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Introduccion

La lactoferrina (LF) es una glicoproteina, monomérica, con una masa molecular
alrededor de 80 kDa y un pl = 8 (Farnaud y Evans, 2003). Esta presente principalmente en el
calostro y suero de leche (Tsuda y col., 2000).

La LF es una de las proteinas con mayor valor agregado del suero de leche. Se ha
demostrado que esta proteina posee importantes funciones bioldgicas; entre las principales se
encuentran la actividad anticarcinogena, la capacidad de acarrear minerales como el Fe’™,
provocando asi que los microorganismos no dispongan de ¢l para su proliferacion.

Sin embargo, purificarla del suero de leche es complicado, debido a que varias proteinas del
mismo poseen una forma y un peso molecular similar.

El estampado molecular es una técnica basada en modelos de reconocimiento molecular
existentes en sistemas bioldgicos. Es una metodologia basada en la seleccion de una molécula a
estampar (plantilla), la cual se mezcla con una variedad de monomeros funcionales, de manera
que formen un complejo estable, el cual es entrecruzado para fijar la posicion de los
monomeros funcionales alrededor de la plantilla. La remocion de esta molécula da paso a una
cavidad que es selectiva para la plantilla y que no reconoce a ninguna otra molécula (Takeuchi
y Haginaka, 1999).

El estampado molecular es una técnica que se ha propuesto para el aislamiento de
moléculas bioldégicamente activas como: azlcares, fAirmacos, pesticidas, péptidos e incluso
proteinas, aunque todos los estudios publicados se han realizado en pequena escala (Rachkov y
Minoura, 2001; Piletsky y col., 2001). En general la dificultad para fabricar materiales
estampados se incrementa con el tamafno de la molécula seleccionada (Shiomi y col., 2005).

A la fecha existen una gran variedad de metodologias y mondmeros propuestos, pero no
se ha establecido una técnica especifica, por lo que es necesario realizar aproximaciones
empiricas utilizando diferentes mondmeros y condiciones dependiendo de la molécula a
estampar (Rachkov y Minoura, 2001).

El presente proyecto de investigacion tiene como objetivo general desarrollar un
polimero estampado molecularmente (MIP) que permita la recuperacion selectiva de LF, ya

que ésta es una de las proteinas de mayor valor comercial del suero de leche.
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1.1 Justificacion.

La lactoferrina (LF) es una de las proteinas con mayor valor comercial del suero de
leche debido a que ejerce importantes funciones en el ser humano. Lograr su separacion a
partir del suero de leche es complicado ya que éste contiene una mezcla muy variada de
proteinas con propiedades fisicoquimicas similares a la LF.

El estampado molecular podria ser una herramienta util para establecer una técnica que
permita la recuperacion selectiva de esta proteina a partir de suero de leche y con ello se
obtendrian numerosas ventajas, como por ejemplo, un aumento en el uso comercial de

esta proteina con un menor costo.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

‘:’Sintetizar un polimero estampado molecularmente (MIP) que permita la recuperacion

selectiva de la lactoferrina (LF) en mezclas complejas.

1.2.2 Objetivos especificos:

A\ Realizar un estudio de estabilidad de la LF tomando como parametros temperatura, y

naturaleza del solvente.

4 Encontrar la concentracion optima de agente entrecruzante y de molécula plantilla (LF)

para desarrollar un MIP.

‘:’Comprobar que el MIP es capaz de adsorber especificamente LF a partir de una solucion

compuesta por varias proteinas, entre ellas la LF.

1.3 Hipdtesis

A partir de grupos funcionales especificos en la estructura de LF, es posible construir
un MIP capaz de sorber especificamente a esta proteina, con lo que la técnica del estampado

molecular podria aplicarse para su purificacion a partir de suero de leche.
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Antecedentes

2.1 Importancia de la leche como alimento funcional

La leche es un liquido de composicién compleja, opaco, de sabor ligeramente dulce y
pH cercano a la neutralidad (Alais, 1998). Es la secrecion de la glandula mamaria de una o mas
vacas sanas después de diez dias del parto. Es un alimento conveniente, aceptable y
extremadamente versatil ya que tiene propiedades que van mas alla de ser un simple alimento.;
posee un alto valor nutricional por la riqueza y concentracion de todos sus nutrimentos.
Ademas, contiene todo lo necesario para permitir el desarrollo del recién nacido, como acidos
grasos indispensables, vitaminas, minerales y proteinas, por ello es el alimento que mas se
acerca a ser un “alimento ideal”, (Garcia-Garibay y col., 1993).

Ademas, la leche es un producto natural cuya funcion es servir como alimento durante
la primera etapa de la vida cuando se debe sostener un crecimiento acelerado. El consumo
humano de leche y productos lacteos de otras especies es tan antiguo que es imposible
establecer su inicio historico.

La leche es ademds un alimento funcional, pues aporta ciertos beneficios a la salud del
recién nacido: mediante la leche la madre suministra a su cria todos los nutrientes que necesita,
tanto para cubrir sus necesidades de energia (en forma de azucares o grasa), como de proteinas,
vitaminas y minerales. También le suministra sustancias bioldgicamente activas, como
enzimas, factores de crecimiento y agentes protectores frente a los microorganismos. Hay que
tener en cuenta que en los momentos inmediatamente posteriores al nacimiento, la cria no tiene
todavia establecidos sus mecanismos inmunoldgicos de defensa, ni siquiera una flora intestinal
propia, por lo que la leche contiene componentes que favorecen la proliferacion de la flora
beneficiosa e impiden la proliferacion de una flora patdégena (Spreer, 1992).

Muchas de las proteinas que se encuentran en la leche tienen funciones biologicas
especializadas. Algunas de ellas actiian en la gldndula mamaria, participando en la elaboraciéon

de componentes como la lactosa y la grasa.
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Otras facilitan la asimilacion por el lactante de algunos componentes de la leche, o
intervienen en la proteccion del recién nacido frente a los microorganismos causantes de
infecciones. Aunque estas proteinas se encuentran en pequefias cantidades, su funcion
bioldgica es claramente muy importante. Algunas de ellas pueden extraerse y emplearse en
productos destinados a la mejora de la salud humana (Pedersen y Mollerup, 2003).

Por todo esto, desde tiempos inmemoriales el hombre ha hecho de la leche parte
fundamental de su dieta por la gran cantidad de nutrientes que brinda y como materia prima de

alto valor para la fabricacion de diversos productos (Garcia-Garibay y col., 1993).

2.2 Proteinas de la leche.

Las proteinas son la parte mas compleja de la leche; en general se caracterizan por tener
un elevado peso molecular comprendido entre 15,000 y 200,000 Da y por presentar un
conjunto de propiedades que se derivan de su tamafio y su estructura peptidica. No atraviesan
las membranas dializantes y se precipitan ficilmente en solucion por diversos compuestos, asi
como con sales minerales en concentraciones elevadas (Alais, 1998).

La leche de vaca contiene aproximadamente 3.5% de proteina en condiciones normales,
sin embargo, este porcentaje varia dependiendo de las especies de mamiferos, entre 1 y 24%.
Su funcion natural es proveer a los mamiferos jovenes de los aminoacidos esenciales
necesarios para el desarrollo de tejido muscular y de algunas otras proteinas con propiedades
bioldgicas (Fox y McSweeney, 1998).

Ademas, la parte proteica de la leche es muy importante por las siguientes razones (Alais,

1998):

1. Las propiedades fisicoquimicas mas importantes de la leche, especialmente las
relacionadas con su estabilidad, derivan de la presencia de proteinas.

2. Desde el punto de vista nutricional las proteinas constituyen la parte mas importante de
la leche.

3. Algunas proteinas del suero de leche tienen actividades bioldgicas: enzimas,
anticuerpos, inhibidores, etc. Las proteinas de la leche son caracteristicas de cada

especie por sus propiedades inmunologicas.
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Las proteinas de la leche se dividen en dos grandes grupos: las caseinas y las proteinas
del suero. Las caseinas constituyen el 80 % del total de proteinas en la leche de vaca, sin
embargo, la proporcidn relativa entre proteinas del suero y caseinas varia dependiendo de la
etapa de lactacion (Varnam y Sutherland, 1994).

A continuacion se dara una breve explicacion de estos dos grupos de proteinas de la

leche, refiriéndonos especificamente al caso de la leche de vaca.

2.2.1. Caseinas

Las caseinas de la leche estan en forma de un complejo proteico fosforado, de caracter
acido, que precipitan a pH de 4.6 y son susceptibles a coagulacion enzimatica en presencia de
calcio (Amiot y col., 1992).

Las caseinas son hidrofobicas y tienen muchos residuos de prolina (17, 5, 17 y 12
mol% en la a4, a5, By K respectivamente), y pocos de cisteina (las caseinas o5 y B carecen de
ellos y las caseinas o y K tienen dos cada una). Todas las cadenas polipeptidicas de caseina
tienen al menos un enlace fosfoéster por molécula (Walstra y Jenness, 1987).

