratorio 116, Facultad de Quimica, UNAM. El cual se llevd a cabo de la siguiente forma; se agregaron

3 g de callo en medio sdlido para T. globosa y se dejé en incubacion durante 21 dias en oscuridad a 25 +2°C.

5. Mantenimiento de células en suspensién

Para las tres especies, se afade una cantidad inicial de callo a un volumen determinado de medio de cultivo
para células en suspensidn de cada especie; para T. erecta, se agregan 3g de callo en 60 ml, para B. tenifolia 1 g
en 60 ml, y para T. globosa 3 g en 30 ml. Esta suspensidn se deja incubar una semana a 25 £2°C en oscuridad y con
agitacion constante a 80 rpm para B. ternifolia y T. erecta, mientras que para T. globosa se deja 21 dias.

Transcurrido el tiempo de incubacion, la suspension celular se filtré a través de un dispersor celular con una
malla de acero inoxidable, para el caso de T. erectay T. globosa el tamafiio de apertura de la malla fue de 280 um,
mientras que para B. ternifolia fue de 380 um. La suspensién resultante se dividié en dos partes; una para la

recoleccidon de medio condicionado y la otra para el mantenimiento de los cultivos en suspension. A la fraccidn
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destinada al mantenimiento de las células en suspension se le afiadieron 30 ml de medio fresco en el caso de T.
erecta y B. ternifolia, mientras que para T. globosa se afiaden 15 mL. Las suspensiones se dejaron en incubacién
por una semana para T. erecta y B. ternifolia, mientras que para T. globosa 21 dias, transcurrido el tiempo de
incubacidn, se repitié el mismo procedimiento descrito anteriormente.

Los cultivos en suspensidn celular solo se mantienen por un mes, es decir, solo se realizaron tres pases a partir
de la suspension resultante después de la filtracion de las células dispersas provenientes del callo. Una vez
transcurridos estos pases se vuelve a iniciar el establecimiento del cultivo en suspensién y se repite todo el

procedimiento anterior.

6. Recoleccion del medio condicionado

Para las tres especies utilizadas, de la suspensién resultante después de la aclimatizacién de las células
provenientes del callo, es decir, después de 15 dias (para B. ternifolia y T. erecta) y 42 dias para T. globosa de
iniciadas las suspensiones celulares, se recolecté el medio condicionado de la siguiente manera:

e Sefiltraron las suspensiones celulares con dispersores celulares de No. 50 y apertura de malla de 280 um.

e La suspension resultante con células finas se dividié en dos partes iguales, una de las cuales se usé para
el mantenimiento del cultivo de células en suspension y la otra se empled para la recoleccion del medio
condicionado.

o A la parte destinada para la recoleccién del medio condicionado, se dejo reposar para que las células se
depositaran en el fondo de un vaso de precipitados, posteriormente se decantd el medio con cuidado de
no arrastrar las células hacia un tubo de silicon (Nalgene) para centrifuga y se centrifugé a 12500 rpm
durante 20 min, se colecté el sobrenadante y se descarté la pastilla, el sobrenadante se filtré a través de

papel Whatman No. 4 y finalmente se almacend a -20°C.
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7. Concentracion del medio condicionado

Una vez separadas las células del medio condicionado (MC), éste se concentrd por desecacion en frio en una
liofilizadora LABCONCO a -50°C hasta alcanzar una octava parte de su volumen inicial. Ya concentrado el MC, se
dializé para eliminar la mayor cantidad de sales en una bolsa para dialisis Spectra/Por® Dialyses Membrane

MW(CO: 1000.

8. Extraccion de proteinas del medio condicionado con el método del Fenol/Acetato de amonio-Metanol

Una vez concentrado y dializado el medio condicionado, se tomaron 5 ml de éste y se ajusté el pH a 8.8 con
buffer de extraccidn, el cual se prepard de la siguiente manera; 100 mM tris HCI, pH 8.8, 10 mM EDTA y 0.4% de
2-betamercaptoetanol, y ademas se le aifiadieron 5 ml de fenol pH 8.8. Se dieron 5 pulsos de 1 min en el politrén
alternados por 1 min en hielo, después de los 5 pulsos se mantuvieron en hielo 10 min mds y se centrifugaron a
7000 rpm durante 1 h. Posteriormente, se tomoé la fase orgéanica (fase superior) y se deposité en un tubo de 50 ml
nuevo, se agregaron 25 ml de acetato de amonio 100 mM en metanol, se agitd y se dejé reposar 16 h a -20 °C.
Transcurrido este tiempo, se centrifugd a 7000 rpm durante 30 min para obtener una pastilla, se descarté el
sobrenadante, la pastilla se lavé dos veces con 5 ml de acetato de amonio 100 mM en metanol agitando muy bien
para que la pastilla se lavara exhaustivamente, después de cada lavado se centrifugd a 7000 rpm por 10 min.
Posteriormente se lavd con acetona al 80% y al final se realizé un dltimo lavado con etanol al 70%, se dejé secar

la pastilla poniendo el tubo boca abajo por 10 min y después boca arriba por otros 10 min.

9. Fraccionamiento inicial con la columna DEAE Sephadex A-25

Después de la extraccion con fenol, las muestras se disolvieron en 1 ml de acetato de amonio 20 mM pH 7.5
y se cargaron en una columna de 5 cm x 6 mm de DEAE Sephadex A-25 equilibrada con acetato de amonio 20 mM
pH 7.5. La columna se lavé con 2 ml del mismo buffer y las muestras se eluyeron en gradiente con alicuotas de 2
ml de acetato de amonio 200, 400, 600, 800 y 1200 mM a pH 7.5.

Las fracciones se llevaron a sequedad por desecacion en frio en una liofilizadora LABCONCO, La pastilla se

disolvio en 2 ml de agua desionizada estéril, se determind la cantidad de proteina presente por medio del método
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del acido bicinchoninico, se determind la cantidad de carbohidratos por el método de fenol-acido sulfurico y

finalmente se midio la actividad con el bioensayo de espdrrago.

10. Determinacién de la cantidad de proteina con el método del Acido Bicinchoninico

La determinacion de proteina se llevd a cabo en placas de 96 pozos a un volumen final de reaccién de 300 pl,
con el kit QuantiPro™ BCA Assay, dejandose incubar por 2 h a 37°C. Las lecturas se realizaron a 540 nm, en un
lector de placas de ELISA Biotek. Para la determinacion de la cantidad de proteina, se utilizé una curva patrén de

Albdmina de suero bovino (BSA) usando 0.5, 5, 10, 20 y 30 ug de proteina (ver Anexo 1).

11. Determinacion de la concentracidon de carbohidratos presentes en las fracciones

En un tubo de ensaye se colocd 0.1 mL muestra, 0.3 mL de solucién de fenol al 5% y 1.8 mL de H,S0,4
concentrado, éste ultimo fue agregado rapidamente debido a que la reacciéon es muy exotérmica, la muestra se
dejo enfriar a temperatura ambiente para que desarrollara color, una vez a temperatura ambiente se leyeron
a 485 nm en un espectrofotdmetro y la cantidad de carbohidratos presente en la muestra se calculé de acuerdo

a la curva patrdn de glucosa (ver Anexo 2).

12. Obtencidn de cladodios de esparrago

Para la obtencion de cladodios de esparrago, se utilizaron semillas de esparrago Westar Seeds International
Inc, variedad Mary Washington con niumero de lote 842 6427, éstas se dejaron en una solucién de acido giberélico
1.0 mg/| (AGs) durante 24 h, posteriormente se germinaron en sustrato Sunshine Mix No. 3. Se regaron cada dos
dias y después de 40 a 60 dias del inicio de la germinacion, los cladodios (hojas modificadas) fueron cortados para

su uso en el bioensayo, en la Figura 11 se muestra una fotografia de los cladodios de esparrago de 40 dias.
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Figura 11. Cladodios de esparrago de 40-60 dias de edad.

13. Bioensayo con células de cladodios de esparrago

Se recolectaron cladodios de 40 a 60 dias de edad, la cantidad suficiente para obtener una densidad celular
inicial de 3.5 x 10 * cel/ml (aproximadamente 5 g), se eligio esta densidad celular inicial debido a lo reportado en
el trabajo de Matsubayashi et al 1996. Estos se desinfectaron con una disolucion de etanol al 70% durante 30
segundos, posteriormente, con una disolucidn de hipoclorito de sodio al 0.25% durante 10 min. Transcurrido este
tiempo, las células de los cladodios se liberaron con ayuda de un homogeneizador, la suspensién resultante se
filtré a través de dispersores celulares de apertura de malla de 280 um, después, se centrifugd en tubos de
microfuga a 1000 rpm durante 3 min. Se descarté el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en agua estéril. Se
tomd una alicuota de la suspensién celular resultante y se determiné la densidad celular inicial con ayuda de la
camara de Neubauer.

Posteriormente, en placas de 24 pozos estériles se agregaron en el siguiente orden: 250 ul de medio para
esparragos descrito anteriormente a una concentracion de 2X, el volumen requerido de muestra de medio
condicionado a probar (en el caso de los controles no se agregd nada), el volumen de la suspension celular
necesario para obtener una densidad celular inicial de 3.5 x 10 * cel/ml, cloranfenicol y estreptomicina a una
concentracion final de 20 pg/ul cada uno, y la cantidad necesaria de agua estéril para llegar a un volumen final de
500 pl.

Las placas se sellaron con parafilm para evitar evaporacién y contaminacién y se incubaron en oscuridad a 23-
25°Ca 90 rpm, durante 7 dias. Transcurrido el periodo de incubacidn, se realizoé el conteo celular en la cdmara de

Neubauer, en un microscopio dptico.
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14. Comprobacidn de la naturaleza peptidica de las fracciones activas

Con el objetivo de determinar si en las fracciones que mostraron actividad la molécula responsable del
incremento en la proliferacidn celular era de naturaleza peptidica, se realizd un ensayo en el cual se midié el efecto
de la adicién de una proteasa a la fraccién, para lo cual, se incubaron 10 g de proteina de la fraccién activa del
MC para cada especie con que se trabajé, en presencia de la proteasa de Bacillus licheniformis de Sigma-Aldrich
No. de catalogo 068K8702 y la misma cantidad, es decir 10 ug de la proteasa de B. licheniformis, se incubaron
durante 24 h a temperatura ambiente, transcurrido este tiempo, se inactivd la proteasa mediante ebullicidn a
100°C durante 2 h. Las células dispersas de espdarrago se incubaron por 7 dias con los medios condicionados pre-
tratados con la proteasa. El control consistié en inactivar 10 pug de proteasa, mediante ebulliciéon durante 2 hy

adicionarlo a 10 ug de MC original.

15. Curvas de crecimiento de B. ternifolia, T. erecta y T. globosa

Para la realizacién de la cinética y la obtencién de las curvas de crecimiento de cada especie, se afiadieron 3 g
de callo a 60 ml del medio liquido correspondiente a T. erecta y T. globosa en matraces de 250 ml, y 1 g de callo a
60 ml de medio para B. ternifolia en matraces de 250 ml, se dejaron en incubacién durante 15 dias en oscuridad,
con agitacion constante a 80 rpm y a 25-27°C. Transcurrido este tiempo, la suspension celular resultante se filtrg,
primero a través de una gasa y posteriormente a través de un dispersor celular con apertura de malla de 280 um
para el caso de B. ternifolia y T. globosa, mientras que T. erecta se filtro a través de una malla de 360 um.
Posteriormente se tomaron 30 ml de la suspensidon celular resultante y se le afiadieron 30 ml de medio fresco
respectivo, se dejé en incubacién durante otro periodo igual al descrito para cada especie en las condiciones
descritas. Una vez transcurrido este periodo, la suspensién celular se filtré de la misma forma descrita arriba y se
realizd la concentracidn del paquete celular mediante su centrifugacién a 8000 rpm en tubos de tefldn
previamente esterilizados, una vez concentrado el paquete celular, éste se resuspendié en 30 ml de medio fresco
y se tomaron diferentes alicuotas de éste para obtener los diferentes volimenes de paquete celular iniciales,
posteriormente se afadid medio fresco para un volumen final de 15 ml en matraces de 50 ml y se dejaron en
incubacién a 25-27°C con agitacion constante a 80 rpm en oscuridad. Para la medicién del paquete celular se
tomaron alicuotas de 800 pl aproximadamente cada 3 dias para determinar el volumen de paquete celular con

ayuda de un tubo para hematocrito de Wintrobe.
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16. Identificacion de los componentes de las fracciones que mostraron actividad mediante la técnica de

HPLC

Con el objetivo de identificar péptidos en las fracciones de medio condicionado con actividad mitogénica

provenientes del fraccionamiento con las columna DEAE Sephadex A-25 (200 mM de B. ternifolia y T. erecta

mientras que para el caso del MC de T. globosa se utilizé el medio condicionado pues ninguna de las fracciones

eluidas de la columna de DEAE Sephadex A-25 indujo un incremento en la proliferacion celular) se usé la técnica

de HPLC de fase reversa. Cada muestra se filtré a través de una membrana de Millipore de 0.45 um antes de pasar

por la columna de HPLC, una vez filtradas, las muestras se pasaron a través una columna C8 Symetry de 3.9 x 150

mm de Waters en un equipo de HPLC de Waters, con dos bombas modelo 510 y detector UV modelo 486. Los

cromatogramas fueron generados con la ayuda del programa Waters Breeze System, las condiciones de corrida

se describen en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de corrida para la separacidén de los componentes de los diferentes medios condicionados

en la columna Symetry C8.

