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RESUMEN

Las lectinas son proteinas no enzimaticas presentes en una gran variedad de organismos.

Edas preferentemente se unen a un carbohidrato especifico y juegan un pape importante en

el reconocimiento cdular. Debido a édta capacidad, las lectinas pueden aglutinar eritrocitos,

bacterias, virus y céulas cancerigenas por 1o que resulta de gran importancia su estudio a
partir de diferentes fuentes con € fin de encontrar propiedades y especificidades diferentes.

Las lectinas han sdo ampliamente estudiadas, Sn embargo, en invertebrados los estudios
son pocos y en moluscos se reducen a estudios bioquimicos, sendo los fiscoquimicos y
edructuradles cas nulos. Dada la actividad tan dta que presentan las lectinas de moluscos y

U gplicacion tan amplia hacen que su estudio sea de gran importancia, enriqueciendo asi €

conocimiento de estas proteinas para resolver interrogantes respecto a su funcionamiento y
las relaciones estructuraes que guardan entre si.

En ede trabgo se disefio  procedimiento para aidar y purificar una lectina ddl extracto de
Mytilus edulis, utilizando eritrocitos (de congo) como soporte de purificacion. La lectina
mosiré ser una proteina dtamente activa, que tiene ainidad por la rafinosa, con un punto
isoeléctrico de 76 'y una masa de 6.4 kDa Latemperauray d pH Optimo de actividad
fueron de 25 °C y 7.4 respectivamente. Se observo que la cigeina y  NaCl mgoran la
actividad Sn ser dependiente de dlos Mediante esudios de digpersdn dinamica de luz s
determinG que la lectina tiende a formar agregados conforme aumenta la temperatura y que
con la adicidn de la rdafinosa estos agregados se solubilizan volviendo a agregarse cuando
los Sitios de union de la lectina estén totalmente saturados.

Por técnicas de dicroismo circular, se observd que la estructura secundaria que predomina
eslahojabeta

Los edudios de cdorimetria de titulacion isotérmica (ITC) revdaron que la lectina tiene
cnco Stios de union dando un moddo matematico secuencid, d cud sugiere que la lectina
presenta un rescomodo molecular para hecer disponible un gStio de unidén y poder unir asi
otramolécula de rafinosa

Se encontraron |as condiciones Optimas para obtener cristdes de lalecting, aunque alin fata

hacerlos crecer para poder difractarlos.



1. INTRODUCCION

Las lectinas son proteinas 0 glicoproteinas de origen no inmune, que £ unen de forma
especifica y reversble a carbohidratos ya sean libres 0 que formen parte de estructuras més
complgas, con capacidad para aglutinar cdulas y precipitar glicoconjugedos. Contienen d
menos dos Stios de union, de ahi que puedan enlazarse en primer lugar a un carbohidrato
especifico y en forma secundariaa unamolécula glicosiladat

Egan ampliamente didribuides en la naturdeza En las plantas ¢ han detectado

principamente en los catiledones y endospermos de las semillas y condtituyen dd 2 d 10
% dd totd de las proteinas de édas. En los animaes se han encontrado en mamiferos
(ratas, hombre, etc) y en invertebrados, taes como cangrgos, camarones, caracoles,
lombrices y moluscos, en donde e locdizan principdmente en la hemadlinfa y  organos
sxudes !

Lagplicacion delaslectinas es muy ampliaeinduye que

a) Pueden formar complgos lectinalecting lectina-enzima y lectina-anticuerpo, lo que
ha permitido d desardllo de técnicas como la cromaografia de afinided para la
purificacion de glicoproteinas, enzimas y de las propias lectines.

b) Las interacciones de las lectinas con cdulas, pueden ser inhibidas por carbohidratos,
por lo que s ha concduido que s unen a sacaidos de la supeficie cdular, por lo
gue £ han convetido en Udtiles marcadores para emplearlos en técnicas
histoquimicas y en microscopia dectronica, para estudiar la estructura y funcion de
lamembranaplaamética

c) Peamiten estudiar cambios edructurdes en los glicoconjugados presentes en las
superfides cdulares, y en ocasones de esta forma detectar cambios morfoldgicos, y
ad andizar la didribucion subcdular de epitopes y resduos temindes de
glicoproteinas, ademas de deectar dteraciones en la expreson de moléculas
presentes en la superfice cdlular.

d) La aglutinacion preferencid que muedran las lectines con cdulas trandformadas
permite la deteccion de trandformaciones mdignes en cdulas. Ademds, s han
redizado invedtigaciones para utilizer las lectines y polimeros sntéticos enlazados a



dlas como agentes anticancerigenos in vivo e in vitro, ya que s ha vido que
disminuyen € crecimiento de las cdulas tumordes

e) Se utlizan para la inmunizacion contra virus productores de inmunodeficiencia y
como medicamentos para prevenir metagtass

f) Las propiedades citotoxicas de adgunas lectinas hacen también que éstas brinden
interés como potenciaes armas tergpéuticas en d tratamiento dd cancer humano.

g Poseen propiedades mitogénicas que permiten que e utilicen en estudios que tienen
como bese la proliferacion de linfocitos en cultivos?