Estas proteinas solo forman hélices o cortas y casi no presentan estructura terciaria, lo
cual no significa que las moléculas se encuentren enrolladas aleatoriamente, pero en soluciones
diluidas las cadenas estan parcialmente desplegadas. Como quedan expuestos muchos grupos
hidrofobicos, se establecen facilmente interacciones hidrofobicas entre las moléculas. Por ello,
las caseinas muestran amplias asociaciones, tanto en el interior de una misma molécula como
entre ellas, formando las micelas de caseinas. Al contener poca estructura secundaria y
terciaria, las moléculas de caseina no pueden ser desnaturalizadas, es por ello que la caseina no
se insolubiliza por el calentamiento a temperaturas iguales o inferiores a 100 °C; la leche puede
ser calentada por 24 h a 100 °C sin la coagulaciéon de estas proteinas, sin embargo, el
calentamiento severo ocasionara cambios en la leche que eventualmente provocaran la

precipitacion de las caseinas (Walstra y col., 2001).
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Los grupos fosfato que en su mayoria estan esterificados con residuos de serina y le
proporcionan una alta densidad de carga negativa a las caseinas (al pH de la leche) se
encuentran ionizados, por lo que ligan fuertemente a iones divalentes como el Ca*". La
cantidad de calcio ligado es proporcional al contenido de grupos serinfosfato, (Walstra y col.,

2001).

2.2.2 Proteinas del suero de leche.

El suero de leche o suero de queso, es el liquido resultante de la coagulacion de la leche
durante la elaboracién del queso. Se obtiene tras la separacion de las caseinas y de la grasa.
Constituye aproximadamente el 90% del volumen de la leche y contiene la mayor parte de los
compuestos hidrosolubles de ésta. Su composicion varia dependiendo de las caracteristicas de
la leche y de las condiciones de elaboracién del queso de que proceda.

Las proteinas del lactosuero representan el 14-24% del total de las proteinas en la leche.
Aproximadamente el 70% del nitrogeno total (proteina cruda), corresponde a la proteina
verdadera, la cual tiene un valor nutricio superior al de la caseina y esta compuesta por la -
lactoglobulina, la a-lactoalbimina, las inmunoglobulinas, la proteosa-peptona, la lactoferrina,
y las enzimas nativas; el resto lo forman aminoacidos, urea, creatina, amoniaco y acidos
nucleicos. Ademas el suero contiene las vitaminas hidrosolubles de la leche (Alais, 1998).

A diferencia de las caseinas, las proteinas del suero son compactas, globulares, con un
peso molecular que varia entre 14,000 y 1, 000,000 Da y son solubles en un intervalo de pH
muy amplio (incluso a pH's acidos). Ademas, contienen la mayoria de los aminoacidos y
tienen un mejor balance de éstos que las propias caseinas, por lo que su valor nutritivo es

mayor ( (Badui, 1993).
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2.2.3 Lactoferrina

Las proteinas de la familia de las transferrinas juegan un papel muy importante en el
control de los niveles del hierro libre en los fluidos sanguineos de los mamiferos. Los dos
principales miembros de esta familia son las transferrinas del suero y la lactoferrina. Estas
proteinas son glicoproteinas, monoméricas y bilobales y poseen un peso molecular alrededor
de 80 kDa. Ademas, poseen la habilidad de ligar a dos iones Fe’™ con ayuda de dos iones CO;
~; la relacién sinérgica entre el metal y el anion es lo que permite que el Fe*" permanezca unido
a la proteina, sin embargo, esta union es reversible y la combinacion de una alta afinidad con el
mecanismo de liberacion del Fe’™ es fundamental en la funcion de las transferrinas y es lo que
caracteriza la quimica de este tipo de proteinas. Existe una gran similitud entre las transferrinas
y la lactoferrina, sin embargo, una importante diferencia entre ambas es que ésta Ultima enlaza
al Fe’" con mayor fuerza y lo retiene hasta un pH cercano a 3.5, mientras que las transferrinas
del suero lo pierden aproximadamente a un pH de 5.5 (Moore y col.,, 1997; Abdallah y
Chahine, 2000).

La lactoferrina est4 presente en secreciones como: lagrimas, saliva y fluidos seminales,
asi como también abunda en el calostro y suero de leche. La concentracion de LF puede variar
dependiendo de la etapa de lactacion asi como la estacion del afio (Tsuda y col., 2000; Ohashi
y col., 2003). Se ha reportado que la concentracion de lactoferrina presente en la leche humana
es alrededor de 1000 pg/mL siendo que en el calostro hay 7 veces mas LF, lo que indica que su

concentracion es de 7000 pg/mL (Riechel y col., 1998; Hsiang y Hsiung, 1999).

10
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2.2.3.1. Estructura de la lactoferrina.

e Secuencia de aminoécidos.

La secuencia de aminoécidos de la LF humana (hLF) presenta un 60% de identidad en
relacion con la secuencia de aminodcidos de las transferrinas del suero y un 70% en relacion
con las secuencias provenientes de las especies bufalo, bovino, camello, y cabra (Baker y

Baker, 2004).

e Plegamiento del polipéptido

La lactoferrina es una glicoproteina, monomerica y bilobal. Su cadena polipeptidica se
compone de 690 residuos de aminoéacidos, 10 unidades de monosacaridos, 2Fe3+, 2C05* y 50
moléculas de agua y es plegada en dos lobulos homologos (N y C) (figura 1) que se
encuentran conectados covalentemente por 3 a-hélices (residuos 334-344 en hLF). El N-16bulo
y el C-l6bulo comprenden los residuos 1-333 y 345-690 respectivamente (Sharma y col., 2001;
Moore y col., 1997).

Ambos lobulos tienen una secuencia de identidad del 40% y son subdivididos en dos
dominios cada uno (N1 y N2; Cl1 y C2) (figura 2). Por tanto son 4 dominios los que
comprenden a la molécula de lactoferrina N1 (1-90 y 251-333), N2 (91-250), C1 (345-431 y
593-676) y C2 (432-592) (Baker y Baker, 2004; Moore y col., 1997).

Los l6bulos N y C contienen ademas un sitio de unién para un atomo de Fe*', el cual se

encuentra situado entre las caras internas de los dominios, (fig 1 y 2).

11
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C LOBE

S LOHE

Figura 1. Representacion esquematica de la molécula de LF. Las a-hélices son representadas como
cilindros, las hojas p como flechas y los atomos de Fe** como circulos de color purpura. Representacion
realizada por el programa Turbo Frodo (Sharma y col., 2001).

Figura 2. Representacion de la molécula de lactoferrina mostrando el plegamiento de los dominios (N1 y
N2; C1 y C2) asi como la localizacion de los atomos de F e*" (circulos rojos) en ambos lébulos.
Representacion realizada por el programa BOBSCRIPT (Baker y Baker, 2004).
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Los cuatro dominios que conforman la estructura de la lactoferrina poseen una similitud
en lo que corresponde a su estructura secundaria. Cada dominio contiene una mezcla central de
hojas B (paralelas y antiparalelas) y oa-hélices siendo su porcentaje del 24 y 51%
respectivamente. Las a-hélices son muy similares en los dos l6bulos a excepcion de algunas
inserciones que pueden acortar o alargar la cadena de las hélices (figura 3) (Sharma y col.,

1998).

108 105

112

158 166 170 190 203 204 200212 218 222 226 231 241 245246
b a
i (12 00 o 00 10l
351 350 345344 3¢ 3 321 315 3 310

395 407408 415 433 444 447 451434 458 463 479 482 486487 492 499 503 524

0 12 = (Jwo
689 678 676 662 656 651 645 619 603 600 586 583 S73 568 565 552 45

Figura 3. Representacion de la estructura secundaria de la lactoferrina bovina.
Las a-hélices se encuentran numeradas del 1 al 12 y las hojas p estan indicadas de la a a
la k. Existen 17 puentes disulfuro dentro de la estructura; 9-45,19-36, 115-198, 157-173,
160-183, 170-181, 231-245, 348-380, 358-371, 405-684, 425-647, 457-532, 481-675, 491-505,
502-515, 573-587 y 625-630 (Sharma y col., 1998).
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., . .oy —+
e Sitios de union de Fe’".
La lactoferrina es denominada la proteina roja de la leche debido a que tiene dos sitios
. . . 3+ Lo
activos para ligar un atomo de Fe”', que le da su color caracteristico.
, + . . . ;.
Cada atomo de Fe’ se encuentra coordinado con cuatro residuos de aminoécidos los cuales

corresponden a 2 Tyr, 1 Asp,y 1 His (Tyr 92, Tyr 192, Asp 60, His 253 N-lobulo) y (Tyr 526,
Tyr 433, Asp 395, His 595 para el C-lobulo) asi como también a un anion CO3~ (figura 4),

(Sharma y col., 2003; Moore y col., 1997). Estos ligandos del Fe*", son los mismos para cada
16bulo tanto en la lactoferrina como en las transferrinas. La coordinacion del Fe’™ con este
grupo de ligandos posee una quimica y una geometria perfecta a la de un octaedro, por lo que
este sitio de unién posee una alta afinidad por este metal y lo une fuertemente (K= 10 2 M) en

un proceso reversible (Baker y Baker, 2004).

His153

Figura 4. Representacién del sitio de unién para el atomo de Fe’* en la molécula de LF, el cual se encuentra

coordinado a 2 Tyr, 1 Asp, y 1 His asi como también a un anion CO3~ (Moore y col., 1997). .
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2.2.3.2. Bioactividad de la lactoferrina.