Fase A Acido Trifluoroacético 0.1% en Acetonitrilo:Agua 25:75
Fase B Acido Trifluoroacético 0.1% en Acetonitrilo:Agua 5:95
Temperatura Ambiente

Método Gradiente

Volumen de inyeccién 40 pl

A de deteccidn

220, 254y 280 nm

El gradiente utilizado de describe en la Tabla 5. Las condiciones para la corrida se estandarizaron con ayuda

de estandares de peso molecular para HPLC, HPLC PEPTIDE STANDART MIXTURE de Sigma Aldrich, con nimero de

producto H2016, que contienen una mezcla de los péptidos enlistados en la Tabla 6.

Tabla 5. Gradiente empleado para la separacidn en la columna Symetry C8.

Etapa del Tiempo Flujo % Fase A % Fase B
gradiente (min) (ml/min)

1 1.0 0 100

2 5 1.0 0 100

3 20 1.0 3 97

4 25 1.0 3 97

5 30 1.0 0 100

6 35 1.0 0 100
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Tabla 6. Mezcla de péptidos contenidos en el estandar de peso molecular para HPLC.

Nombre Secuencia Peso molecular
G3502 GLY-TYR 232.8
V8376 VAL-TYR-VAL 379.5
M6630 TYR-GLY-GLY-PHE-MET 573.7
Acetato de metionina encefalina
L9133 TYR-GLY-GLY-PHE-LEU 555.6
Leucina encefalina
A9525 ASP-ARG-VAL-TYR-ILE-HIS-PRO-PHE 1046.2
Acetato de angiotensina Il

17. Identificacion del peso molecular de los componentes presentes en el medio condicionado

Para determinar la masa molecular de los componentes activos en el medio condicionado de T. globosa, asi
como en las fracciones de T. erecta y B. ternifolia, se realizé una electroforesis en geles de Tris-Tricina de 0.75 mm
con una concentracion final de poliacrilamida en el gel concentrador de 4%, y una concentracion de poliacrilamida
del 16% en el gel separador. Se cargaron 20 ul de muestra mds 5 pl de buffer de carga 4X el cual contenia SDS al
12% m/v, mercaptoetanol al 6% v/v, glicerol al 30% m/v, azul de Coomasie G250 al 0.05%, se lleva a aforo con
Tris/HCl 150 mM pH 7.0. Se inicio la corrida con 20 mA constantes durante 20 min y posteriormente se incrementé
la potencia a 30 mA durante aproximadamente 8 h, se usaron los marcadores de peso molecular Color Marker
Ultra Low Range (M.W. 1,060 — 26,600) numero de catalogo C6210 de Sigma Aldrich. En la Tabla 7 se describe la

composicion de los geles.

Tabla 7. Composicion del gel de Tris-Tricina al 16%,

Componente Gel separador | Gel concentrador

4%

Acrilamida/Bisacrilamida 2.02 ml 0.3 ml

Buffer de gel (Separador 3M, 1.48 mi 0.19 ml

Concentrador 1M)

pH 8.9 6.8

Glicerol al 70% 0.60 ml 0

Agua 0.46 ml 1.6 ml

Persulfato de amonio al 10% 22 ul 18 ul

TEMED 2.2 ul 1.8 pl
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La preparacion de la solucién de acrilamida/bisacrilamida, asi como de los buffer para el gel separador y

concentrador, y los buffer de corrida para el catodo y el anodo se describen a continuacién.

Acrilamida/Bisacrilamida 1x: 48g de acrilamida y 1.5g de bisacrilamida en 100 ml de agua.
Acrilamida/Bisacrilamida 2x: 48g de acrilamida y 3.0g de bisacrilamida en 100 ml de agua
Buffer del gel separador: Trizma base 3M y SDS al 0.3%, el pH se ajustd a 8.9 con HCl.
Buffer del gel concentrador: Tris-HCl 1M, se ajusta el pH a 6.8.

Buffer del catodo 10x: Tris/Trizma base 1M, Tricina 1M, y SDS al 1%, el pH se ajusto a 8.25.

Buffer del dnodo 10x: Tris 2.1M y el pH se ajusto a 8.9.

En el caso del buffer para el catodo y el dnodo se utilizan a una concentracién 1x. Una vez transcurrido el

tiempo de corrida, los geles se fijaron con una solucién de acido acético al 10% y metanol al 50% durante 30 min,

posteriormente, se lavé con agua desionizada y se tifié durante toda la noche con azul de Coomassie coloidal G250

preparado en el laboratorio, posteriormente se lavé con agua desionizada.

La preparacion de la solucidn de tincidon azul de Coomassie coloidal se describe a continuacion:

1.

2
3.
4

Se tomaron los mL de acido fosférico necesarios para alcanzar una concentracion final de 10 % m/v

Se afiadio al 4cido fosférico bajo agitacion metanol anhidro a una concentracion final de 20 % v/v

Se agrego la cantidad necesaria de sulfato de amonio para obtener una concentracion final de 10% m/v
Una vez que el sulfato de amonio se disolvid, se afiadié la cantidad necesaria de Coomassie Brillant Blue
G250 para obtener una concentracién final de 0.12% m/v.

Finalmente se aiiadid la cantidad necesaria de agua para llevar al volumen deseado.

18. Tincién de los geles con el Método de Vorum.

Con el objetivo de realizar una tincion mas sensible (0,5 a 1 ng) se empled este método. Una vez que el gel

termind de correr en la cdmara de electroforesis se procedié a realizar la tincién de los geles con el método de

Vorum:
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Fijacion: Se prepard una solucidon de metanol al 50%, acido acético al 12% y formaldehido al 0.05% de Sigma
Aldrich, No. Cat. 200 001-8). El gel se dejo en esta disolucién durante 2h con agitacién constante y suave a

temperatura ambiente.

Lavado: Una vez que transcurrid el tiempo de fijacidn los geles se removieron de la solucién fijadora y se lavaron
tres veces en lavados de 20 minutos cada uno con una solucién de etanol al 35% con agitacidn suave y constante

a temperatura ambiente.

Sensibilizacién: Una vez realizados los tres lavados, el gel se transfiere a una disoluciéon de tiosulfato de sodio al

0.02% durante 5 minutos con agitacidn suave y constante a temperatura ambiente.

Segundo lavado: Posterior a la sensibilizacién, se realizd un segundo lavado con agua bidestilada, durante tres
veces cada uno con una duracion de 5 minutos, con agitacién suave y constante. Este punto es critico, debido a

que si se excede el tiempo de lavado, el gel podria no tefiirse.

Adicion de la solucién de plata: Terminado el segundo lavado se procedié a colocar el gel en una disolucion de
AgNO; al 0.2% y formaldehido al 0.076% durante 20 minutos con agitacién suave y constante a temperatura

ambiente.

Tercer lavado: Este se llevé a cabo con agua bidestilada en dos ocasiones durante 1 minuto cada una, con agitacién

suave y constante, a temperatura ambiente.
Revelado: Una vez realizado el tercer lavado, el gel se coloca en una disolucidon de Na,COs al 6%, formaldehido al
0.05% vy tiosulfato de sodio al 0.0004%con agitacidon suave y constante a temperatura ambiente hasta que

aparezcan las bandas.

Terminacion del revelado: Para terminar la reaccion de revelado se agregd una disolucién de metanol al 50 % y

acido acético al 12%.
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19. Separacion de las proteinas mediante filtracion en gel

Con el objetivo de colectar cada una de las proteinas o peptidos por las cuales estaban compuestas las
fracciones de medio condicionado, de acuerdo a los geles de Tris-Tricina, y de buscar péptidos de tamafio
pequefio, debido a que con estos geles no se encontraron péptidos de tamafio pequefio, se decidié utilizar la
columna de filtracién en gel Bio-Gel P-10 de BIO-RAD, numero de catdlogo 150-4140, de tamafio de particula
medio (90-180 um) el cual nos permite separar proteinas en el rango de 1500 a 20000 D3,

La columna que se empleé fue de las siguientes medidas 1.0 cm x 28 cm, las proteinas se eluyeron con acetato
de amonio 50 mM, las fracciones se recolectaron cada 2 ml, y posteriormente se leyd su absorbancia a 280 nm,
las fracciones en donde se encontraron los picos de proteina se liofilizaron para eliminar el acetato de amonio y
posteriormente se estimo su actividad.

Para tener una aproximacion del peso molecular de los componentes de las fracciones de los medios
condicionados, se eluyeron a través de la columna de Bio-Gel P-10 por separado los estdndares de peso molecular
conocido, asi se afladieron, 500 pl de citocromo ¢ 2 mg/ml y posteriormente 500 pl de insulina Img/ml. La insulina
de 4808 Da, eluyd desde los 26 hasta los 30 ml, mientras que el citocromo ¢ de 13400 Da, desde los 10 hasta los

14 ml.

20. Ensayo de la actividad de las fracciones obtenidas a partir de la columna Bio-Gel P10

Para determinar la actividad de cada una de las proteinas/péptidos presentes en cada fraccion, se realizé el
bioensayo en células dispersas de esparrago, las condiciones para su realizacion se describen en la seccidn

bioensayo con células de cladodios de esparrago.

21. Ensayo de la actividad de las fracciones de T. globosa que no se pegan a la columna de DEAE Sephadex

A-25

Con el objetivo de determinar si el compuesto que incrementa la proliferaciéon celular en el medio
condicionado de T. globosa que no se retenia en la columna de DEAE Sephadex A-25 se encontraba en las
fracciones de lavado o en la fraccién 20 mM de acetato de amonio, se le realizd el bioensayo en las células

dispersas de esparrago a estas fracciones. El procedimiento para su realizacion se describe en el apartado
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Bioensayo con células de cladodios de esparrago. La cantidad de proteina que se utiliza de cada fraccidn para cada

pozo fue de 1 pg.

22. Fraccionamiento con la columna Superdex Peptide 10/300 GL.

Este fraccionamiento se realizd con dos propdsitos, el primero fue seguir purificando, es decir, tener una mejor
separacion de los péptidos y proteinas presentes en las fracciones eluidas de la columna de DEAE Sephadex A-25
que mostraron actividad en las especies de B. ternifolia y T. erecta. El segundo fue fraccionar el medio
condicionado de T. globosa con el objetivo de encontrar una fraccién que mostrara actividad con el incremento
de la proliferacidn celular, ya que, a partir del fraccionamiento de este medio condicionado a través de la columna
de DEAE Sephadex A-25 y BioGel P-10 en ninguna de las fracciones se encontré actividad semejante a la
encontrada en el medio condicionado total.

La columna de Superdex Peptide 10/300 GL de General Electric, es una columna pre-empacada de filtracion
en gel que permite una separacién de alto rendimiento, es decir una separacién rapida y con alta resolucion de
péptidos con peso molecular entre 100 y 7000 Da, con un limite de exclusién de 20 kDa.

La condiciones para la separacién fueron las siguientes; las dimensiones de la columna Superdex Peptide
10/300 GL fueron 10 x 310 mm, con un volumen de columna de 24 ml, se llevé a cabo un lavado previo de la
columna con metanol, se equilibré con la fase movil acetonitrilo 30%, TFA 0.1% en agua a una velocidad de flujo
de 0.1 ml/min hasta completar dos voliumenes de columna. Una vez equilibrada la columna se procedié con la
inyeccion de la muestra a un volumen de 500 pl (prot) y se llevé a cabo la elucidn de forma isocratica a 0.5 ml/min
hasta completar dos volumenes de columna, los picos se detectaron a 214 y 280 nm.

En el caso del medio condicionado de T. globosa, a partir de 70 ml de medio condicionado, esté fue liofilizado
para reducir su volumen hasta 9 ml, posteriormente se dializdé con la membrana de didlisis Spectra/Por® Dialyses
Membrane MWCO: 1000. Una vez dializado, se tomé una alicuota de 500 pl y se filtré a través de una membrana
de 0.45 um, posteriormente se concentré mediante liofilizacidn a un volumen de 150 pl, y finalmente se llevd a
un volumen de 500 pl con acetonitrilo 30%, TFA 0.1% en agua para ser inyectado en la columna de Superdex
Peptide 10/300 GL.