Experimentos in vitro indican que la lactoferrina es el componente mas importante de la
leche con un sistema bacteriostatico, debido a que en condiciones fisiologicas tiene muy poco
hierro unido, y es capaz de fijar el que se encuentra en el medio, de tal forma que los
microorganismos no disponen de ¢l para su proliferacion. Por ello, se dice que presenta efectos
inhibitorios en el crecimiento de varias bacterias como: Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia, Salmonella enteritidis, Staphylococcus haemolyticus, Streptococcus thermophilus,
Corynebacterium ammoniagenes, Bacillus subtilis o Bifidobacterium infantis (Tomé y
Debabbi, 1998). El efecto bacteriostatico es aumentado por los anticuerpos anti-bacterianos
especificos de la leche debido a que hay una asociacion de la lactoferrina con otras proteinas,
como la lisozima y la lactoperoxidasa (Farnaund y Evans, 2003), mientras que este efecto es
suprimido por la desnaturalizacion de la proteina o por una saturacion del i6n ferrico
(Blackberg y Hernell, 1980; Pedersen y Mollerup, 2003).

En investigaciones recientes se ha visto ademas que la lactoferrina también puede tener
un efecto bactericida al interaccionar con la pared de los microorganismos, desestabilizandola
y causando su muerte. A través de estos dos mecanismos, la lactoferrina podria desempefiar un
papel esencial en la proteccion del recién nacido frente a infecciones gastrointestinales (Tomé
y Debabbi, 1998).

Asi mismo tiene propiedades anticancerigenas, anti-inflamatorias, anti-virales asi como
también estimula el sistema inmune (Hsiang y Hsiung, 1999). En 1998 se realiz6 un estudio, el
cual consistia en observar el efecto que poseen las proteinas de la leche en animales que
intencionalmente se les produjeron tumores en el colon por inyeccion de dimetilhidrazina
(sustancia que induce cancer en el colon).

Los resultados que se obtuvieron demostraron que las proteinas del suero de leche
(principalmente lactoferrina), tuvieron efectos benéficos retardando la incidencia del cancer de
colon tanto en ratas jovenes como en ratas maduras, en comparacion con otras proteinas como
las de la carne o las de soya (Buchhoz y Scheper, 2000).

Esto sugiere que las dietas suplementadas con lactoferrina ejercen una alta proteccion
contra el desarrollo de tumores en el intestino. El mecanismo aparente de ésta actividad
anticancerigena se le atribuye a que las proteinas del suero de leche son ricas en aminoacidos

sulfurados como cisteina y metionina.
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La hipotesis que han establecido es que estos aminoacidos actian como un sistema
protector sobre el DNA (Buchhoz y Scheper, 2000).

Ademas la lactoferrina forma parte del sistema que favorece el crecimiento de flora no
patégena en el intestino: lactobacilos y bifidobacterias, por lo tanto podria funciona como

prebidtico (Tsuda y col., 2000).

2.3 Técnica de Estampado Molecular.

La tecnologia del estampado molecular o “Molecular Imprinting Polymer” (MIP)
representa una nueva clase de materiales que han sido creados artificialmente como estructuras
receptoras o “cerraduras” para “llaves moleculares”. Resulta ser un método de preparacion de
polimeros con una selectividad predeterminada para lograr la separacion y analisis de una
variedad de moléculas biologicamente activas (Rachkov y Minoura, 2001; Albert M, 2001;
Castro y col., 2001)).

El estampado molecular consiste en la seleccion de la molécula a estampar o plantilla, la
cual se mezcla con una variedad de mondémeros funcionales para construir un complejo
monomero-plantilla (llave—cerradura). Las interacciones entre los mondémeros funcionales y la
molécula objetivo es lo que permite a ambos atarse entre si. De esta manera, el complejo
formado es entrecruzado para fijar la posicion de los mondémeros alrededor de la plantilla. La
remocion de la misma da paso a una cavidad que es selectiva para la molécula estampada y con
alta especificidad (Ulbricht y col., 2002; Castro y col., 2001; Takeuchi y Haginaka, 1999).

En la figura 5, se muestra la representacion esquematica del proceso de estampado
molecular. Al mezclarse en una solucion un monémero (o mezcla de mondmeros) con
funcionalidades quimicas complementarias a la plantilla se forman complejos a través de
interacciones débiles. La polimerizacion se lleva a cabo con una agente entrecruzante, seguido
por la remocion de la plantilla dando paso a la formacion de sitios de reconocimiento

complementarios en forma y funcionalidad a la molécula plantilla (Nicholls y col., 2001).

16



Capitulo cuatro Resultados y discusion

La plantilla, los monémeros funcionales, el entrecruzante y el solvente son elementos

clave para obtener un polimero selectivo estampado molecularmente. Todos estos elementos

poseen una fuerte influencia en el funcionamiento de los MIPs en términos de afinidad,

selectividad, capacidad de enlace, etc. La seleccion adecuada de los mismos asegurara que los

polimeros posean funcionalidades muy especificas dando asi como resultado excelentes

polimeros estampados molecularmente (Hilt y Byrne, 2004; Zhang y col., 2001)

Plantilla

l—'; Formacién del complejo
monomero-plantilla

L] :
Mondmeros | Agente

. r" entrecruzante
funcionales

-’*-I;I.

P A4
‘\r_

Asociacion
- |
4 =

J Disociacion

- iy

Y

\

—

Figura 5. Representacion esquematica del proceso de estampado molecular.
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2.3.1 Monomeros Funcionales.

La plantilla debe de poseer una estructura quimica capaz de interaccionar con los

mondémeros funcionales, de tal forma que puedan formar un complejo estable. Hasta ahora el

acido metacrilico (MAA) ha sido el mondmero frecuentemente utilizado para la sintesis de

MIPs, sin embargo, varios sistemas poliméricos pueden ser desarrollados para usarse en la

tecnologia de estampado molecular. Por baratos, los sistemas mds utilizados son los basados en

poliacrilatos o poliacrilamidas. En la tabla 1 se muestran los monoémeros funcionales

comunmente utilizados en esta innovadora tecnologia ( Zhang y col., 2001).

Tabla 1. Mondémeros funcionales cominmente utilizados en la sintesis de polimeros estampados

molecularmente (Zhang y col., 2001).

Monémeros Funcionales

Tipo de Interaccién

H
N
\/\NRZ
(0]
N
=
N

Acidos acrilicos Cargas lénicas
(R=H,CH; CF; CH,COOH) Enlaces de Hidrogeno

Acidos vinilbenzoicos Cargas lonicas
Enlaces de Hidrogeno

Acidos Acrilamidosulfonicos Cargas lénicas
Aminometacrilamidas Cargas lénicas
R=H,, C,H;

Vinilpiridinas Cargas lénicas

Enlaces de Hidrogeno
Transferencia de Carga

Vinilimidazoles Cargas lonicas
Enlaces de Hidrogeno
Coordinacion de Metalica

Acrilamidas Enlaces de Hidrogeno
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2.3.2 Agentes entrecruzantes.

El porcentaje de entrecruzamiento necesario para lograr especificidad es del orden de
70-90%; por ello, solo un nimero limitado de agentes entrecruzantes pueden ser utilizados
(figura 6). No obstante, algunas diferencias entre los agentes de entrecruzamiento han sido
probadas con diferentes grados de éxito.

Originalmente los isomeros de divinilbenceno fueron utilizados para el
entrecruzamiento de estireno y otros monomeros funcionales en poli-estireno. Después se
encontrd que sistemas basados en acido acrilico o metacrilico pueden ser preparados con
mayor especificidad si se utiliza como agente entrecruzante el etilenglicol dimetacrilato
(EDMA) y el trimetilopropano trimetacrilato (TRIM)) (Nicholls y col., 2001). En la figura 6 se

muestran los agentes entrecruzantes comunmente utilizados.

H H
- = N__-N =
L T T

4-dvinil benzeno N ,N'-metilen-bisacrilamida
H
N
/\H/ \©\ 0 0 m 0
(@] J.J\/ \)J\ — )-J\/
N _— \ N N N /
H H H
N,N'-fenilen-bisacrilamida 2.,6-bisacrilamidopiridina
(0]

etilen glicol dimetacrilato

o T
e

trim etilolpropano trimetacrilato

Figura 6. Agentes entrecruzantes cominmente utilizados en la técnica de Estampado Molecular

(Zhang, 2001).
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2.3.3 Aplicaciones del estampado molecular.

La molécula objetivo o plantilla puede ser en principio, cualquier tipo de molécula; desde
moléculas sencillas de bajo peso molecular, hasta moléculas grandes como proteinas o acidos
nucleicos. Como se menciono previamente, la dificultad de fabricar materiales estampados se
incrementa con el tamafio de la molécula seleccionada principalmente en macromoléculas
como lo son las proteinas (Shiomi y col., 2005; Rachkov y Minoura, 2001; Chen y col., 2001).

Actualmente se han reportado impresiones moleculares de moléculas como: azucares,
esteroides, herbicidas, alcaloides, drogas, péptidos y proteinas como la lizosima y la
seroalbumina, que son proteinas de bajo peso molecular (Hawkins y col., 2005; Pang y col.,
2005; Ou y col., 2004), sin embargo, todos los estudios publicados se han realizado en pequefia
escala (Piletsky y col., 2001).

En la figura 7, se muestra el proceso de estampado molecular para el aislamiento de la

morfina, utilizando como mondémero funcional dcido metacrilico (Hilt y Byrne, 2004).

MH " Formacion del complejo )&\i p ]/g

mondmero-plantilla
n]
Hl:nj 1 Ha

Loido metacrilico Lvlorfina

- Asociacidén
o [
o -~
Disociacion

aH

Figura 7. Proceso de Estampado molecular para el aislamiento de la morfina, utilizando como monoméro

funcional dcido metacrilico y como plantilla morfina (Hilt y Byrne, 2004).
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La tecnologia del estampado molecular se ha utilizado para la fabricacion de
adsorbentes cromatograficos, membranas, anticuerpos artificiales y componentes de sensores
con el objetivo de lograr la separacion de ciertas moléculas (Ulbricht y col., 2002; Zhang y
col., 2001; Piletsky y col., 2001;). Un ejemplo de ello se muestra en la figura 8, donde se
observa el funcionamiento de una membrana hecha a base de un polimero estampado
molecularmente capaz de enlazar selectivamente péptidos que contengan residuos de alanina e
histidina a partir de una mezcla de péptidos con aminoacidos diferentes (Krotz y Shea, 2004).

Esto es una aproximacion sintética del estampado molecular a la cromatografia de afinidad.

Facilitated Membrane Transport of Peptides
r -

% %:% g -
N
3 5 T @
% |
% G e
Hysy Ala / e

Figura 8. Uso de membranas hechas a base de un MIP selectivo para péptidos que contienen histidina y

%? -
%
%

alanina (Krotz y Shea, 2004). Aproximacién sintética del estampado molecular a la cromatografia de

afinidad.

A la fecha existen una gran variedad de metodologias y mondmeros propuestos, pero no
se ha establecido una técnica especifica, por lo que es necesario realizar aproximaciones
empiricas utilizando diferentes mondémeros y condiciones dependiendo de la molécula a

estampar (Rachkov y Minoura, 2001).
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3.1 Diagrama general

Patron de LF comercial.

LF comercial.

Purificacion del patrén de

Sintesis del MIP

Metodologia

Cromatografia de

intercambio idnico

Comprobacion de la
purificacion por electroforesis
en gel de poliacrilamida..

LF pura —p

Estudio de estabilidad de la LF.

Determinacion de proteina
por Bradford.

Analisis de estabilidad de la LF
en acetonitrilo a 25 y 60 °C por
24 h determinado por:

e Dicroismo circular

e Fluorescencia
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3.2. Purificacion del patron de LF (NutriScience, E.U.A.) por cromatografia de

intercambio ionico.

Se solubilizaron 100 mg del patron de LF (NutriScience, E.U.A.) en 10 mL de
amortiguador A (Tris 50mM pH 8.5). La muestra se inyecté a una columna de carboximetil
(CM)-sefarosa, previamente equilibrado con amortiguador A y controlada por un equipo de
FPLC (Fast Pressure Liquid Chromatography). La LF se eluyd con un gradiente lineal de NaCl
0.5 M en amortiguador A. En cada una de las fracciones, la proteina se cuantificd por
absorbancia a 280 nm. El volumen total de corrida fue de 400 mL a una velocidad de 0.5
mL/min. recolectando 100 fracciones de 4 mL cada una. Las de mayor absorbancia y pureza se
juntaron y concentraron para su caracterizacion posterior. La concentracion de las muestras de

proteina se determind mediante el método de Bradford.

3.3. Determinacion de pureza medio de electroforesis en gel de poliacrilamida.

La determinacion de pureza por medio de electroforesis se basa en la separacion de
proteinas gracias a su tamafio, forma y carga neta, a través de un gel de poliacrilamida con un
cierto tamafio de poro y sometido a un campo eléctrico determinado (Scopes, 1986). Los geles

fueron tefiidos con azul de Coomassie.

3.4. Dicroismo circular.

Las mediciones de dicroismo circular se realizaron en un espectropolarimetro Jasco J-
715 (ubicado en la Fac de Medicina) equipado con un portaceldas tipo Peltier para el control de
la temperatura. Las muestras utilizadas fueron soluciones de acetonitrilo (AC)/H20 (0, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 65y 75 % de AC/H20 respectivamente, a una concentracion de
LF de 0.57 mg/mL y fueron incubadas a 60 °C por 24 h. Estas muestras fueron colocadas en
una celda de 0.1 cm de recorrido optico para ser medidas en UV lejano y cercano (190-260,
250-340nm respectivamente) utilizando un ancho de banda de 2nm. Cada espectro fue el
promedio de tres barridos consecutivos y fueron corregidos restandoles la senal del
amortiguador. Cabe mencionar que la medicion para el UV cercano se utilizd una

concentracion de LF de 0.37 mg/mL .
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Cabe mencionar que para realizar el estudio de dicroismo circular en el UV lejano y
cercano se utilizaron diferentes concentraciones de LF segun el intervalo sugerido en el DC
(Creighton, 1997), siendo 0.57 y 0.37 mg/mL respectivamente, siendo éstas las que arrojaron

los espectros de mayor calidad.

3.5. Espectroscopia de Fluorescencia.

Las mediciones de fluorescencia fueron realizadas en un espectrofluorémetro ISS PCI
(ubicado en la Fac de Medicina) excitando a una longitud de onda de 295 nm y midiendo
emision en un rango de 300 a 400 nm, en ambos se empled un ancho de banda de 8 nm. A cada
espectro de fluorescencia le fue restada su correspondiente linea base. Las muestras utilizadas
fueron soluciones de acetonitrilo (AC)/H20 (0, 20, 40, 60, 80 y 90% de AC/H20
respectivamente) a una concentracion de LF de 0.25 mg/mL y para triptofano 0.2 mM. Todas

las muestras fueron incubadas a 60 °C por 24 horas.

3.6 Dinamica molecular.

Se realizd una dindmica molecular (DM) de la estructura de la lactoferrina (LF)
incubada en agua a 25 y 60 °C, utilizando el programa NAMD?2 version 2.6bl para linux-
amd64 corriendo en un procesador MD-X86. Para realizar este analisis se consulté el PDB
(Protein Data Bank codigo 1SQY).

La DM consisti6 de 56,613 atomos de la molécula solvatada en una caja de agua segun
el modelo TIP3P (Wriggers et al. 1998). La trayectoria total consté de 500, 000 pasos con un
tiempo inicial de 3.16 s/paso resultando un tiempo total de 18.33 dias. Durante el curso de la
DM se diseno que cada 2000 pasos el programa arrojara una imagen de la estructura de la LF

resultando un total de 250 fragmentos.
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3.7 Sintesis del polimero estampado molecularmente (MIP).

Para desarrollar el polimero estampado molecularmente se utilizo6 como mondmero
funcional acrilamida (AC), etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) y bisacrilamida como agente
entrecruzante y azobisisobutironitrilo (AIBN) como catalizador de la reaccion. Asi mismo, se
utilizé un patréon de LF comercial (NutriScience, E.U.A.) como fuente de LF mismo que se
purifico por cromatografia de intercambio idnico para asi obtener LF pura y ser utilizada como
molécula plantilla. La reaccion de polimerizacion se llevd a cabo a una temperatura de 55 °C

bajo una atmésfera inerte durante 1h. (Pang y col., 2005; Ou y col., 2004).

3.7.1 Extraccion de la plantilla.

La extraccion de la plantilla se llevd a cabo realizando lavados del MIP con una
solucion de agua acidulada (H20O/HCI) con agitacion vigorosa. Posteriormente la muestra se
centrifugo y se recolectaron los sobrenadantes (soluciones de extraccidon) para ser concentrados

y finalmente analizados (Pang y col., 2005).

3.7.2. Determinacion de la eficiencia de adsorcion del MIP.

Después de haber desprendido la plantilla del polimero estampado, éste se resuspendid
en una mezcla de proteinas (entre ellas LF) de concentracion conocida.

La eficiencia de adsorcion se determin6 midiendo la disminucion de proteina libre. Para
ello se realizo una centrifugacion y se tomo una alicuota de los sobrenadantes determinando en
ellos la disminucién de proteina mediante la técnica de Bradford. La eficiencia del MIP con
respecto a la especificidad se determin6 por un analisis electroforético (Pang y col., 2005;

Shiomi y col., 2005) utilizando el programa Molecular Analyst Software, version 1.5.
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Resultados y Discusién

4.1 Purificacion del patron de LF (NutriScience, E.U.A.)

El Estampado molecular es una técnica basada en la especificidad, por lo que requiere
que la molécula a estampar posea un alto grado de pureza. Por ello, se realizé una purificacién
del patron de lactoferrina comercial (NutriScience, E.U.A.). Para ello, se emple6 cromatografia
de intercambio i6nico donde se solubilizaron 100 mg del patrén en 10 mL de amortiguador A
(Tris 50mM pH 8.5). La muestra se inyect6 a una columna de carboximetil (CM)-sefarosa, con
un gradiente salino de NaCl 0.5 M. El volumen de corrida fue de 400 mL a una velocidad de
0.5 mL/min. Cabe mencionar que este procedimiento se repitid 5 veces con la finalidad de
obtener la mayor cantidad de LF pura para su posterior uso en el estampado molecular. El

diagrama de elucion se presenta en la figura 9.

0.0012

absorbancia a 280 nm

-0.0002

No. de fraccion

Figura 9: Cromatograma obtenido de la purificacion del patréon de LF (NutriScience, E.U.A.) mediante
cromatografia de intercambio i6nico pH 8.5.
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Para determinar la pureza de las fracciones se corrieron electroforesis en gel de
poliacrilamida T= 12% inyectando un estandar de peso molecular con un rango de 200 a 7

kDa, asi como fracciones al azar. Los geles obtenidos se presentan en las figuras 10y 11.