En el caso de las fracciones de 200 mM de acetato de amonio eluidas de la columna de DEAE Sephadex A-25
de las especies de B. ternifolia y T. erecta, se tom6é la cantidad necesaria de fraccidén para inyectar a la columna 1
mg de proteina en 500 pl, como el volumen requerido de la fraccién excedia los 500 pl, las muestras tuvieron que

ser liofilizadas para disminuir el volumen y poder inyectarlas en la columna (Como se menciond anteriormente, el
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acetato de amonio de estas fracciones se eliminé con ayuda de liofilizacién y la pastilla resultante se disolvié en 1

mL de agua desionizada estéril).

23. Eliminacidn de la fase mavil de las fracciones eluidas de la columna Superdex Peptide 10/300 GL

Para la eliminaciéon del acetonitrilo al 30% y el TFA 0.1% de las fracciones se utilizd un rotaevaporador, las
condiciones de evaporacién fueron: 60 °C, 170 mBar iniciales seguidos por 100 mBar y finalmente 70 mBar. Con
rotacion constante a 60 rpm. Una vez eliminados los disolvetes, se resuspendieron las fracciones en 1ml de agua
desionizada estéril y se les determind el contenido de proteina por medio del método del acido bicinchoninico

descrito previamente.

24. Bioensayo con las fracciones eluidas de la columna Superdex Peptide 10/300 GL

Para determinar cual de las fracciones eluidas de la columna Superdex Peptide 10/300 GL presentaba actividad
al incrementar la proliferacién celular, se utilizaron tres bioensayos; el primero se realizé en células dispersas de
esparrago y se midid el incremento en el nimero de células, el segundo y tercero se realizaron en cultivos en
suspension celular de las especies en donde se extrajo el medio condicionado y se midié por una parte el

incremento en el volumen de paquete celular (PCV) y por otro lado el incremento en el peso seco.

24.1. Bioensayo en células dispersas de espdrrago; incremento del niumero de células

A cada uno de los picos obtenidos de la columna Superdex Peptide 10/300 GL que presentan absorcién a 214
nm de las tres especies, se les realizd el bioensayo en células dispersas de esparrago con el propdsito de
determinar si alguna de ellas producia un incrementé en el numero de células de esparrago. El procedimiento que
se llevd a cabo se describe previamente en la seccién Bioensayo en células dispersas de espdrrago, la cantidad de

proteina que se anadid de cada fraccion fue de 1 pg, cada fraccion se ensayd por triplicado.
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24.2. Bioensayo en cultivos en suspensidn celular de la especie de donde se extrajo el MC; incremento

del PCV

El objetivo de este bioensayo fue medir indirectamente el incremento en la proliferacidn celular de acuerdo
al aumento en el volumen del paquete celular en los cultivos en suspensién de donde se extrajo el medio
condicionado de las tres especies con que se trabajo.

Se realizdé cada medicién por triplicado, la cantidad de muestra que se empled fue de 1 pg de proteina
determinada por el método del acido bicinchoninico, se inicié con la densidad celular mas baja que permita el
crecimiento de las células en suspensidn, determinada con la curva de densidad celular. Se describe la

metodologia a mas detalle a continuacién.

24.2.1. T. erecta

Se anadieron a 60 ml del medio para T. erecta 3 g de callo, se dejo incubar por 2 semanas a 25 + 2°C en
oscuridad y con agitacion constante (80 rpm) y transcurrido el tiempo de incubacidn, la suspensidn celular se filtré
por un dispersor celular con una malla de acero inoxidable de tamano de apertura de 380 um y la suspension
resultante se dividié en dos partes, a cada una de ellas se les afiadid 30 ml de medio fresco y se dejé incubar por
una semana mas. Transcurrido este tiempo, las suspensiones celulares se filtraron a través de un dispersor celular
con apertura de 380 um, posteriormente éstas se centrifugaron a 8000 rpm en tubos de teflon estériles, se elimind
el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 30 ml de medio fresco para T. erecta. Se determind el volumen de
paquete celular (VPC) con ayuda de un tubo de Wintrobe. En matraces Erlenmeyer de 50 ml se afiadié el volumen
necesario de esta suspension celular para obtener un volumen de paquete celular de 0.2 cm, se afiadié ademas
cefotaxima a una concentracién de 1 mg/pl, y el volumen necesario de cada uno de los picos eluidos de la columna
de Superdex Peptide 10/300 GL equivalente a 1ug de proteina, se llevé a un volumen final de 15 ml con medio
fresco. Las suspensiones celulares se dejaron incubar a 27 - 28 °C en oscuridad, con agitacidn constante a 80 rpm

y se determind el VPCa los 5, 10, 15, 20 y 25 dias.

24.2.2. B. ternifolia

Se afiadié 1 g de callo a 60 ml de medio liquido para B. ternifolia, descrito previamente, se dejo en incubacion
por 15 dias en oscuridad a 25 *+ 2°C y con agitacion constante a 80 rpm, transcurrido este periodo, la suspension

se filtrd a través de dispersores celulares con una malla de acero inoxidable de apertura de 280 pm y la suspension
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celular resultante se dividid en dos partes iguales, a cada una se le afiadieron 30 ml de medio fresco para B.
ternifolia, y se incubo por dos semanas en las mismas condiciones. Transcurrido este tiempo, las suspensiones
celulares se filtraron a través de un dispersor celular con apertura de 280 um, posteriormente éstas se
centrifugaron a 8000 rpm en tubos de teflon estériles, se eliminé el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 10
ml de medio fresco para B. ternifolia. Se determiné el volumen de paquete celular (VPC) con ayuda del tubo de
Wintrobe. En matraces Erlenmeyer de 50 ml se afiadié el volumen necesario de esta suspension celular para
obtener un volumen de paquete celular de 0.18 cm, se afiadié ademas cefotaxima a una concentracion de 1mg/pl,
y el volumen necesario de cada uno de los picos eluidos de la columna de Superdex Peptide 10/300 GL equivalente
a 1 g de proteina, y finalmente se llevd a un volumen final de 15 ml con medio fresco. Las suspensiones celulares
se dejaron incubar a 30 °C en oscuridad, con agitacion constante a 80 rpm y se determiné el VPC a los 5, 10, 15,

20y 23 dias.

24.2.3. T. globosa

Se anadieron 3 g de callo a 30 ml de medio liquido para T. globosa, se dejé en incubacion durante 21 dias en
agitacién constante a 80 rpm, en oscuridad a 30 °C. Una vez que transcurrid este periodo de tiempo, la suspension
celular se filtré a través de un dispersor celular con nimero de malla 5 y apertura de 280 um, la suspension
resultante se dividid en dos partes iguales las cuales se transfirieron a matraces de 125 ml, se les agregé 15 ml de
medio fresco y se dejaron en incubacidon durante otros 21 dias mas. Una vez que se cumplid el tiempo, la
suspension celular se filtré a través de un dispersor celular de apertura de malla de 280 um, la suspensién celular
resultante se concentré por medio de centrifugaciéon a 8000 rpm en tubos de teflon estériles, se elimind el
sobrenadante y el pellet se resuspendid en 30 ml de medio fresco para T. globosa, posteriormente se determind
el VPC en un tubo de Wintrobe. En matraces Erlenmeyer de 50 ml se afiadid el volumen necesario de esta
suspension celular para obtener un volumen de paquete celular de 0.15 cm, se afiadié ademas cefotaxima a una
concentracidon de 1mg/ul, y el volumen necesario de cada uno de los picos eluidos de la columna de Superdex
Peptide 10/300 GL equivalente a 1ug de proteina, se llevé a un volumen final de 15 ml con medio fresco. Las
suspensiones celulares se dejaron incubar a 30 °C en oscuridad, con agitacion constante a 80 rpm y se determind

el VPCalos 5, 10, 15, 20 y 25 dias.
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24.3. Bioensayo en cultivos en suspensidn celular de la especie de donde se extrajo el MC; incremento

del peso seco

El objetivo de este bioensayo fue medir el incremento en la proliferacidn celular de acuerdo al aumento en el
peso seco de los cultivos en suspensidn celular de donde se extrajo el medio condicionado de las tres especies
con que se trabajé.

Se realizdé cada medicién por triplicado, la cantidad de muestra que se empled fue de 1 ug de proteina
determinada por el método del acido bicinchoninico, se inicié con la densidad celular mas baja que permita el
crecimiento de las células en suspensidn, determinada con la curva de densidad celular (Anexo 3). Se describe la

metodologia a mas detalle a continuacién.

24.3.1. T. erecta

Se afiadieron a 60 ml del medio para T. erecta 2g de callo, se dejé incubar por 15 dias a 27 - 28°C en oscuridad
y con agitacion constante (80 rpm), transcurrido el tiempo de incubacidn, la suspension celular se filtr a través
de un dispersor celular con una malla de acero inoxidable de tamafio de apertura 280 um y la suspension
resultante se dividié en dos partes, a cada una de ellas se les afiadié 30 ml de medio fresco y se dejé incubar por
15 dias mas. Transcurrido este tiempo, las suspensiones celulares se filtraron a través de un dispersor celular con
apertura de 280 um, posteriormente éstas se centrifugaron a 8000 rpm en tubos de teflon estériles, se eliminé el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en 15 ml de medio fresco para T. erecta. Se determind el volumen de
paquete celular (VPC) con un tubo de Wintrobe. En matraces Erlenmeyer de 50 ml se afiadié el volumen necesario
de esta suspension celular para obtener un volumen de paquete celular de 0.2 cm, se afadié ademas cefotaxima
a una concentracion de 1 mg/ul, y el volumen necesario de cada uno de los picos eluidos de la columna de
Superdex Peptide 10/300 GL equivalente a 1 pg de proteina, y finalmente se llevé a un volumen final de 15 ml con
medio fresco. Las suspensiones celulares se dejaron incubar a 27 - 28 °C en oscuridad, con agitacidn constante a
80 rpm y durante 23 dias, tiempo en el cual se determind el peso seco.

Para determinar el peso seco inicial, se filtraron tres suspensiones celulares control a través de papel filtro
Whatman No. 4 (previamente pesado) éste se dejé secar en una estufa de vacio a 60°C durante 48 horas,
posteriormente se volvid a pesar el papel con las células y se determind por diferencia, el peso seco inicial de

células en el bioensayo.
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Para determinar el peso seco final después de 23 dias de incubacidn, la suspension celular se filtré a través de
papel filtro Whatman No. 4 (el cual fue previamente pesado), el papel filtro con las células se dejo secar en una
estufa de vacio a 60°C durante 48 horas, posteriormente, se pesd el papel con las células y se determina por

diferencia, el peso del paquete celular a los 23 dias.

24.3.2. B. ternifolia

Se anadid 1 g de callo a 60 ml de medio liquido para B. ternifolia, se dejé en incubacién por 15 dias en oscuridad
a 27 — 28°C y con agitacidn constante a 80 rpm, transcurrido este periodo, la suspension se filtré a través de un
dispersor celular con una malla de acero inoxidable de apertura de 280 um vy la suspensidn celular resultante se
dividié en dos partes iguales, a cada una se le afladieron 30 ml de medio fresco para B. ternifolia, se incubd por 15
dias mas en las mismas condiciones.

Transcurrido este tiempo, las suspensiones celulares se filtraron a través de un dispersor celular con apertura
de malla de 280 um, posteriormente se centrifugaron a 8000 rpm en tubos de teflén estériles, se elimind el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en 30 ml de medio fresco para B. ternifolia. Se determind el volumen de
paquete celular (VPC) en el tubo de Wintrobe. En matraces Erlenmeyer de 50 ml se afiadié el volumen necesario
de esta suspensidn celular para obtener un volumen de paquete celular de 0.18 cm, se afiadié ademas cefotaxima
a una concentracién de 1 mg/ml, y el volumen necesario de cada uno de los picos eluidos de la columna de
Superdex Peptide 10/300 GL equivalente a 1 pug de proteina, y finalmente se llevd a un volumen final de 15 ml con
medio fresco. Las suspensiones celulares se dejaron incubar a 25 + 2 °C en oscuridad, con agitacién constante a
80 rpm y durante 23 dias, tiempo en el cual se determind el peso seco. Para determinar el peso seco inicial, se
filtraron tres suspensiones celulares control a través de papel Whatman No. 4 (previamente pesado) éste se dejé
secar en una estufa de vacio a 60°C durante 48 horas, posteriormente se volvid a pesar el papel con las células y
se determind por diferencia el peso seco inicial de células en el bioensayo.