PM kDar—— —
o Fig 10. Electroforesis en gel de
i(l)g poliacrilamida T=12% teiiido
96 — con azul de coomasie.
51 | Carriles:
1.- Estandar de PM
17 . 2.- LF sin purificar
3.- fraccion 2
- 4.- fraccidon 7
2 5.- fraccion 21
. 6.- fraccion 23
20 ; 7.- fraccion 25
/ 8.- fraccion 29
; . ' 9.- fraccion 30
i 10.- fraccion 31.

Carriit 1 2 3 4 5§ 6 7 8 9 10

PM kDa
200 [ Fig 11. Electroforesis en gel de
115 | Seee poliacrilamida T=12% teiiido
96 : con azul de coomasie.
51
Carriles:
37 1.- Estandar de PM
4 2.- LF sin purificar
29 3.- fraccion 42
l 4 .- fraccion 54
| 5.- fraccion 58
20 | 6.- fraccion 60
7.- fraccion 77
7 — _. 8.- fraccion 82
o p—] 9.- fraccion 85

10.- fraccion 87

Carrii 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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En la figura 10 se observan la diferentes impurezas que contiene el patron de LF. Las
fracciones donde se encontr6 mayoritariamente LF con un PM aproximado de 80 kDa y con un
menor nimero de impurezas fueron las 60 a la 87, (fig 11 carril 6 al 10). Aunque se observa la
presencia de otras dos proteinas en estas fracciones, la concentracion de las mismas es minima
comparada con la de la LF. Por lo que se decidi6 concentrar las fracciones de la 60 a la 90 de
las cinco purificaciones realizadas al patron de LF.

Es importante mencionar que probablemente la cromatografia de afinidad fuera mas
adecuada para la purificacion de esta proteina, sin embargo, no se contaba con las condiciones
para explorar esta metodologia. Por tanto, se decidio proceder al estampado molecular con
esta muestra con un minimo porcentaje de impurezas.

Para determinar la concentracion final de LF se realizO una curva patron de
seroalbimina en un rango de 0.2 a 1 mg/mL mediante la técnica de Bradford, obteniendo la
siguiente ecuacion:

P (mg/mL)= AbSssgsnm — 0.061307 / 1.051641
R=0.9940

Los miligramos totales de LF que se lograron obtener de las cinco purificaciones

realizadas al patron fueron aproximadamente 200 mg, cantidad de LF que se utilizd como

plantilla para realizar el estampado molecular y los estudios de estabilidad.
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4.2 Estudio de estabilidad de la lactoferrina determinado por dicroismo circular.

Es importante mencionar que se realizd un estudio de estabilidad de la lactoferrina con
respecto a la naturaleza del solvente y la temperatura, porque las condiciones de
polimerizacion a las que se sintetiza el MIP son demasiado severas para una proteina, (solvente
acetonitrilo y Temp. de 60° C) que podrian provocar una desnaturalizacion de la misma y con
ello un MIP especifico para una estructura diferente a la nativa, y alejada del objetivo general
del proyecto. Por ello, fue necesario asegurar que las condiciones de polimerizacion no

afectaron la estructura de la lactoferrina.

4.2.1 Naturaleza del solvente
Para analizar la estabilidad de la lactoferrina con respecto al solvente, se llevé a cabo un
estudio de dicroismo circular para determinar si existe algiin cambio en la estructura secundaria
(a-hélice y hoja B) de la lactoferrina en el intervalo del UV lejano 190-230 nm, al ser disuelta
en diferentes soluciones de acetonitrilo (AC)/H20 (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 y 75% AC/H20
respectivamente) para una concentracion constante de proteina (0.57 mg/mL). Los espectros

obtenidos se presentan en la figura 12.

Estabilidad de la LF en Acetonitrilo
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Figura 12. Estabilidad de la LF en diferentes soluciones acetonitrilo (0-75% AC/H20) medido por
dicroismo circular UV lejano 190 a 260 nm.
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Se puede observar en la figura 12, que al incrementar el porcentaje de acetonitrilo no
ocurre un cambio drastico en el espectro de la estructura nativa de la LF (linea rosa), lo cual
sugiere que este solvente produce un cambio conformacional minimo en la estructura

secundaria de la LF.

4.2.2 Temperatura

Para analizar la estabilidad de la lactoferrina con respecto a la temperatura, se realizaron
estudios de dicroismo circular y de fluorescencia para determinar algin cambio en su
estructura secundaria y terciaria al ser disuelta en diferentes soluciones de acetonitrilo (AC)
(0, 20, 40, 60, 80 y 90% AC/H20) y ser incubada a temperaturas de 25 y 60 °C durante 24 h.

Para el caso de dicroismo circular en la region del UV lejano (190-260 nm) la
concentracion de LF utilizada fue de 0.57 mg/mL, y para el UV cercano (250-340 nm) fue de

0.37 mg/mL .Los resultados de este estudio se muestran en las figuras 13, 14y 15.

= —o—|f 25°C ag

S

5 —m—Lf60°Cag2h
N

5 If 60°Cag24h
o

Q

3

T

2

= I A
5 ,v""'v"#

02

s

i

190 200 210 220 230 240 250 260

logitud de onda nm

Figura 13. Espectro de LF en agua incubada a temperaturas de 25y 60 °C durante 24 hrs, determinado por
dicroismo circular UV lejano 190 a 260 nm.
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Figura 14. Espectros de LF en una solucion 75% AC/H20 incubada a temperaturas de 25y 60 °C durante
24 hrs, determinado por dicroismo circular UV lejano 190 a 260 nm.
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Figura 15. Espectros de LF en una solucion 90% AC/H20 incubada a temperaturas de 20 y 60 °C durante
24 hrs, determinado por dicroismo circular UV cercano 250 a 340 nm.
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En la figura 13 se observa el espectro de dicroismo circular (UV lejano) de la
lactoferrina disuelta en agua e incubada a temperaturas de 25 y 60 °C durante 24 h. La
temperatura podria ser un factor que desnaturalize la estructura de esta proteina; sin embargo,
los resultados sugieren que la estructura secundaria de la LF permanece después de haberla
sometido a las condiciones mencionadas, debido a que es minimo el cambio en los espectros.
Ademas, el efecto que se produce al incubarla a 60°C durante 2 o 24 h es muy parecido, ya que
los espectros siguen la misma tendencia, y no corresponden a espectros de una proteina
desnaturalizada (Creighton, 1997; Curtis,1990).

En la figura 14 se observa el espectro de dicroismo circular de la LF (UV lejano)
disuelta en acetonitrilo e incubada a temperaturas de 25 y 60 °C durante 24 hrs. Los resultados
de este espectro sugieren dos efectos inusuales:
1°. El acetonitrilo probablemente sea un solvente que no ocasione ningln dafio a la estructura
secundaria de la LF. Por el contrario, podria aumentar su nivel de estructuracion al cabo de 24
h. Este comportamiento se puede observar en el espectro de la LF (linea verde) con respecto al
de la linea azul. Comparando estos dos espectros se observa que el verde posee una menor
elipticidad molar, lo que sugiere que no se pierde estructura secundaria ya que el espectro no
tiende a cero por el contrario, la proteina muestra un aumento en su nivel de estructuracion.
2°. Se observa también que la temperatura tampoco es un factor que afecte en forma dréstica la

estructura secundaria de esta proteina en el intervalo estudiado.

Se obtienen intensas bandas por DC en la region del UV cercano (250-340nm) cuando
una proteina se encuentra en su estado nativo debido a que las cadenas laterales de los
aminodcidos aromaticos permanecen inmovilizadas en un ambiente asimétrico. Cuando una
proteina se encuentra desnaturalizada, las bandas de estos aminoacidos son muy pequefias. Las
senales y magnitudes que proporcionan los aminoacidos. aromaticos en esa region del UV no
pueden ser calculadas y resulta muy complejo analizar los picos individuales del espectro.
Usualmente no pueden ser asignadas a transiciones de cadenas laterales de aminoacidos
especificos. Sin embargo, la regién del UV cercano representa un buen criterio para evaluar a
una proteina en su estado nativo y desnaturalizado, lo cual puede ser utilizado como una huella
digital para evaluar la conformacion correcta del estado nativo de una proteina, (Creighton,

1997).
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En la figura 15 se observa el espectro de dicroismo circular (UV cercano 250 a 340 nm)
de la lactoferrina disuelta en agua y en acetonitrilo al ser incubada a temperaturas de 25 y 60
°C durante 24 hrs. Los resultados de este estudio sugieren que la LF no se encuentra
desnaturalizada cuando es sometida a las condiciones adscritas, debido a que su espectro (linea
azul) no tiende a una elipticidad molar de cero. Si se compara este ultimo con el espectro de la
estructura nativa (lineas roja y azul) se observan cambios entre ellos, lo cual podria indicar que
los aminoacidos aromaticos se encuentran expuestos en diferentes ambientes, lo que es logico
ya que al aumentar la cantidad de acetonitrilo en una solucion se produce una disminucion en
la constante dieléctrica modificando el ambiente al que se exponen los aminoacidos
(Creighton, 1997).

Cuando la LF es disuelta en agua e incubada a 60 °C 24 h, ademdas de experimentar
cambios en los ambientes de los aminodcidos aromaticos sufre un cambio conformacional
disminuyendo su nivel de estructuracion (linea morada) sin llegar a una desnaturalizacion
completa. Esto sugiere, que la proteina podria preferir estar disuelta en acetonitrilo que en

agua.
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4.3 Estudio de estabilidad de la lactoferrina determinado por fluorescencia.

Los resultados del estudio de la estructura de la LF determinado por la fluorescencia se
presentan en las figuras 16, 17, 18 y 19. La concentracién de LF utilizada fue de 0.25 mg/mL y
para triptofano 0.2 mM. Cabe sefialar que este ultimo se utiliz6 como blanco para tener un
punto de comparacidon y poder determinar como cambia el triptofano cuando se somete a las

condiciones adscritas.
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Figura 16. Espectros de fluorescencia de la estructura de la LF en agua y en soluciones de 20, 40, 60, 80, y

95% AC. A) Temperatura de 25 °C. B) Temperatura de 60°C incubados 24h.

35




Capitulo cuatro

Resultados y discusion

800000
—e— 10%AC
——20%AC
700000 - 30%AC
40%AC
600000 - —X¥—50%AC
3 —@—60%AC
§ 500000 ——70%AC
8 | ——80%AC
E —=—90%AC
“%',400000 1 —&— 100%AC
e
(]
e
"% 300000 -
c
[]
£
200000
100000 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘
A 290 340 390 440 490
longitud de onda (nm)

intensidad de fluorescencia

B

1600000

1400000 -

1200000 -

1000000 -

800000 -

600000 -

400000 -

200000 -

0

—&—trip0%AC
trip10%AC
——trip20%AC
trip30%AC
trip40%AC
trip50%AC
trip60%AC
—%—trip70%AC
% | ——trip80%AC
—&—trip100%AC

> &

290

310

330

350 370 390

longitud de onda nm

Figura 17. Espectros de fluorescencia del triptofano en agua y en soluciones de 20, 40, 60, 80, y 95% AC. A)
Temperatura de 25 °C. B) Temperatura de 60°C incubados 24h.
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En las figuras 16 y 17 (panel A y B) se muestran los espectros de fluorescencia de la LF
como del triptofano al ser disueltos en agua y en soluciones de 20, 40, 60, 80 y 95 %AC
incubadas a temperaturas de 25 y 60 °C durante 24 h respectivamente.

Generalmente cuando una proteina experimenta una desnaturalizacion ésta va
acompanada de grandes cambios tanto en la intensidad de fluorescencia (tendencia a cero)
como, en la longitud de onda de méxima absorcion (aprox 350 nm, valor méximo de absorcioén
para el caso del triptofano en solucion acuosa (Creighton, 1997).

En la figura 16 la LF exhibe un incremento en la intensidad de fluorescencia cuando se
aumenta la cantidad de AC. Este comportamiento podria ser un indicativo de que una solucién
al 95 %AC no produce la desnaturalizacion de la misma. Sin embargo, existe un cambio en el
ambiente al que estan expuestos los triptofanos de la LF, ya que se observa un desplazamiento
del maximo de fluorescencia hacia el rojo de 324 (linea amarilla) a 330 nm (linea azul figura
16 A), lo que indica que el ambiente es mas hidrofobico, probablemente la estructura terciaria
de la proteina se modifique pero, sin llegar a un estado desnaturalizado (340 nm, longitud de
onda de méaxima de absorcion para el triptofano disuelto en 100% de acetonitrilo, figura 17 A
linea roja).

Cuando este mismo analisis se efectiia al cabo de 24 hrs para muestras incubadas a una
temperatura de 60 °C se observa el efecto contrario; existe un desplazamiento del maximo de
fluorescencia de 340 nm (linea amarilla) a 330 nm (linea azul figura 16 B), lo cual podria
indicar que el ambiente al que estan expuestos los triptofanos cambia a ser un ambiente

hidrofilico.
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Utilizando los datos de la intensidad de fluorescencia de los espectros obtenidos fue
posible calcular el CEM (centro espectral de masa) de la LF como del triptofano, para
determinar de una forma maés exacta si la proteina después de someterla a las condiciones de
temperatura y solvente mencionadas presenta un CEM de una proteina en estado
desnaturalizado.

Las figuras 18 y 19 muestran el CEM del triptofano como de la LF en funcion de la
constante dieléctrica (€) respectivamente. Al aumentar la cantidad de acetonitrilo disminuye la
constante dieléctrica del medio.

En la figura 19 se observa que ambas graficas siguen la misma tendencia. El CEM cambia a
longitudes de onda menores al disminuir la € del medio de 78.54 a 42.77. El valor de CEM que
presenta la estructura nativa de la LF (linea negra) y la incubada a 60 °C 24 h (linea roja)
disminuyen de 343.2 a 339.5nm y de 344.2 a 339.5 nm, siendo la diferencia de 3.5 y 4.5nm
respectivamente. Segun datos reportados, cuando una proteina estd desnaturalizada el CEM se
encuentra entre 348-356 nm (Creighton, 1997). Lo cual sugiere, que esta proteina no
experimenta una desnaturalizacion cuando se encuentra en acetonitrilo; asi mismo, el
pardmetro de temperatura no produce diferencias notables con respecto al cambio de la
constante dieléctrica, por lo que podria no ser afectada en su totalidad la estructura nativa de

esta proteina.
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4.4 Dinamica Molecular.

Se llevo a cabo una simulacion de dindmica molecular (DM) de la estructura de la
lactoferrina (LF) incubada en agua a 25 y 60 °C, utilizando el programa NAMD2 version 2.6b1
para linux-amd64 corriendo en un procesador MD-X86 (Wriggers y col., 1998). Para realizar

este analisis se consulto el PDB (Protein Data Bank codigo 1SQY).
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Fig 20. DinaAmica molecular de la LF realizada con el programa NAMD 2.6b1 para Linux-amdé64, a una
temperatura de 298 K (25 °C) y 333 K (60 °C). a) Energia total contra tiempo. B) RMSD de los C, contra

numero de fragmentos. C) RMSD Ca contra numero de residuos.

En la figura 20 A se muestra la energia total (Kcal/mol) teorica de los sistemas, donde
se observa un comportamiento estable para ambos experimentos (LF a 25 y 60 C°) durante el
tiempo que dura la dindmica molecular.

La DM se disefio que cada 2000 pasos el programa arrojara una imagen de la estructura
de la LF resultando un total de 250 fragmentos. La figura 20 B muestra las RMSD (root-mean-
square-deviations) en funcidon del nimero de fragmentos obtenidos. Donde se observa que las

fluctuaciones son constantes, lo que sugiere que el procedimiento es confiable.
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En la figura 20 C se muestran las RMSD en funcion del nimero de residuos de la LF.
Durante el tiempo que dura la DM existen algunos residuos de la estructura de la LF que son
flexibles y que poseen mayor movilidad que otros, debido a que se observan picos altos con
una mayor RMSD en la grafica (Likic, 2003).

Al sobreponer las imagenes obtenidas de la estructura de la LF en la DM después de
haber sido monitoreada en las condiciones de temperatura a 25 y 60 °C no se observa un
cambio drastico en ambas estructuras lo que sugiere, que esta proteina es estable y mantiene su

estructura global atn a altas temperaturas (figura 21).

LF 2 GG

Figura 21. Estructuras tridimensionales de la lactoferrina (LF) después de haber realizado la DM.
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4.5 Sintesis del polimero estampado molecularmente.

Para desarrollar el estampado molecular se utilizd como plantilla LF pura donde se
sintetizaron seis polimeros estampados molecularmente utilizando acrilamida (AC) como
monomero funcional, etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) y bisacrilamida como agente
entrecruzante y azobisisobutironitrilo (AIBN) como catalizador de la reaccion.

Para la sintesis del MIP se varié la relacion entrecruzante: mondémero funcional, asi
como, la concentracion de LF pura al momento de estampar.

Los MIP’s denominados 1.1 y 1.2 se sintetizaron con bisacrilamida en una relaciéon 1:8 con
respecto a la acrilamida, y la concentracion utilizada de LF fue de 20 y 40 mg/mL
respectivamente.
Los MIP’s denominados 2.1 y 2.2 se sintetizaron con bisacrilamida en una relacion 1:10 con
respecto a la acrilamida, y la concentracion utilizada de LF fue de 20 y 40 mg/mL
respectivamente.

Los MIP’s denominados 3.1 y 3.2 se sintetizaron con EGDMA en una relacion 1:12
con respecto a la acrilamida, y la concentracion utilizada de LF fue de 20 y 40 mg/mL
respectivamente.

Para cada polimero estampado molecularmente se sintetizd su respectivo blanco (B)
ausencia de la molécula plantilla (LF pura) denominandolos B, B, y B; respectivamente. Esto
se realizd con la finalidad de comparar la capacidad de sorcidon no especifica de los polimeros
obtenidos. En teoria los blancos, al no tener plantilla no poseen una cavidad especifica capaz
de ligar LF.

Las condiciones de polimerizacion en cuanto a tiempo y temperatura fueron de 60 °C

durante 1 h.
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4.6 Eficiencia de adsorcion del polimero estampado molecularmente.