Para determinar el peso seco de las suspensiones a los 23 dias de incubacidn, estas se filtraron a través de
papel Whatman No. 4 (previamente pesado), el papel con las células se dejé secar en una estufa de vacio a 60°C
durante 48 horas, transcurrido este tiempo, se peso el papel con las células y se determind por diferencia de peso,

el peso seco de las suspensiones a los 23 dias.
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24.3.3. T. globosa

Se anadieron 3 g de callo a 30 ml de medio liquido para T. globosa, se dejé en incubacién durante 21 dias en
agitacién constante a 80 rpm, en oscuridad a 27 °C. Una vez que transcurrid este periodo de tiempo, la suspensidn
celular se filtré a través de un dispersor celular con nimero de malla 5 y apertura de 280 um, la suspension
resultante se dividié en dos partes iguales, las cuales se transfirieron a matraces de 125 ml, se les agregd 15 ml de
medio fresco y se dejaron en incubacién en las mismas condiciones durante otros 21 dias mas.

Una vez que se cumplié el tiempo, la suspensién celular se filtré a través de un dispersor celular de apertura
de malla de 280 um, la suspensién celular resultante se concentré por medio de centrifugacidon a 8000 rpm en
tubos de teflon estériles, se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 30 ml de medio fresco para T.
globosa, posteriormente se determiné el VPC con un tubo de Wintrobe. En matraces Erlenmeyer de 50 ml se
anadié el volumen necesario de esta suspension celular para obtener un volumen de paquete celular de 0.15 cm,
se afiadid ademas cefotaxima a una concentracion de 1mg/ml, y el volumen necesario de cada uno de los picos
eluidos de la columna de Superdex Peptide 10/300 GL equivalente a 1ug de proteina, y finalmente se llevé a un
volumen final de 15 ml con medio fresco. Las suspensiones celulares se dejaron incubar a 25 - 28 °C en oscuridad,
con agitacion constante a 80 rpm y durante 23 dias, tiempo en el cual se determind el peso seco.

Para determinar el peso seco inicial en el cual se inicio la incubacidn, se filtraron tres suspensiones celulares
control a través de papel Whatman No. 4 (previamente pesado) éste se dejé secar en una estufa de vacio a 60°C
durante 48 horas, posteriormente se volvié a pesar el papel con las células y se determind por diferencia el peso
seco inicial de células en el bioensayo.

Para determinar el peso seco final después de 23 dias de incubacidn, la suspension celular se filtré a través de
papel filtro Whatman No. 4 (el cual fue previamente pesado), el papel filtro con las células se dejé secar en una
estufa de vacio a 60°C durante 48 horas, posteriormente, se pesé el papel con las células y se determind por

diferencia el peso seco del paquete celular a los 23 dias.

25. Determinacion de la secuencia de aminoacidos

Con el propdsito de determinar la secuencia de aminodcidos y el peso molecular exacto de los péptidos
presentes en los picos eluidos de la columna de Superdex Peptide 10/300 GL que mostraron incrementar la
proliferacién celular, éstos se mandaron a analizar en la unidad BIOUSAI de la Facultad de Quimica, con la técnica

de HPLC-MS (Ver Anexo 4).
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1. Maedicién de la actividad mitogénica de los MC totales en las células dispersas de esparrago

Con el objetivo de conocer si los medios condicionados totales, que solo habian sido concentrados mediante

liofilizacién hasta 1/8 de sus volumenes iniciales y dializados, presentaban actividad mitogénica, se realizo el

bioensayo en células dispersas de esparrago, para lo cual se afiadieron alicuotas de 15, 30, 50 y 100 ul de cada

medio condicionado, que corresponde a 3.0, 6. 0, 10.0 y 20.0 % (v/v). Los resultados obtenidos indican que los

MC de las tres especies incrementan la proliferacidn celular en esparrago y que el incremento en ésta depende

de la concentracién de MC en que se incuban las células (Figura 12).

cel/mL
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40000 = -
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Volumen de Medio Condicionado Total

Bl 5. ternifolia

T. erecta

B T1.globosa

Figura 12. Incremento en la proliferacién celular causado por la adicidn de alicuotas crecientes del MC total de B.
ternifolia, T. erectay T. globosa a las células dispersas de esparrago después de 7 dias de incubacién. La densidad
celular inicial para todos los casos fue de 3.5 x 10* cel/ml. El control usado son células dispersas de espérrago a
una densidad inicial de 3.5 x 10*cel/ml en medio para células de esparrago.

Ademas se puede observar que el medio condicionado que induce una mayor proliferacion celular es el de T.

globosa. El maximo efecto de actividad mitogénica se observd a 20 % de MC a los cultivos de células aisladas de

esparrago. Aunque, el incremento en el nimero de células fue menor e igual para T. erecta y B. ternifolia (1.4 X)

mientras que para T. globosa fue un poco mayor (2.2X) con respecto al control (células dispersas de espdrrago).
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Los cultivos de células aisladas de esparrago a las que no se les adiciond MC mantuvieron la misma densidad
celular, es decir, no hubo proliferacién celular. Este resultado concuerda con lo reportado en la literatura, la
densidad celular dptima para que las células vegetales se dividan en cultivo es de 10° cels/ml (17) y en el
experimento reportado en la Figura 12 fue de solo 3.5 x10* cels /ml.

Los resultados anteriores sugieren la presencia de un factor mitogénico en el MC de los diversos cultivos ya
gue su adicidn al cultivo incrementd la densidad celular del mismo. Este factor presenté estabilidad al
congelamiento, durante la liofilizacidn, y su abundancia, su efectividad, o ambas, fueron mayores en el MCde T.
globosa que en B. ternifolia y T. erecta. Considerando que la abundancia del posible factor mitogénico, presente
en el MC, dependiera de la concentracién celular, la primera propuesta,-sin descartar la segunda podria ser
apoyada por el hecho de que la densidad celular de los cultivos iniciales en suspensién fue diferente. Siendo tres
veces mayor para T. globosa (6 g de callo en 60 ml) que para T. erecta (2 g de callo en 60 ml) y seis veces cuando
se compara con B. ternifolia (1 g de callo de 60 ml) con lo cual la concentracién del posible factor mitogénico seria
mucho mayor para T. globosa que para los otros dos cultivos. Sin embargo, la efectividad mitogénica de los
factores en las células de esparrago no fue proporcional a la posible concentracion del factor, ya que el MC de T.
globosa logré incrementar 2.2 veces la densidad de células de espdrrago, mientras que el posible factor presente

en el MC de T. erecta y de B. ternifolia, la densidad solo se incrementd 1.4 veces.

2. Medicidn de la actividad mitogénica de las fracciones de MC eluidas de la columna Sephadex A-25 en

las células dispersas de esparrago

Con el objetivo de iniciar la purificacién de los componentes presentes en los MC responsables del incremento
en la proliferaciéon de las células dispersas de esparrago, se continué con el fraccionamiento de los MC en una
columna de DEAE Sephadex A-25, ésta es una columna de intercambio anidnico, que retiene péptidos acidos con
una masa molecular menor o igual a 25 kD. Cada una de las fracciones eluidas se llevé a sequedad por desecacion
en frio y se resuspendié en 1 ml de agua desionizada estéril. Finalmente de esta ultima disolucién se tomaron
alicuotas de 15, 30 y 50 pl para realizar el ensayo de su actividad bioldgica sobre las células dispersas de esparrago,
en las secciones siguientes se describen los resultados obtenidos en el incremento de la proliferacidn celular para
las fracciones de medio condicionado de cada una de las especies.

En la Figura 13 se muestran los resultados obtenidos para cada una de las fracciones obtenidas del MC de B.
ternifolia tras el fraccionamiento con la columna DEAE Sephadex A-25. Con excepcién de la fraccién eluida con 1.2

M de acetato de amonio, las otras fracciones indujeron la proliferacién celular. Llama la atencidn que todas las
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fracciones presentan cierta actividad proliferativa y en la adicién de 50 pl que equivaldria a una concentracién de
10 % (v/v) la densidad celular aumentd en 1.7x respecto del control, la cual es ligeramente mayor que la obtenida
con el MC total y a una concentracion de 20 % (v/v). Este pequefio incremento en la actividad proliferativa
observada en la fraccién 200 mM de acetato de amonio respecto a la presentada en el MC total podria deberse a
que el medio condicionado de esta especie contiene mas de un factor proliferativo y cada uno de ellos posee
diferente eficiencia proliferativa, incluida una fraccién aparentemente inhibitoria (fraccion eluida con 800mM de
acetato de amonio, 10 % v/v). Debido a que la fraccion eluida con 200mM de acetato de amonio fue la que
presentd mayor actividad proliferativa se continud con su posterior purificacién (Figura 13).

Para el caso de T. erecta, al igual que en el fraccionamiento del MC de B. ternifolia, se observa que la fracciéon
de 200 mM (Figura 13A) es la que induce una mayor actividad mitogénica. Pero a diferencia de la especie anterior,
el incremento en la concentracion de la fraccion en el bioensayo disminuyd la actividad proliferativa respecto a la
menor concentracidn. La actividad proliferativa de la fraccidn 200 mM es de 2.4x cuando la concentracién de la
fraccién en el bioensayo es de 3 %, pero la actividad proliferativa solo se incrementé en 1.4x al hacer el bioensayo
con una concentracién de 10 % de dicha fraccidén. Este comportamiento se observé en el resto de las fracciones.
Por lo que en los experimentos posteriores de purificacion se utilizara solo esta fraccion.

Para el fraccionamiento del MC de T. globosa en la columna DEAE Sephadex A-25, se puede notar que tras la
extraccidon de proteinas seguida del fraccionamiento, el MC perdio su actividad mitogénica, ya que ninguna de las
fracciones eluidas de la columna presenté actividad, por lo cual, se realizé el bioensayo a las fracciones de lavado
de la columna, para ver si alguna de ellas presentaba actividad. Desafortunadamente en ninguna de las fracciones
se encontrd actividad. Los resultados anteriores podrian deberse a que los factores proliferativos eran de
naturaleza bdsica y no se pegaron a la columna. Sin embargo, en la fraccién que no se pegd a la columna tampoco
se pudo detectar actividad mitégenica. Una probabilidad es que los factores se hubiesen diluido y su
concentracién ya no fuese suficiente para detectar dicha actividad. Aunque esta posibilidad no parece plausible
dado que el medio condicionado total de T. globosa indujo un gran aumento en la densidad celular (2.2x) y por
el contrario, al fraccionar el medio condicionado, en ninguna de las fracciones se observé dicho efecto. En la Figura
13D se pueden observar los resultados obtenidos tras la realizacién del bioensayo con las fracciones de lavado. Lo
que se puede observar es que ninguna de las fracciones ensayadas produce un incremento significativo en la
proliferacién celular en comparacion con el control, con lo cual podemos concluir que el compuesto responsable
del incremento de la proliferacion celular en el medio condicionado total se perdié al momento de realizar la

extraccién de proteinas.
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Figura 13. Actividad mitdgenica de las fracciones eluidas de la columna de DEAE Sephadex A-25 en las células
dispersas de esparrago. A. MC. B. ternifolia. B. MC T. erecta. C. MC T. globosa. D. Fracciones del medio
condicionado T. globosa que no se pegan a la columna de DEAE Sephadex A-25. FO representa la fracciéon que no
se pega a la columna (la cantidad de proteina que se utilizd para los bioensayos fue de 1 ug)

3. Comprobacidn de la naturaleza peptidica de los componentes que incrementan la proliferacion celular

en los Medios Condicionados

Se ha reportado el aislamiento de dos péptidos de MC que incrementaron la proliferacién de células aisladas

de esparrago: fitosulfokina en esparrago y PSY en arabidopsis (8 y 21). Por lo cual, se hicieron experimentos para
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identificar si la naturaleza quimica de los factores de proliferacion en nuestro sistema con las tres especies
estudiadas era también de naturaleza peptidica. Con este fin se realizé el bioensayo en las células de esparrago a
las fracciones que presentaron actividad mitogénica (en el caso del medio condicionado de T. globosa se utilizo el
MC total ya que ninguna de las fracciones mostré actividad) sometiéndolas a un tratamiento previo con la
proteasa de B. licheniformis, de esta manera, si el compuesto responsable del incremento en la proliferacién
celular era un péptido o una proteina, al ser inactivado por la proteasa, perderia su actividad, no mostrando
incremento en la proliferacién celular o una disminucién en la proliferacion celular en comparacién con la fraccion
gue no habia sido tratada con proteasa. El experimento se realizd a una concentracion de 10 % de la fraccidn
activa, los resultados de este ensayo para cada una de las especies se pueden ver en la Figura 14.