Los MIP’s asi como sus respectivos blancos, fueron suspendidos en una mezcla de
proteinas de concentracion conocida (patron de LF comercial NutriScience, E.U.A.) a una
concentracion de 1 mg/mL), para determinar la eficiencia de adsorcion de los polimeros
sintetizados midiendo la disminucién de proteina libre en solucion. Es importante mencionar
que para la determinacion de este parametro fue necesario centrifugar los polimeros para
después tomar una alicuota de los sobrenadantes (SN) restantes, determinando en ellos la
disminucion de proteina mediante la técnica de Bradford. Para ello se realizo una curva patron

de seroalbumina en un intervalo de 0.2 a 1 mg/mL , obteniendo la siguiente ecuacion:

P (mg/mL)= Abssosnm — 0.03658 / 1.0051641
R=0.9970

Cabe mencionar que los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados en

cuanto a la eficiencia de adsorcion de los MIP’s y sus B’s se presentan en la figura 22.
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Concentracién mg/mL

LF Bl MIPI.1 MIP1.2 B2 MIP2.1 MIP2.2 B3 MIP3.1 MIP3.2

Figura 22.- Concentracion de proteina (determinada por la técnica de Bradford) (mg/mL)
presente en los SN de los polimeros estampados molecularmente (MIP,; MIP;, , MIP,; MIP,,
MIP;,;, MIP;,) asi como la de sus respectivos blancos (B;, B, y B;) después de haber sido
suspendidos en una mezcla de proteinas (LF NutriScience, E.U.A. 1 mg/mL) .

El analisis estadistico aplicado a estos datos arroj6 que solo la concentracion del SN
perteneciente al MIP;, era diferente (0=0.06), por tanto no existe diferencia significativa en las
demads concentraciones, incluyendo la de su propio blanco (Bs) con respecto al patrén inicial.
Por tanto, la disminucién de proteina en el SN del MIPs, demuestra que solo éste polimero es
el unico que posee la capacidad de adsorber proteina después de enfrentarse a una mezcla de
proteinas que incluye LF.

La cantidad de proteina adsorbida por este polimero fue de 0.2 mg/mL, mientras que su
blanco adsorbe la mitad 0.1 mg/mL, con respecto al patrén de LF siendo su concentracion de 1

mg/mL.
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Después de determinar la eficiencia de adsorcion de los polimeros Bs y MIP;; fue
necesario lavar los polimeros B; y MIPs, para comprobar que ademads de tener la capacidad de
adsorber proteina , también fueran capaces de desprenderla.

De acuerdo a la literatura, las interacciones que se producen entre el polimero y la
proteina son de caracter débil como lo son: los puentes de hidrogeno, interacciones idnicas e
hidrofobicas entre otras. Por tanto, es posible extraer a la proteina del polimero realizando una
serie de lavados con agua 4cida bajo una agitacion vigorosa (Shiomi y col., 2005).

Este tratamiento se aplicod a los polimeros Bs y MIP;,. Posteriormente las muestras se
centrifugaron y se recolectaron los sobrenadantes, (soluciones de extraccion) para ser
concentrados y finalmente analizados mediante la técnica de electroforesis utilizando un gel de
poliacrilamida con una T=12%. Las muestras inyectadas al gel de electroforesis fueron: un
estandar de peso molecular (PM) y las soluciones de extraccion del B; y MIP;, denominadas

SEg3 y SEmips .2 respectivamente. Los resultados se presentan en la figura 23.

PM kDa
f‘l)g Fig 23. Electroforesis en gel de
'Y poliacrilamida T=!2% teifiido
. con azul de coomasie.
3 Carriles:
2.- Estandar de PM
29 4.- SEp3
6.- SEmip32
20 8.- SEj3 dilucion 1:2
10.- SE mrp 3.2 dilucién 1:2
7
Carril 2 4 6 8 10

Como se observa en la figura 23, carriles 6 y 10 (muestras SE pp 32 ) existe una banda
con un peso molecular aproximado de 80 kDa, lo cual sugiere la presencia de la proteina LF.
Este no es el caso para las soluciones de extraccion del blanco (carriles 4 y 8) donde no se
percibe ninguna banda cercana a este PM. Esto comprueba que efectivamente el MIP;,
adsorbido LF de manera selectiva y que ademas se logré su purificacion por extraccion de la

misma del polimero estampado molecularmente.
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Para poder determinar la cantidad de LF extraida del MIP3; se inyect6 un estandar de la
proteina seroalbimina (SA) a diferentes concentraciones (0.25-0.1 mg/mL) en un gel de
electroforesis. Asi mismo, se inyectaron las muestras SEg; y SEmip32 y finalmente muestras de
LF impura y LF parcialmente pura a una concentracion de 0.5 mg/mL como punto de

comparacion.

con azul de coomasie.

Carriles:
1.-Estandar de SA 0.25 mg/mL
2.-Estandar de SA 0.2 mg/mL
3.-Estandar de SA 0.15 mg/mL
4.-Estandar de SA 0.1 mg/mL
5.-LF imp 0.5 mg/mL

6.- SEp3

7.- SE mip 3.2

8.- LF pura 0.5 mg/mL

9.- SEg3 dilucién 1:2

10.- SE mrp 3.2 dilucion 1:2

Carril

Utilizando el programa Molecular Analyst Software version 1.5 se determind, a partir
de las concentraciones de SA, que la concentracion final de LF extraida del MIP;, fue de 0.17
mg/mL, lo cual indica que de la proteina total adsorbida por el MIP;, (0.2 mg/mL) 0.17
mg/mL corresponde a lactoferrina. El gel resultante se presenta en la figura 24.

Con los resultados de este ensayo se comprueba la funcionalidad y especificidad del
MIPs, ya que este polimero fue capaz de adsorber LF a partir de una mezcla de proteinas y
que ademas lo hizo de forma especifica, pues se observa su preferencia por la LF (carriles 7 y
10). Asi mismo, se observa que en los carriles 6 y 9 correspondientes a las soluciones de
extraccion del blanco (B3), no se observa ninguna banda. Esto comprueba que solo el MIPs,
tiene cavidades especificas para ligar a la molécula de lactoferrina que le otorgan la

especificidad buscada.
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Conclusiones

1.- Se realiz6 una purificacion parcial por cromatografia de intercambio i6nico a pH de 8.5 del
patron de LF (NutriScience, E.U.A.) obteniendo 200 mg de LF parcialmente pura con un
minimo porcentaje de impurezas.

2.- Los resultados en cuanto al estudio de estabilidad de la LF determinados por Dicroismo
circular y Fluorescencia, sugieren que esta proteina experimenta cambios locales en su
estructura cuando se encuentra disuelta en acetonitrilo y a 60 C°. Sin embargo, no hay
evidencia de que la proteina experimente una desnaturalizacion o una pérdida total de su
estructura nativa. El solvente acetonitrilo parece estabilizarla y al mismo tiempo aumentar su
nivel de estructuracion.

3.- Los resultados de la dindmica molecular muestran que la LF después de ser analizada a dos
diferentes temperaturas (25 y 60°C) se mantiene estable y no se modifica drasticamente su
estructura, lo que se podria corroborar los resultados experimentales.

4.- Se concluye que las condiciones a las que se realiza la sintesis del polimero estampado
molecularmente (solvente y temperatura) si producen cambios locales en la estructura de la LF.
Sin embargo, la estructura global de la proteina se mantiene, por lo que fue posible sintetizar
un MIP con sitios especificos de reconocimiento para la LF en su estado nativo.

5.- De seis polimeros estampados molecularmente solo uno demostrd poseer la capacidad de
adsorber proteina. El MIP;, (hecho a base de acrilamida como mondémero funcional y
EGDMA como agente entrecruzante) mostrod capacidad para ligar especificamente lactoferrina
a partir de una mezcla de proteinas. La cantidad de proteina total adsorbida por el MIPs; fue de
0.2 mg/mL siendo 0.17 mg/mL lactoferrina. Se desprende que la técnica de estampado
molecular es promisoria para la recuperacion de lactoferrina a partir del suero de leche.

6.- Ante la problematica que existe para estampar molecularmente a una proteina es importante
resaltar la importancia de esta investigacion pues es la primera vez que se logra la separacion
especifica de LF. De hecho, representa el primer resultado exitoso reportado por la técnica de
estampado molecular para una proteina de este peso molecular (80 kDa).

7.- El presente estudio sirvid para abrir puertas a otras investigaciones que tengan como fin la
purificacion de esta proteina de alto valor agregado a partir del suero de leche mediante la

novedosa técnica del estampado molecular.
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Importancia de nuevos hallazgos y sus aplicaciones.

La lactoferrina (LF) es la proteina de mayor valor agregado del suero de leche.
Recientemente ha crecido mucho el interés comercial por esta proteina, porque posee
caracteristicas nutracéuticas y funciones biologicas interesantes, tales como su actividad
bacteriostatica por su capacidad de fijar el hierro de la leche. Ademads, se ha reportado que
ejerce un efecto bactericida y posee propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias,
antivirales, asi como también, estimula el sistema inmune y favorece el crecimiento de flora
benéfica en el tracto intestinal (Tomé y Debabbi, 1998). Actualmente el kilogramo de esta
proteina tiene un precio aproximado de $1,500.00 dolares americanos; este costo tan elevado se
debe, ademas del interés comercial que existe, a la dificultad para lograr su separacion y
purificacion a partir del suero de leche, ya que esta proteina se encuentra en baja concentracion
y mezclada con muchas otras proteinas.