Los controles de crecimiento empleados fueron tres: control 1 crecimiento de las células de esparrago sin la
adicion de medio condicionado ni proteasa, control 2 crecimiento de las células dispersas de espdrrago en
presencia de una alicuota de proteasa inactiva, control 3 crecimiento de las células dispersas de esparrago en
presencia de 50 pl de la fraccién 200 mM de T. erecta, B. ternifolia, para el caso de T. globosa se utilizaron 50 pl
del MC total (segun corresponda). Estos controles se emplearon para asegurar que la disminucion en la
proliferacién celular era debida a la inactivacion del factor (péptido) con la proteasa y no a una mala inactivacion
de la misma. En la figura 15 se pueden observar los resultados del bioensayo con las fracciones que incrementaron
la proliferacidn celular en células de esparrago inactivadas con la proteasa de B. licheniformis de las tres especies

usadas.
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Figura 14. Efecto de la adicién de la proteasa de B. licheniformis en la fraccién activa (200 mM) del medio
condicionado de T. erecta (A), B. ternifolia (B) y T. globosa (C) sobre el crecimiento de las células dispersas de
esparrago. Y analisis de ANOVA con a de 0.05.
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Mediante la aplicacién del andlisis estadistico de ANOVA, seguido de la prueba de Tukey, se encontrd
diferencia significativa entre el crecimiento de las células dispersas de esparrago tratadas con la fraccion 200 mM
del medio condicionado de T. erecta y B. ternifolia, asi como con el medio condicionado total de T. globosa con
respecto a las que fueron sometidas a protedlisis. Ademads se observd que no hay diferencia significativa entre el
control de crecimiento de células de esparrago y el control de crecimiento de células de esparrago mas proteasa
inactiva, con lo cual se confirma que la disminucién en la proliferacion celular fue debido a que las fracciones
activas fueron inactivadas tras el tratamiento con la proteasa y no debido a la proteasa por si misma. En
conclusién, en las fracciones de 200 mM de B. ternifolia, T. erecta, asi como el MC de T. globosa existe un
compuesto de naturaleza peptidica que es el responsable del incremento en la densidad celular. Una vez que
comprobamos que el compuesto responsable del incremento de la proliferacion celular posee enlaces peptidicos,

se prosiguid con la purificacién a través de HPLC de fase reversa.

4. HPLC de fase reversa para la purificacion de las fracciones que mostraron actividad mitogénica

Con el objetivo de purificar los compuestos responsables del incremento de la proliferacién celular en las
fracciones de MC, se utilizé la técnica de HPLC reversa, la cual es ampliamente usada para la purificacién de
péptidos. Para validar nuestro sistema de separacién de péptidos hidrofdbicos, se hizo pasar a través de la
columna de fase reversa C8 la mezcla de estandares de péptidos, con la mezcla de las fases méviles y la utilizacidn
del gradiente previamente descritos en la seccién de materiales y métodos. El cromatograma obtenido se muestra

en la Figura 15.
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Figura 15. Cromatograma de HPLC obtenido tras la separacién de la mezcla de péptidos contenidos en el estandar

de péptidos para HPLC en la columna Symmetry C8 (A 280 nm). G3502: GLY-TYR, V8376: VAL-TYR-VAL, M6630:
TYR-GLY-GLY-PHE-MET, L9133:TYR-GLY-GLY-PHE-LEU, A9525: ASP-ARG-VAL-TYR-ILE-HIS-PRO-PHE.

50



RESULTADOS

Una vez que verificamos que las condiciones eran las dptimas para separar péptidos hidrofébicos con pesos
moleculares diferentes, procedimos a inyectar en la columna las fracciones que mostraron actividad.
Desafortunadamente, no se logré la separacion de ninguno de ellos, al parecer se pegan muy débilmente a la
columna pues hay una sefial con tiempo de retencidon de 2 min y de muy baja intensidad ain a 220 nm ddnde se
detecta el enlace peptidico.

Ademas de realizar las lecturas de absorbancia a 220 nm en busca de la seiial del enlace peptidico, también
se realizaron lecturas a 254 y 280 nm con el objetivo de buscar sefales correspondientes a aminodcidos
aromaticos (254 nm para detectar al aminoacido fenilalanina y a 280 para detectar a los aminoacidos aromaticos
tirosina y triptéfano), sin embargo, como puede observarse en las figuras 16 a 18 la sefial detectada a 220 va
disminuyendo conforme se aumenta la longitud de onda, incluso desaparece a 280 nm, lo que indica que los
compuestos no presentan aminoacidos con grupos aromaticos o estan en una proporcién menor en comparacion

con el resto de los aminoacidos.
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Figura 16. Cromatogramas de HPLC para la fraccion 200 mM del medio condicionado de T. erecta, leido a 220 nm
(A), 254 nm (B) y 280 nm (C).
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Figura 17. Cromatogramas de HPLC para la fraccion 200 mM del medio condicionado de B. ternifolia, leido a
220 nm (A), a 254 nm (B) y 280 nm (C).
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Figura 18. Cromatograma de HPLC para el medio condicionado de T. globosa, leido a 220 nm (A), 254 nm (B)
y 280 nm (C).

Debido a que tanto la columna de C8 como las condiciones empleadas para la separacion de los componentes
de MC no fueron efectivas, se decidié realizar electroforesis vertical con geles de Tris-tricina para poder conocer
la composicién de las fracciones que mostraron actividad y de esta manera saber si era conveniente separarlas a

través de una columna de filtracién molecular.
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5. Electroforesis en geles de Tris-tricina para determinar los pesos moleculares de los compuestos

presentes en las fracciones de MC con actividad mitogénica.

Debido a que la columna de fase reversa C8 no nos permitié una adecuada separacion de los componentes
presentes en las fracciones de los medios condicionados con actividad, se realizd, la separacién de los
componentes en geles de Tris-Tricina, con el propdsito de conocer el peso molecular de los componentes. En las
Figuras 19 a 20 se muestran las imagenes de los geles obtenidos para cada uno de los medios condicionados
totales, en la Figura 21 se observan las imagenes de los geles obtenidos para las fracciones eluidas de la columna
DEAE Sephadex A-25 que mostraron actividad. Se utilizé la cadena B de la insulina como marcador de peso

molecular (3945.89 Da).

MW - Insulina Insulina MCT
M - MCT MCT -
26.6 kDa
Banda 1
17 kDa 26.6 kDa
Banda 1
14.2 kbDa Banda2 17 kDa
14.2 kDa
6.5 kDa Banda 2
6.5 kDa
Banda 3
3.456 kDa 3,496 kDa
1.06 kDa 1.06 kDa
A B

Figura 19. Geles de Tris-Tricina al 16% obtenidos para la separacién de los compuestos presentes en el medio
condicionado de T. globosa. La figura A muestra un gel cuya corrida electroforética se realizé durante 6 h, mientras
que en el gel B se realizé durante 8 h. (MCT = Medio Condicionado de T. globosa)

Se puede observar que los geles de Tris-tricina del medio condicionado de T. globosa presentan diferente
corrimiento de las bandas, lo cual se puede explicar por el hecho de que el gel A, fue uno de los primeros intentos
y solo se corrié 6 h, mientras que el gel B se corrid por 2 h mds con lo cual se logré una mejor separacion de las
bandas 1y 2 pero la banda 3 ya no se observé. Sin embargo, la banda de 3.496 kDa en el carril de los marcadores

moleculares persiste aun después de correr el gel por 8 h. Este resultado podria explicarse, suponiendo que la
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banda de 3.496 Kda observada en la muestra cuando el gel se corre por 6 h, es la interaccion de péptidos de menor
PM que no lograron separarse, pero que al correrlo por mas tiempo los péptidos se separan y se salen del gel.
Algo similar sucede con el marcador de peso molecular de 1.06 kDa, ya que en una corrida electroforética de 6 h

se observa, pero en una corrida de 8 h ya no se detecté. Por lo que las siguientes electroforesis se realizaron

durante 6 h.

MCC MCC - M MCB - M

26.6kDa
17 kDa
26.6 kD=
14.2 kDa
17 kDe

6.5 kDa
142 kDe

65 kDe
3.496 kDa

3.496 kD=

1.06 kDa

1.06 kD

Figura 20. Gel de Tris-Tricina al 16% obtenido para la separacién de los compuestos presentes en el MC de T.
erecta (MCC) A, y el MC de B. ternifolia B. (MCB = Medio Condicionado de B. ternifolia)
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F1.2 F800 F600 F400 F200 F20 FO M MCBrora MCBrota F800 F600 F400 F200 M F20 FO F200 MCC__ MCC

TOTAL TOTAL

255 kDm
17 kD=

147 WD

Figura 21. Geles de tris tricina al 16% de las fracciones eluidas de la columna DEAE Sephadex A25. A. Fracciones
de MC B. ternifolia. B. Fracciones de medio condicionado T. erecta, para los geles Ay B, se utilizé la bisacrilamida
a una concentracion 2X, y se utilizé un centimetro de gel al 10% para poder separar mejor las proteinas con peso
mayor a 26 kDa, la tincidn utilizada fue Azul de Coomasie G250. Cy D. 1: Medio condicionado total de B. ternifolia,
2: fraccién de 200mM del medio condicionado B. ternifolia. 3. Medio condicionado total de T. erecta, 4: fraccidn
de 200mM del medio condicionado T. erecta. Los geles mostrados en C y D se realizaron al 16% con una
concentracién de bisacrilamida al 1x, la tincién para C fue azul de Coomasie G250, mientras que para D fue tincién
de plata por el método de Vorum.

Con base a los resultados obtenidos con los geles de tris-tricina, podemos proponer lo siguiente, en el medio
condicionado por T. globosa, existen al menos 3 componentes, el primero cercano a los 3.5 kDa, el segundo entre

6.5y 14.2 kDa y el tercero de peso molecular cercano a los 17 kDa.
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En el caso del medio condicionado de B. ternifolia, se observan principalmente tres proteinas dos de las cuales
son de peso mayor a 26.6 kDa y una de peso cercano a 14kDa, tras el fraccionamiento con la columna de DEAE
Sephadex A-25, se puede observar que en la fracciéon eluida a 200 mM que fue la que presenté actividad contiene
estas tres proteinas, aunque se ve mayormente enriquecida la proteina de peso molecular intermedio entre las
tres que se pueden observar.

Para T. erecta, en el medio condicionado total se observan una gran cantidad de proteinas, después del
fraccionamiento con la columna de DEAE Sephadex A25, la fraccion que presentd actividad, presenta dos
proteinas una de peso mayor a 26.6 kDa y otra de un peso cercano a 17 kDa. Y al igual que con la fraccién activa

de B. ternifolia es necesario conocer cudl de las dos es la que presenta la actividad.

6. Filtracidn en gel de las fracciones que mostraron actividad

Con el objetivo de obtener por separado los componentes del medio condicionado de T. globosa, T. erecta y
B. ternfolia, ademas de recolectar cada proteina de un peso molecular determinado y ensayar su efecto sobre las
células dispersas de espdrrago, se realizo la filtracion de cada uno de las fracciones de MC que presentaron
actividad en Bio-Gel P-10. En la Figura 22 se pueden observar los cromatogramas obtenidos para cada una de las

fracciones ensayadas.
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Figura 22. Separacion en Bio-Gel P-10 de las proteinas presentes en el MC total de T. globosa (A), la fraccion
200mM del MC de T. erecta (B) y la fraccién 200 mM del MC de B. ternifolia (C).

Con base en la calibracién de la columna de Bio-Gel P10 con el citocromo c y la insulina, al comparar los
cromatogramas obtenidos para las fracciones de MC que presentaron actividad mitogénica, se tiene que para el
caso del medio condicionado proveniente de T. globosa los dos picos obtenidos se tratarian de dos proteinas, una
de peso mayor a 13400 Da (citocromo) y otra de peso menor a 4808 Da (insulina), lo mismo para el caso del medio
condicionado para T. erecta, mientras que para el medio condicionado por B. ternifolia, se observa un pico muy
ancho que sugiere la presencia de una mezcla de proteinas.

Los datos obtenidos de la filtracién en gel y los datos obtenidos a partir de la separacidn en el gel de Tris-
Tricina con acrilamida al 17.5% y bisacrilamida 2x, solo concuerdan en el caso de B. ternifolia, para el caso de T.
globosa sdlo se observan constantemente 2 de las 3 proteinas que se han podido detectar, lo cual sugiere que la
tercera banda correspondiente a 3500 Da, podria tratarse de una proteina de degradacion de alguna de las

proteinas de peso mayor, que sélo aparece bajo ciertas condiciones. El hecho de que en la separacidn a través de
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los geles de Tris-Tricina de T. erecta encontremos sélo una proteina de peso cercano a los 14 kDa y el hecho de
qgue en la columna de filtracidon en gel encontremos dos picos, uno de los cuales corresponde a la proteina de 14
kDa y la otra a una proteina de menor peso, cercano a los 5kDa, sugiere que se encuentra en tan bajas
concentraciones que el volumen de muestra afiadido en el gel, no es el suficiente para ser detectado mediante
las tinciones.