En este trabajo se lograron dos avances muy importantes:

A) Se desarroll6 una metodologia basada en el estampado molecular para la recuperacion de
lactoferrina que no ha sido reportada previamente. El estampado molecular ha sido utilizado en
la recuperacion de compuestos de bajo peso molecular, sin embargo, son muy escasos los
reportes de estampados moleculares para macromoléculas como los son las proteinas (Pang y
col., 2005; Ouy col., 2004). La dificultad para realizar un estampado molecular aumenta con el
tamafio de la molécula a estampar, por lo que cabe resaltar la importancia de esta investigacion
debido a que se logro la recuperacion de una proteina con un peso molecular de 80 kDa.

B) El otro aspecto importante fue demostrar que la técnica del estampado molecular es
promisoria para separar LF a partir de una mezcla de proteinas, lo que ha sido dificil de lograr
por otras técnicas, a juzgar por el alto costo de la proteina y por la baja pureza de los productos
comerciales disponibles.

El desarrollo a gran escala de este sistema permitiria contar con una técnica de
purificacion para la LF a partir del suero de leche, y con ello el aumento en el uso comercial de

esta proteina de alto valor agregado a partir de una disminucion en su costo de recuperacion.

48



Capitulo cuatro Resultados y discusion

Bibliografia

Abdallah F. y Chahine J. (2000). Transferrins : Iron release from lactoferrin. Journal of
Molecular Biology 303, 255-266.

Alais C. (1998). Ciencia de la leche. Principios de la técnica lechera. Continental, SA
de CV. México, pp 40-50, 70-90.

Amiot J., Bergeron L., Blais A., Bonin G. y Boudreaw A. (1992). Ciencia y Tecnologia
de la leche. Principios y Aplicaciones. Acribia, SA. de CV. Espafa, Zaragoza, pp 1-3,
20-25, 31-32.

Albert M. (2001). Molecularly imprinted polymers; new molecular recognition,
materials for selective solid-phase extraction of organic compounds. Fresenius Journal
of Analytical Chemistry 370, 795-802.

Badui D. (1993). Quimica de los Alimentos. 3* edicion. Alhambra. México, pp 321-340.

Baker H., Baker E. (2004). Lactoferrin and Iron: structural and dynamic aspects of
binding and release. Biometals 17,209-216.

Blackberg L. y Hernell O. (1980). Isolation of lactoferrin from human whey by a single
chromatographic step. FEBS Letters 109, 180-184.

Buchhoz H. y Scheper T. (2000). Whey Proteins of milk;, components functional in
foods. International Dairy Journal 9, 226-231.

Castro B., Whitcombe M., Vulfson E., Duhalt R. y Barzana E. (2001). Molecular
imprinting for the selective adsorption of organosulphur compounds present in fuels.
Analytica Chimica Acta 435, 83-90.

Chen W., Sung C. y Lin F. (2001). Molecular recognition in imprinted polymers,
thermodynamic investigation of an analyte binding using microcalorimetry. Journal of
Chromatography A 923, 1-6.

Creighton T. (1997). Protein Structure. 2a. edicion. Oxford University Press. United
States, pp 261-295.

Curtis J. (1990). Protein Secondary structure and circular dichroism. PROTEINS;

Structure, function and genetics 7, 205-214.

49



Capitulo cuatro Resultados y discusion

Farnaud S. y Evans R. (2003). Lactoferrin a multifunctional protein with antimicrobial
properties. Molecular Immunology 40, 395-405.

L Fox P.y McSweeney P. (1998). Dairy Chemistry and Biochemistry. Blackie
Academic and Professional. Reino Unido, pp 1,21-40, 56-62.

L Garcia-Garibay M., Quintero R. y Lépez M. (1993). Biotecnologia Alimentaria.
Limusa. México, DF., pp 153-156, 196-198.

Hawkins D., Stevenson D. y Reddy S. (2005). Investigation of protein imprinting in
hydrogel-based molecularly imprinted polymers (HydroMIPs). Analytica Chimica
Acta 542, 61-65.

Hilt J. y Byrne M. (2004). Configurational biomimesis in drug delivery: molecular
imprinting of biologically significant molecules. Advanced DRUG DELIVERY
Reviews 56, 1599-1620.

Hsiang S. y Hsiung Y. (1999). Various forms of mouse lactoferrins, purification an
characterization. Journal of Chromatography B 726, 45-52.

Krotz J. y Shea K. (2004). Imprinted polymer membranes for the selective transport of
targeted neutral molecules. Journal of the American Chemical Society 118, 8154.

Likic V., Strehler E. y Gooley P. (2003). Dynamics of Ca2+ saturated calmodulin
D129N mutant studied by multiple molecular dynamics simulations. Protein Science
12, 2215-2229.

Moore S., Anderson B., Groom C., Haridas M. y Baker E. (1997). Three-dimensional
Structure of diferric bovine Lactoferrin at 2.8 A Resolution. Journal of Molecular
Biology 274, 222-236.

Nicholls I., Adbo K., Andersson H., Ankarloo J. (2001). Can we rationally design
molecularly imprinted polymers?. Analytica Chimica Acta 435, 9-18.

Ohashi A., Murata E., Yamamoto K., Majita E. y Sano E. (2003). New functions of
lactoferrin and [-casein in mammalian milk as cysteine protease inhibitors.
Biochemical and Biophysical Research Communications 306, 98-103.

EdOu S., Wu M., Chou T. y Liu C. (2004). Polyacrylamide gels with electrostatic
functional groups for the molecular imprinting of lysozyme. Analytica Chimica Acta

504, 163-166.

50



Capitulo cuatro Resultados y discusion

Pang X., Cheng G., Li R. y Lu S. (2005). Bovine serum albumin-imprinted
polyacrylamide gel beads prepared via inverse-phase seed suspension polymerization.
Analytica Chimica Acta 550, 13-17.

Pedersen L. y Mollerup J. (2003). Whey proteins as a model system for
chromatographic separation of proteins. Journal of Chromatography B 790, 161-173.

Piletsky S., Alcock S. y Turner A. (2001). Molecular imprinting: at the edge of the
third millennium. TRENDS in Biotechnology 19 (1), 9-12.

Rachkov A. y Minoura N. (2001). Towards moleculary imprinted polymers selective to
peptides and proteins. The epitope approach. Biochimica et Biophysica Acta 1544,
255-266.

Riechel P., Weiss T., Weiss M. y Ulber R. (1998). Determination of the minor whey
protein bovine Lactoferrin in cheese whey concentrates with capillary electrophoresis.
Journal of Chromatography A 817, 187-193.

Scopes R. (1986). Protein Purification. Principles and practice. E.U.A., pp 240-243,
245-253.

Sharma A., Paramasivam M., Srinivasan a., Yadav M. y Singh T. (1998). Three-
dimensional Structure of Mare Diferric Lactoferrin at 2.6 A Resolution. Journal of
Molecular Biology 289, 303-317.

Sharma S., Kumar P., Betzel C. y Tej P. (2001). Structure and function of proteins
involved in milk allergies. Journal of Chromatography B 756, 183-187.

Shiomi T., Matsui M., Mizukami F. y Sakaguchi K. (2005). A method for the molecular
imprinting of hemoglobin on silica surfaces using silanes. Biomaterials 26, 5564-5571.

Spreer. (1992). Lactologia Industrial. 6* edicion. Acribia, SA. de CV. Espafia,
Zaragoza, pp. 527-530.

51



Capitulo cuatro Resultados y discusion

Takeuchi T. y Haginaka J. (1999). Separation and sensing based on molecular
recognition using molecularly imprinted polymers. Journal of Chromatography B 728,
1-20.

Tomé D. y Debabbi H. (1998). Physiological Effects of Milk Protein Components.
International Dairy Journal 8, 383-392.

Tsuda H., Sekine K., Kuhara T. y Takasuka N. (2000). Milk and dairy products in
cancer prevention, focus on bovine Lactoferrin. Mutation Research 462, 227-233.

Ulbricht M., Belter M., Langenhangen U. y Weigel W. (2002). Novel molecularly
imprinted polymer MIP, composite membranes via controlled surface and pore
functionalizations. Desalination 142, 293-295.

Varnam A.y Sutherland J. (1994). Milk and milk products. Technology, chemistry and
microbiology. Chapman and Hall. Gran Bretaa, pp 10-15.

Walstra P. y Jenness R. (1987). Quimica y Fisica Lactologica. Acribia, SA de CV.
Espaiia, pp 24-30, 90-102.

Walstra P., Geurts T., Noomen A., Jellema A. y Boekel M. (2001). Ciencia de la leche
v tecnologia de los productos lacteos. Acribia, SA de C.V. Espaiia, pp 39-43, 108-114.

Wriggers W., Mehler E., Pitici F., Weinstein H., (1998). Structure and dynamics of
calmodulin in solution. Biophys. J. 74, 1622-1639.

Zhang T., Liu F., Chen W., Wang J. y Li K. (2001). Influence of intramolecular
hydrogen bond of templates on molecular recognition of molecularly imprinted

polymers. Analytica Chimica Acta 450, 53-61.

52



	Portada

	Índice

	Introducción

	Antecedentes

	Metodología

	Resultados y Discusión

	Conclusiones

	Bibliografía