Una vez liofilizadas las fracciones obtenidas de la filtracién en gel, se evalud su efecto sobre la proliferacién
de las células dispersas de espdrrago, con el objetivo de identificar que fraccién contenia la proteina responsable

del incremento en la densidad celular, medido anteriormente.

7. Ensayo de la actividad de las fracciones eluidas de la columna de filtracion en gel Bio-Gel P-10

Con el propdsito de determinar en cual fraccidn de las obtenidas a partir de la filtracion con el Bio-Gel P10
gue provenian de un fraccionamiento previo en la columna de Sephadex A-25 y que presentaron actividad
mitogénica, se realizo el ensayo de cada una en las células dispersas de esparrago. Los resultados se muestran en

la Figura 23.
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Figura 23. Bioensayo en células dispersas de esparrago para las fracciones eluidas de la columna Bio Gel P-10
del medio condicionado de las tres especies.

59



RESULTADOS

En la Figura 23 se observa que para el caso del pico obtenido a partir de la fraccién 200 mM del MC de B.
ternifolia tras la filtracion en Bio Gel P-10, la fraccion de menor peso molecular, no presenté actividad mitogénica,
lo cual sugiere que pueden existir proteinas de menor tamafio que no estan en una cantidad suficiente para
detectar su absorbancia. Para el caso de los dos picos obtenidos a partir de la filtracién en gel de la fraccién 200
mM del MC de T. erecta, es evidente que la fraccién que corresponderia a una proteina cuyo peso molecular se
encuentra cercano al del citocromo c, es la que presenta actividad mitogénica.

Para los picos obtenidos a partir del MC total de T. globosa, se puede notar que los dos picos obtenidos a
partir de la filtracién en gel incrementaron discretamente la proliferacion celular en comparacion con el control,
lo cual sugiere que los componentes que producen ese incremento pueden ser de un tamafio mas pequefio y estar
en una menor proporcidn con respecto a la de los picos detectados con la sensibilidad del método empleado para
la realizacién de la filtracion en gel.

Por los motivos explicados arriba, se decidid intentar la separacién de las fracciones que mostraron actividad

con una columna mas, la cual tenia una mejor resolucién y sensibilidad.

8. Fraccionamiento a través de la columna Superdex Peptide 10/300 GL

Con el objetivo de seguir con la purificacién de los componentes presentes en las fracciones 200 mM de los
MC de B. ternifolia y T. erecta, asi como del MC total de T. globosa se utilizé la columna Superdex Peptide 10/300
GL especialmente disefiada para la purificacion de péptidos y cuya sensibilidad es mucho mayor que todas las
columnas utilizadas anteriormente, en las Figuras 24 a 26 se muestran los cromatogramas obtenidos tras la
separacion en la columna para cada fraccién activa. La deteccidn de los picos se realizé a 214 nm y 280 nm. Para
la calibracion de los pesos moleculares se emplearon: la vitamina B12 cuyo peso molecular es 1355 Da, y la cadena
B de la insulina cuyo peso es de 3496 Da, los picos eluyeron desde los 15 ml hasta los 17 ml para la cadena B de la

insulina, y de 20 a 22 ml para la vitamina B12.
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Figura 24. Fraccionamiento del MC total de T. globosa con la columna Superdex Peptide 10/300 GL, las fracciones se denominaron P1, P2, P3
y P4. La linea roja representa la absorbancia a 214 nm, mientras que la linea azul representa la absorbancia a 280 nm. La fracciéon P1
corresponde al volumen de elucién 18 a 19 ml, la fraccién P2 corresponde al volumen de elucion de 19 a 21 ml, para la fraccidon P3 se tomo¢ el
volumen de elucidn de 25 a 26 ml, y para la fraccidon P4 se tomo el volumen de elucion de 26.5 a 31 ml.
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Figura 25. Separacion con la columna Superdex Peptide 10/300 GL de la fraccion 200 mM obtenida a partir del fraccionamiento con la columna
DEAE Sephadex A25 del MC de T. erecta, las fracciones se denominaron P1, P2 y P3. La linea roja representa la absorcion a 214 nm, mientras que
la linea azul representa la absorbancia a 280 nm. La fraccidon P1 comprende desde el volumen de elucién 19 a 20.5 ml, la fracciéon P2 comprende
desde el volumen 21 al 22 ml y finalmente la fraccién P3 comprende desde el volumen 23 al 30 ml.
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Figura 26. Separacién con la columna Superdex Peptide 10/300 GL de la fraccidn 200 mM obtenida a partir del fraccionamiento con la columna
DEAE Sephadex A25 del MC de B. tenifolia, las fracciones se denominaron P1, P2, P3, P4, P5 y P6. La linea roja representa la absorcién a 214
nm, mientras que la linea azul representa la absorbancia a 280 nm. Los volimenes de elucidn que se tomaron para las fracciones fueron las
siguientes: P1 de 8a 13 ml, P2 de 18 a 19 ml, P3 de 19 a 21 ml, P4 de 21 a 22 ml, P5 de 28 a 33 ml.
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Tras la separacion con la columna Superdex Peptide 10/300 GL encontramos presencia de péptidos con peso
menor a 3500 Da, también observamos que la mayoria de los picos obtenidos no presentan absorcién a 280 nm,
solo a 214 nm lo cual indica que la mayoria de estos péptidos no contienen aminoacidos aromaticos o su
abundancia es escasa. Ademds de que la composicién de las fracciones previamente separadas en la columna
Sephadex A-25 es aln compleja.
Después del fraccionamiento, cada uno de los picos fue colectado, se elimind la fase movil y se determind la
cantidad de proteina para después ensayar el efecto de cada uno tanto en las células dispersas de esparrago como

en las células de la especie en donde se obtuvo el medio condicionado.

9. Bioensayo de las fracciones eluidas de la columna Superdex Peptide 10/300 GL

Con el propédsito encontrar actividad mitogénica en alguno de los picos eluidos de la columna Superdex
Peptide 10/300 GL para la separacién de los componentes presentes en las fracciones 200 mM eluidas de la
columna Sephadex A-25 que previamente mostraron actividad mitogénica (para las especies B. ternifolia y T.
erecta) y el MC total de T. globosa, se realizé el bioensayo en células dispersas de esparrago como primer paso,
seguido del bioensayo en las células homdlogas de donde se obtuvo el MC para cada especie. En las siguientes

secciones se muestran los resultados obtenidos para cada uno de los bioensayos realizados.

10. Bioensayo en células dispersas de esparrago; incremento del nimero de células

Este bioensayo se realizé como primer paso para conocer si alguna fraccion mostraba actividad mitogénica,
en especial, para saber si el incremento en la proliferacion celular se debia a un incremento en el nimero de
células, lo cual se puede relacionar directamente a un incremento en la divisidn celular. En la Figura 27 se observan
los resultados para el bioensayo de los picos obtenidos tras el fraccionamiento con la columna Superdex Peptide

10/300 GL para cada una de las especies.
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Figura 27. Efecto de la adicién de las fracciones obtenidas tras la separacion en la columna Superdex Peptide GL
10/300 de; A. La fraccién (columna Sephadex A-25) 200 mM de acetato de amonio de T. erecta, B. La fraccion 200
mM de acetato de amonio de B. ternifolia (columna Sephadex A-25), y C. Del MC de T. globosa en la proliferacién
de las células dispersas de esparrago.
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Los resultados indican que para cada especie al menos una de las fracciones eluidas de la columna de Superdex
Peptide 10/300 GL posee actividad mitdgenica ya que en el bioensayo con células de esparrago incrementa la
densidad celular respecto al control. Para el caso de T. erecta se trata de la fraccidon P3, a diferencia de B. ternifolia
en que todas las fracciones presentaron actividad mitégenica aunque la induccion de la proliferacion de P1y P2
fue mayor 1.6X, y 1.4X respectivamente. Respecto al tamafio molecular de los péptidos con actividad mitdgenica,
él de T. erecta fue menor de 1346 Da, pues su volumen de elucién fue mayor que el de la vitamina B12. Mientras
que en el caso de B. ternifolia el peso molecular de P1 fue mayor de 3496 Da que es el PM de la cadena B de la
insulina que se utilizé para calibrar la columna Superdex. Los otros tres picos fueron menores de 1355 Da, ya que
eluyeron después de la vitamina B12 el otro compuesto utilizado para la calibracién de la columna.
Finalmente para el caso de T. globosa también se trata de la fraccidon P1, ademas, las fracciones 3 y 4 también
presentaron actividad mitdgenica aunque menor que la fraccidn P1. Una vez comprobada la existencia de péptidos
con actividad proliferativa en las fracciones de los medios condicionados sobre las células dispersas de esparrago,

se decidié comprobar que este efecto estuviera presente en las células homdlogas de donde se obtuvo el MC.

11. Bioensayo en cultivos en suspension celular de la especie de donde se extrajo el MC; incremento del

PCV y aumento en el peso seco

Con el objetivo de saber si los picos obtenidos tras el fraccionamiento con la columna Superdex Peptide
10/300 de GL también incrementaban la proliferacidn en las células homdlogas de donde fueron obtenidos los
MC, se realizaron dos bioensayos midiendo dos parametros diferentes: 1) incremento en el volumen del paquete
celular y 2) incremento en el peso seco, con el primer método se mide indirectamente un aumento ya sea en el
numero de células o un aumento en el volumen de las células, mientras que en el segundo método se mide
directamente un aumento en la biomasa, es decir, un aumento en el nimero de células, lo cual queda comprobado
con el bioensayo de esparrago en el que, tras el conteo celular se puede hablar certeramente de un aumento en
la divisidn celular. En las Figuras 29 y 30 se encuentran los resultados obtenidos para cada uno de los dos

bioensayos realizados a cada una de las fracciones obtenidas tras el fraccionamiento.
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Figura 29. Efecto de la adicion de las racciones obtenidos tras la separacién en la columna Superdex Peptide
10/300 GL de la fraccion; A. 200mM de acetato de amonio de T. erecta, en el Volumen de paquete celular (VPC)
de las suspensiones celulares de T. erecta. B. La fraccion 200mM de acetato de amonio de B. ternifolia, en el VPC
de las suspensiones celulares de B. ternifolia. C. El MC de T. globosa, en el VPC de las suspensiones celulares de T.
globosa.
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Figura 30. Efecto de la adicion de las fracciones obtenidas tras la separacién en la columna Superdex Peptide
10/300 GL de; A. La fraccion 200mM de acetato de amonio de T. erecta en el peso seco de las suspensiones
celulares de T. erecta, B. La fraccion 200mM de acetato de amonio de B. ternifolia en el peso seco de las
suspensiones celulares de B. ternifolia, y C. El MC de T. globosa, en el peso seco de las suspensiones celulares de
T. globosa. El peso inicial para el bioensayo de T. erecta fue de 49 mg, para B. ternifolia fue de 6 mg y para el caso
de T. globosa de 3.5 mg.
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A partir de los resultados obtenidos para cada pico en los tres bioensayos realizados podemos decir lo siguiente:

e Para el caso de la separacién de la fraccion 200 mM de acetato de amonio MC T. erecta (columna DEAE
Sephaadex A25), en la columna Superdex Peptide 10/300 GL, la fraccidn P3 fue la que mostré la mayor
actividad mitogénica en comparacion con el control para los tres bioensayos, es decir, éste produce un
mayor aumento en el nimero de células y en la biomasa. Sin embargo, esta fraccién debe seguir
purificdndose pues se puede notar la presencia de varias sefales de péptidos.

e Para la separacion de la fraccion 200 mM de acetato de amonio del MC de B. ternifolia, en la columna
Superdex Peptide 10/300 GL, la fraccion P1 fue la que genera un mayor incremento en la proliferacion
celular en los bioensayos en células de esparrago y en el de células en suspensidn de B. ternifolia donde
se mide el incremento en el VPC, sin embargo, en el bioensayo de células en suspension donde se mide el
incremento en el peso seco, la fraccién P3 fue la que mostré la mayor actividad. Lo cual nos indica que
existen al menos dos compuestos con actividad mitogénica.

e Paralaseparacion del MCde T. globosa en la columna Superdex Peptide 10/300 GL, en los tres bioensayos

la fraccion P1 fue la que mostré un mayor incremento en la proliferacion celular.

Una vez identificadas las fracciones eluidas de la columna Superdex Peptide 10/300 GL que mostraron la
mayor actividad mitogénica, se procedid a colectar la cantidad suficiente de proteina determinada por medio del
método del acido bicinchoninico, para realizar el andlisis de espectrometria de masas a los componentes

presentes en las fracciones.

12. Determinacion de la secuencia de aminoacidos de los compuestos presentes en las fracciones activas

Mediante el analisis de HPLC/MS/MS de la fraccion denominada P1 proveniente de la columna Superdex
Peptide 10/300 GL del MC de T. globosa, se determind que existen por lo menos seis compuestos presentes en
esta fraccion (Figura 31C), estos compuestos fueron sometidos a la accién de la tripsina y quimiotripsina (Figuras
31A y 31B respectivamente). Cada uno de los compuestos presentes en P1, los intactos y los procesados con
tripsina y quimiotripsina se sometieron al analisis de MS/MS. Las secuencias propuestas a partir del analisis con
MASCOT se presentan en las Tablas 8 a 10. De las secuencias propuestas solo 5 tienen una probabilidad de 100 0

cercana a 100.
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Figura 31. Cromatograma de los péptidos presentes en la fraccion P1 del MC de T. globosa con el sistema integrado
nano-LC_ESI_MS/MS. A. Procesamiento con tripsina, B. Procesamiento con quimotripsina, C. Fraccidn intacta.

Tabla 8. Masa del idn molecular, secuencia propuesta y la probabilidad de que ésta sea la correcta, para cada
uno de los péptidos encontrados en el cromatograma HPLC para la fraccién P1 intacta.

Tiempo de salida en
el cromatograma Masa del ién mol (Da) Secuencia Score Joint prob. Prob %
HPLC (min)

21.834 1045.5330 DRVYLHPF 262 210 100
22.674 774.4203 VYLMLH 14 18 34.46
23.843 831.4275 GVYLHPF 36 78 100
25.574 555.2775 YGGFL 12 23 47.11
36.718 598.2776 GFGYVG 6 63 44.15
48.688 330.1810 PSK 0 28 97.99
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Tabla 9. Masa del idn molecular, secuencia propuesta y la probabilidad de que ésta sea la correcta, para cada
uno de los péptidos generados tras el procesamiento con quimiotripsina de la fraccién P1.

Tiempo de salida | Masa del idn Secuencia propuesta Score | Joint Prob
en el mol (Da) por el software del prob. %
cromatograma equipo
HPLC (min)

19.131 1121.5924 VYFFLSSLM 1 -7 11.95
21.977 775.4220 QQLKLM 0 -25 42.47
23.403 4245.8628 VYCEYMDYASYQYYERAAKEYQYYVVGVVVLW 1 -109 24.53
22.436 4005.6614 ELFARLLKRLLLLLLEFFFVDLRLFRGNLLRC 1 -148 5.12
24.471 555.2775 YGGFL 30 53 100
27.269 1712.8049 FGLFQFNFFFRPM 0 -54 4.03
25.438 3853.69361 RAGWFYNEYDEEQLKFLEGTFAEGEEFFQ 1 -143 46.20
27.979 4152.8799 NVWVGAQTLDDNEEEADKLEPDEEVLDLADRRQQ 3 -46 43.79
28.439 4399.1294 LFELEDYLSFDTGLDDELELLDFLDFLLFLDLLL 0 -153 12.51
35.019 1540.7444 YALLYYALLEYM 0 -46 31.02
35.512 4271.0205 YGGFLDPMYGLLPFPVDQCLFLYLYFLPFFNDN 26 -35 6.10
36.715 2876.3933 FTLETDLFLTESETEEFLLELPTC 0 -101 16.20

Tabla 10. Masa del idn molecular, secuencia propuesta y la probabilidad de que ésta sea la correcta, para cada
uno de los péptidos generados tras el procesamiento con tripsina de la fraccién P1.

Tiempo de salida en el Masa del idn Secuencia propuesta Score Joint Prob %
cromatograma HPLC mol (Da) por el software del prob.
(min) equipo
21.270 1045.6370 GARRFRRK 0 36 100
21.947 574.2598 AELEN 0 -26 26.67
24.982 554.3428 VLPNL 0 -24 22.13
32.018 456.2332 PAAAAG 0 -16 73.65

Se encontrd la secuencia de tres de los seis compuestos de la fraccion P1, en orden de elucién son las
siguientes, Asp-Arg-Val-Tyr-Leu-His-Pro-Phe, Gly-Val-Tyr-Leu-His-Pro-Phe que es practicamente el anterior pero
con un amino acido menos, y Pro-Ser-Lys.

En los resultados del andlisis de los compuestos generados tras la hidrdlisis con quimiotripsina se encontré
Unicamente un péptido: Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu, el cual se habia identificado desde el analisis del P1 intacto, sin
embargo, en ese analisis no presentd una buena probabilidad.

Finalmente, en el andlisis del P1 hidrolizado con tripsina se identificd el péptido Gly-Ala-Arg-Arg-Phe-Arg-Arg-
Lys, el cual no habia sido identificado en los dos andlisis anteriores.

Las fracciones obtenidas de la columna de intercambio idnico para T. erecta y B. ternifolia, no se analizaron

por HPLC-MS/MS.
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El patron de corte con quimiotripsina de la fraccion P1, contiene una mayor cantidad de fragmentos de
péptidos que el patron de corte obtenido con el uso de la tripsina (patron de corte de todos los péptdos que
componen la fraccion activa)

Con respecto al corte de las proteasas, la tripsina corta en el carboxilo terminal presente en residuos basicos
como la lisina, arginina e histidina, mientras que la quimiotripsina corta en el carboxilo terminal de residuos
hidrofébicos como alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, triptéfano o metionina adyacentes a
un aminoacido hidrofébico. Y los péptidos identificados en la fraccion P1 de la columna Superdex Peptide 10/300
GL del MC de T. globosa, poseen una mayor cantidad de residuos hidrofébicos adyacentes a los aminoacidos con

grupos aromaticos tirosina y fenilalanina.
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Los medios condicionados totales de las tres especies aqui estudiadas mostraron actividad mitogénica, cuando
su actividad se explord con células de esparrago. En trabajos anteriores se ha demostrado que las células vegetales
en suspensidn no se dividen cuando la densidad del cultivo es menor de 10° células ml? (8,17), por lo que para
demostrar la presencia de factores mitogénicos o proliferativos en los MC se utilizaron densidades celulares
iniciales de 10* ml™. La estimulacidn de la divisidn celular mostrada por los diferentes medios condicionados no
fue cuantitativamente similar, ya que la cantidad de proteina adicionada fue diferente aunque la concentracién
de medio condicionado vol/vol fue la misma en todos los casos. El MC de T. globosa fue mas efectivo en
incrementar la proliferacion celular que el de T. erecta o de B. ternifolia ya que con una concentracién de 20 %
(v/v) de MC la proliferacidon celular del primer tipo de cultivo se incrementd 2.5 veces, mientras que con los dos
ultimos, el incremento fue de solo 1.4 veces.

Una vez demostrada la presencia de uno o varios factores mitogénicos en el MC total y asumiendo, por
reportes anteriores (8, 17, 20) que era de naturaleza peptidica, se procedié a extraerlos del MC con fenol y
posteriormente fraccionarlos en la columna de intercambio aniénico, misma que se utilizé en la identificacién del
péptido fitosulfoquina (20). En el caso de los posibles péptidos mitogenicos de T. erecta y de B. ternifolia, la
fraccion con mayor actividad proliferativa fue la eluida con 200 mM de acetato de amonio (Fa00mm ). Mientras que
para el MC de T. globosa, en ninguna de las fracciones se encontrd una actividad similar a la producida por el MC
sin fraccionar. Lo que sugeria que estos péptidos eran acidos y no se habian pegado a la columna. Sin embargo, la
fraccion que no se pega a la columna fue inactiva. Por lo que se concluyd que durante la extraccién fendlica el
factor proliferativo se inactivo. Por lo anterior en los experimentos siguientes se utilizé el MC total. En este caso,
al igual que en los otros dos cultivos, el factor o factores mitogénicos presentes en el medio condicionado fue de
naturaleza peptidica, ya que perdieron actividad al proteolizarse previamente a la realizacién del bioensayo

Los péptidos presentes en las Faomm de T. erecta y de B. ternifolia contenian péptidos o proteinas basicas,
pues se unieron a una columna de intercambio anidnica y su naturaleza es peptidica pues su actividad proliferativa
se inactivo al ser proteolizadas previo al bioensayo.

Posteriormente, se intentd separar y conocer la masa molecular de los compuestos presentes en la F y00mm de
B. ternifolia y T. erecta, asi como el MC de T. globosa, con el uso de HPLC de fase reversa, una técnica ampliamente
usada para la separacion de péptidos, sin embargo, no se logré la separacion de los compuestos de las fracciones
activas. Con los resultados obtenidos, se propone que los compuestos parecen no contener aminoacidos con
grupos aromaticos o su concentracion con respecto a los demds aminodcidos es muy baja, pues no se detectaron

compuestos a 280 nm, pero si se detectaron a 254 nmy 214 nm.
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Al no tener éxito con la técnica de HPLC de fase reversa, se opté por el uso de electroforesis con geles de tris-
tricina al 16%, los resultados obtenidos sugieren que predominan en las fracciones activas compuestos de masas
moleculares por arriba de los 10 kDa. Para el MC de T. globosa se encontraron proteinas con peso molecular de
17 kDa, y péptidos cercanos a los 8 kDa y 3.5 kDa: para B. ternifolia y T. erecta, se encontraron proteinas con peso
molecular entre los 14.2 y 17 kDa, y con masa superior a los 26 kDa. Con el conocimiento de los pesos moleculares
de los compuestos presentes en las fracciones activas, se inicid con la separacidon de estos con la técnica de
exclusiéon molecular, primero a través de la columna de BioGel P-10 y posteriormente con la columna Superdex
Peptide 10/300 de GL.

Para la columna de BioGel P-10, usamos dos marcadores de masa molecular (14 kDa y 5 kDa) para tener una
idea de la masa molecular de los compuestos presentes en las fracciones que mostraron actividad. En el caso de
T. erectay B. ternifolia, ambas fracciones presentaron una discreta actividad mitdgenica, pero no T. globosa. Llama
la atencién que la eliminacion de proteinas de pesos moleculares mayores de 20 kDa del MC o de la Faoomm
disminuyera la efectividad mitogénica de la fraccién. Aunque en este caso no se recogieron fracciones de menor
peso molecular a 5KDa, posiblemente su abundancia en la muestra no fue suficiente para ser detectados por este
método ni por electroforesis desnaturalizante, otra posibilidad es que los péptidos no fueron retenidos por la
malla de acrilamida ya que la banda del marcador de peso molecular 1060 en la mayoria de las veces no fue
detectada.

Con el objetivo de determinar si la actividad mitogénica de las F,o0 de T. erecta y de B. ternifolia o la de MC de
T. globosa era debida a moléculas peptidicas menores de 5000 kDa, se utilizé la columna Superdex Peptide 10/300
de GL, la cual fue especialmente disefiada para la separacion de mezclas de péptidos y tiene una alta resolucion
en un rango comprendido entre los 100 a 7000 Da, con un limite de exclusién de 20 kDa. Las fracciones de péptidos
obtenidos en esta cromatografia son menores de 3500 Da ya que en todos los casos eluyeron después de la cadena
A de la insulina. Solo B. ternifolia contiene una fraccién peptidica mayor de 5000 kDa. Una peculiaridad de la
mayoria de los péptidos aqui aislados es que no parecen contener aminoacidos aromaticos en su estructura ya
que solo el P1 de T. globosa y el P2 y P3 de B. ternifolia presentaron absorbancia a 280 nm o en los otros casos la
cantidad es muy pequefia y no logra detectarse. En el bioensayo de éstas fracciones utilizando células de
esparrago, cada fraccién obtenida de cada especie presenté actividad proliferativa pero de diferente intensidad,
incluso algunas fracciones inhibieron la proliferacién celular, tal es el caso de la fraccidn P1 de T. erecta. Estas
fracciones se utilizaron en dos bioensayos pero con células homologas. Uno de los bioensayos cuantifica el
crecimiento por incremento del tamafio celular y el otro la divisién celular a través de cuantificar el peso seco. Si
éste se incrementa significa que hubo proliferacion celular. En el caso de B. ternifolia todas las fracciones

incrementaron la proliferacidn celular en células homologas e incrementaron entre 11-22 % el volumen celular. A
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diferencia de T. erecta que solo la fraccién denominada P3 tuvo un discreto efecto tanto en divisién celular como
en el volumen de las células. En este caso la masa molecular del péptido bioactivo podria ser mayor de 7000 Da.
Pues en los experimentos en que la Fu00 mm Se fracciond en dos subfracciones la actividad se presentd con la
fraccién obtenida entre 12,300 y 5000 Da de peso molecular.

Llama la atencién que todas las fracciones péptidicas obtenidas de T. globosa incrementaron de manera
importante el volumen del paquete celular. Aunque la divisién celular solo es incrementada discretamente por
cada uno de ellos.

Desafortunadamente la complejidad y secuencia de aminoacidos de los péptidos solo pudo ser determinada
para la fraccion denominada P1 de la columna Superdex Peptide 10/300 de GL de T. globosa. Esta fraccidn esta
constituida por seis péptidos de tamafno entre los 3.5 kDa y 1.5 kDa, de diversa hidrofobicidad, ya que se
observaron sefiales a diferentes tiempos de retencién cuando la fraccidn fue separada con nanoHPLC en una
columna de fase reversa. A cada una de estas sefiales se les determiné el espectro de masas, y se encontraron en
el P1 cuatro de seis secuencias para las sefiales de péptidos identificados, con probabilidad de 100 % en el banco
Mascot: Asp-Arg-Val-Tyr-Leu-His-Pro-Phe, Gly-Val-Tyr-Leu-His-Pro-Phe, Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu y Gly-Ala-Arg-Arg-
Phe-Arg-Arg-Lys, aunque en este trabajo se esperaria que los péptidos presentes no se encontraran en la base de
datos. Ademads de un péptido con probabilidad de 97.99 % Pro-Ser-Lys.

Para determinar la secuencia del péptido del cual no pudo identificarse su secuencia es necesario determinarla
a través del método de Edman.

Uno de los péptidos reportados por el servicio de secuenciacién es idéntico a leucina encefalina (YGGFL) y el
otro, con excepcidon de un cambio de amino acido equivalente en la posicidn cinco, es similar a Angiotensina Il
(DRVYLHPF). Para los demas péptidos identificados no se encontraron similitudes de secuencia con proteinas
registradas en GenBank usando el programa BLAST.

Es necesario ensayar cada uno de los péptidos por separado con el objetivo de determinar si el incremento
generado en la proliferacién celular es debido a uno solo o a la mezcla de los seis. Ademas de determinar si los
residuos de prolina y tirosina presentan modificaciones post-traduccionales.

En la Figura 32 se puede ver un resumen de los resultados obtenidos tras cada paso de aislamiento y
purificacién de los medios condicionados de las tres especies utilizadas en este trabajo, con el fin de facilitar su

rapida consulta.
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DISCUSION

Especia de donde se
obtuvo el Medio
Condicionado Total

Incremento en la
proliferacién celular de
A. officinalis

Fracciones obtenidas
con la columna
Sephadex A-25

Incremento en la
proliferacién celular de
Asparragus officinalis

Fracciones obtenidas
con la utilizacién de la
columna Bio Gel P-10

Incremento en la
proliferacién celular de
Asparragus officinalis

F1-200 mM * 69.80%
F2.400 mM 31.00%
F3- 600 mM 39.15%
FA - 800 mM 24.60%

B. ternifolia 12.03% F5-1.2M 5.00% P1 -5.92%
F1- 200 mM * 138.44%
F2.400 mM 54.48% P1 44.42%
F3- 600 mM 43.86%
FA - 800 mM 30.89%

T. erecta 12.74% F5-1.2M 43.86% P2 -24.08%
F1-200 mM 6.20%
F2- 400 mM 12.66% P1 9.48%
F3 - 600 mM 18.99%
FA - 800 mM 6.37%

T. globosa * 86.36% F5-12M 8.67% P2 5.84%

Figura 32. Resumen de los resultados obtenidos tras la realizacion de los bioensayos en los diferentes pasos de fraccionamiento y separacion.
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DISCUSION
|

Fracciones obtenidas tras la Incremento en el Incremento en la
Incremento en la separacion de las fracciones * | Incremento en la volumen de paquete proliferacién celular de
proliferacién celular de |en la coluna Superdex Peptide | proliferacién celular de |celular de células células homologas (Peso
Asparragus officinalis GL 10/300 A. officinalis homologas seco)
P1 58.84% 22.22% 19.75%
P2 45.94% 11.11% 30.82%
P3 14.62% 11.11% 47.48%
P4 5.47 -1.11% 19.70%
-5.92% P5 23.55% 13.33% 30.96%
P1 -5.37% 0.00% -2.85%
44.42%
P2 3.70% 0.00% -45.71%
-24.08% P3 60.74% 20.00% 24.28%
P1 59.91% 83.33% 5.00%
9.48% P2 6.61% 33.33% 4.34%
P3 32.64% 50.00% 19.56%
5.84% P4 28.30% 33.33% 19.56%
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CONCLUSIONES
]

CONCLUSIONES

e Los medios condicionados de las tres especies utilizadas presentaron actividad mitogénica en las células
dispersas de esparrago, y en las células homologas.

e laactividad mitogénica del MC de T. globosa sin fraccionar fue mayor que en cualquiera de las fracciones
colectadas durante la purificacién.

e Los compuestos que indujeron la proliferaciéon celular en los MC de T. erecta y B. ternifolia, son de
naturaleza peptidica, sin embargo, para asegurar que son péptidos y no proteinas, es necesario realizar el
analisis de espectrometria de masas a las fracciones activas.

e Se logré identificar la secuencia de cinco de los seis péptidos presentes en la fraccién P1 de la columna
Supperdex Peptide 10/300 GL para el MC de T. globosa.

e Los péptidos presentes en la fraccion P1 de la columna Superdex Peptide 10/300 GL del MC de T. globosa
incrementan el tamafio celular (aumento del volumen celular) y la acumulacién de biomasa del cultivo

homdlogo.
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ANEXO

1. Curva estandar de acido bicinchoninico

ANEXO

El método del acido bicinchoninico (BCA) permite la cuantificacidn de proteinas dentro del rango de 0.5 pg/ml

a 1.2 mg/ml, por lo cual decidimos utilizarlo, ya que las concentraciones de proteinas obtenidas tras el

fraccionamiento de los medios condicionados son muy pequefias y este método era el que nos permitia

cuantificarlas. Sin embargo, tuvimos el inconveniente de que los azucares reductores interferian con la reaccidony

es posible que tras la extraccion de las proteinas de los medios condicionados con fenol, pudiéramos arrastrar

azucares presentes per se en los medios.

El fundamento del método se basa en que el Cu ?*es reducido a Cu '* en presencia de las proteinas y en un pH

alcalino, este Cu **es quelado por el 4cido bicinconinico y se forma un complejo de color purpura. En la Figura 33

se muestra la curva estandar de BSA determinada por el método de BCA utilizada para la determinacién del

contenido de proteinas de todas las muestras.

A 540 nm

y = 0.082x + 0.0989
2.5 R? = 0.9954

0 T T T T T

A540nm
Lineal (A540nm)

0 5 10 15 20 25

30

pg de proteina

Figura 33. Curva estandar de BSA para la determinacion de proteina con el método del acido bicinchoninico.

Para calcular la cantidad de proteina en cada fraccidn se utilizo la siguiente ecuacién obtenida de la Figura 33.

_A—10.0989
T 0.082

Dénde:

C es la cantidad de proteina en ug
A es la absorbancia de la muestra a 540 nm
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ANEXO

2. Curva estandar de glucosa para la determinacion de carbohidratos

De la parte lineal de la curva estandar (Figura 34) se tiene que 1 pg de glucosa absorbe 0.0178 a 945 nm.

A 435nm

14

1.2

0.8 < m=0.0178

0.6
0.4 *

0.2 <

O ‘ T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Kg de glucosa

Figura 34. Curva estandar para la determinacion de carbohidratos.
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ANEXO

3. Curvas de crecimiento de B. ternifoliay T. erecta

Para poder llevar a cabo el ensayo de la actividad de los componentes del medio condicionado que mostraron
actividad en el sistema de células dispersas de esparrago, se realizaron curvas de crecimiento de T. erecta y B.

ternifolia. El crecimiento se midié como aumento en el volumen de paquete celular (Figura 35y 36).

0.9
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0.8 -
0.75 A
0.7 A
0.65 -
0.6 -
0.55 -
0.5 -

e PCV 0.01
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04 -
==PCV  0.036
035 -

0.3

0.2
0.15 A

0.1

0.05 A /
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0 T T T T 1 Id iaS]
0 5 10 15 20 25

Figura 35. Cinética de crecimiento de T. erecta obtenida a partir de la medicién del incremento del Volumen de
Paquete Celular.
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Figura 36. Cinética de crecimiento de B. ternifolia obtenida a partir de la medicién del incremento del Volumen
de Paquete Celular.
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4. Analisis de huella peptidica

A partir de las fracciones eluidas de la columna Superdex Peptide 10/300 GL que presentaron actividad
mitogénica, se analizéd mediante la técnica de HPLC-MS la huella peptidica presente en estas a través del siguiente
procedimiento. A las fracciones liofilizadas se les afiadié para la digestion 30 ul de solucién de tripsina porcina
modificada cuya composicidn es: 20 ng/ul (promega, Madison, WI, USA) en 50 mM de bicarbonato de amonio
seguido de una incubacidn durante toda la noche a 37 °C. Los péptidos se extrajeron con 50% (v/v) de acetonitrilo
5% (v/v) en acido fdrmico dos veces por 30 min con sonicacidn. El volumen de los extractos fue reducido mediante
evaporacidon en una centrifuga de vacio y se ajustaron a 20 &l con 1% (v/v) de acido formico. Posteriormente los
péptidos fueron desalados y concentrados por Ziptip C18 y eluidos en 12 ul de fase mévil (3% acetonitriloy 0.1%
de acido férmico) para posteriormente ser analizados por espectrometria de masas.

El analisis espectrométrico de masas de los péptidos tripticos se llevd a cabo utilizando un sistema integrado
nano-LC_ESI_MS/MS (quadrupole/time of flight, synapt G2 high definition mass spectrometrer, Waters
Corporation) equipado con una fuente de ion NanolLockSpray. El instrumento esta acoplado en linea a un
NanoAcquity Ultra Performance liquid chromatograph (UPLC), (Waters Corporation). El sistema de solventes
binario que se utilizé es 2% de acetonitrilo en agua Milli Q con 0.1% de acido férmico (fase movil A) y 98% de
acetonitrilo en agua Milli Q con 0.1% de acido férmico (fase movil B). Las muestras fueron concentradas y
desaladas por inyeccién en una columna de captura simétrica C18 UPLC (5um, 180 um, x 20 mm, Waters
Corporation) y se lavd con 100% de fase moévil A a una velocidad de flujo de 15ul / min, después de 3 min, se
cambié la columna de captura en linea con una columna analitica.

Los péptidos se separaron en una columna BEH, C18 UPLC (1.7um, 75um x 100 mm, Waters Corporation)
mediante un gradiente lineal de 40% de fase B en un periodo de 30 min a una velocidad de flujo de 0.3 pl /min,
seguido por un lavado de 98% de fase movil B. El espectrémetro de masas fue calibrado con una solucién de NaCsL
y operado en modo ESI V positivo a una resolucion de 10000 total ancho y mitad de altura (fwhh). Los espectros
se adquirieron en modo automatico utilizando data-dependent acquisition (DDA). La solucidn se infuciond con
[Glu] fibrinopéptido B (100 fmol/ul) a través del sprayer de referencia de la fuente del NanoLockSpray con una
velocidad de flujo de 500 nL/min y se aplicé en intervalos de 30 segundos durante la adquisicién. El sondeo del
scan MS de un segundo sobre el rango m/z 300-1600 se empled para la deteccion de péptidos seguido por 2 scans
MS/MS de 2 segundos cada uno (m/z 50-2000) para detectar precursores.

La energia de colisidn se ajustd automaticamente con base en el estado de carga del ion y la masa. Los 5 iones
precursores mas intensos se analizaron por cambio de evento MS/MS. Se utilizé la dindmica de exclusién por 60

segundos para minimizar eventos multiples de MS/MS del mismo precursor.
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El procesamiento de datos e identificacién de proteinasse realizd de la siguiente forma: Las filas de datos de
DDA se procesaron y convirtieron a archivos Pkl utilizando el servidor global ProteinLynx versién 2.4 mejorada y
el software (PLGS) (Waters Corporation). Se realizaron busquedas en UNIPROT para lo cual se utilizé a la tripsina
como proteasa especifica, las pérdidas de escisidn se dejaron con tolerancias de masa de 50 ppm y 0,05 Da para
el ion precursor y el fragmento respectivamente. Las modificaciones postraduccionales incluyeron la oxidacion de
metionina y la desaminacién -glutamina y asparagina. Los péptidos que coincidieron con las puntuaciones PLGS
qgue excedian el nivel del 95 % de confianza fueron aceptados como correctos. La puntuacién del ion es de -10 *
Log (P) donde P es la probabilidad de que el ion fragmentado que se observa es un evento aleatorio. El umbral de
puntuacion en las condiciones anteriores fue de 52 para p < 0,05. Los archivos Pkl se pueden subsecuentemente
correr en el banco de datos por el algoritmo rastreador de MASCOT (Version 1.6b9, Matrix science, London, UK

disponible en htpp://www.matrixscience.com).
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