Por todo lo anterior, este tipo de proteinas son herramientas muy valiosas debido a su
amplia gplicacion en varios campos de la ciencia, por lo que resulta de gran importancia su
edudio a partir de diversas fuentes con @ fin de encontrar propiedades y especificidades
diferentes. A la fecha, la mayoria de los estudios sobre lectinas se han enfocado a aspectos
bioguimicos y se han estudiado principdmente a partir de plantas y mamiferos. En cuanto a
aspectos fiscoquimicos y estructurales, hay poca informacion, sobre todo de invertebrados
marinos. En este proyecto £ estudid desde un aspecto fiscoquimico y edtructurd a una
lectinadd molusco marino Mytilusedulis.



2. MARCO TEORICO

Hace 144 aios un hombre llamado S. W. Mitchdl describio la coagulacion de la sangre
como resultado de la actividad de una lectina del veneno de vibora. En 1898 se introdujo €
término  hemaglutinina por M. Elfsdrand para proteines de plantas que aglutinaban
eritrocitos. Hagta entonces sdlo se conocia la propiedad aglutinante de las lectines y en
1913, s= comenzd a purificarlas utilizando cdulas. En 1919 s obtuvo d primer cridd de
una lecting, la Concanavdina A (ConA), por JB. Summer y en 1936 se descubrié su
ligando. Cinco afios después se descubrieron lectines virdes y a findes de los 30's s
detectd una lectina especifica para un grupo sanguineo, pero s0lo hasta 1952 se pudo
descubrir la naturdeza de los carbohidratos presentes en [os grupos sanguineos, esto gracias
a las lectines. La primera lectina animd  especifica para d grupo A (1964) se encontrd en la
dmga Saxidomus giganteus y poderiormente se reportaron lectinas anti-A en d caracol
Helix pomatia y especies relacionadas. 2

A pesar de que s conocia la vdiosa propiedad de este tipo de proteinas, € término
“lectind’ que decribia a proteinas que se unen a carbohidratos se introdujo en 1954. Hasta
entonces s0lo 2 habian obtenido cristaes de lectinas y fue hasta 1972 que G M Eddman
y colaboradores  determinaron la secuencia y la edructura tridimensond de una lecting, la
concanavdina A.° La primera estructura de una lectina animdl, la resolvieron Lobsanov y
colaboradores?  Desde entonces se han ducidado varias estructuras de lectinas animales,
tanto en su forma libre como en complgo con carbohidraios. A la fecha se conocen las
edructuras tridimendondes de d menos un miembro de trece familiss de lectinas
aimdes® Sin embargo, en lo que respecta a la resolucién de estructuras tridimensionales
de lectinas de invertebrados, solamente se tienen la edructura de la SAP de Limulus
polyphemus®, la CEL-1 de Cucumaria echinata’, la CEL-I1l también de C. echinata® y la
Tachilectina-2 de Tachypleus tridentatus °. Y en lo que respecta a las lectines de moluscos,
lamente £ ha logrado crigdizar la aglutinina de H. pomatia, aunque difracté a bga
resolucion y no se pudo resolver su estructura, 1°

A patir de la edructura primaria de las lectinas animdes, Drickamer edablecio la
exigenda de dos familias edructurdes las lectines tipo-C (que requieren cacio para su
activided) y las tipo-S (aulfidrilo dependiente 0 que unen b-gdactésidos). Ambas familias



tienen un dominio consarvado de gproximadamente 120 resduos de aminocécidos, aunque
los dominios dd tipo-C y tipo-S son totdmente diferentes e uno dd otro.**
Exigen lectinas cacio-dependientes que no estan definidas dentro de la secuencia primaria
tipo-C, y lectinas tipo-S (comUnmente conocidas como gdectinas) que no son sulfidrilo
dependientes!t
Segun la homologia en su edructura primaria, las lectines se dadfican en d menos 10

familias més, ademésde las lectines tipo-C y las gdectinas (tipo-S): 1

*Tipo-I

*Tipo-P (receptores fosfomanosi|o)

* Pentraxinas

*Lectinasdd huevo.

*Cdreticulinay canexinas

*ERGIC-53y VIP-36

*Discoidines

* Aglutinines de la anguila (fucolectines)

*ectinas arexines

-Fcdlinas
-Taquilectinas 5A y 5B } Tipo fibrindgeno
-Adlutinines de Limas flavus

2.1. Lectinastipo-C.

Son cddo-dependientes, forman una familia extremadamente grande, integrada por
miembros gue tienen estructuras 'y fundiones diversas. El cdcio esta implicado no solo en d
cabohidrato que s une en d gtio obligaorio, Sno que contribuye d mMmantenimiento
edructurd dd dominio de la lectina que es esendd para su actividad. Los dominios de
reconocimiento d carbohidrato (CRDs) se incorporan en una variedad de contextos de la
organizacion molecular (Figura 1). Ese hecho puede reflgar la importancia ded
reconocimiento del carbohidrato en funciones biolGgicas diversas. Se pueden categorizar
dos tipos de lectinas dd tipo-C: lectines solubles secretadas de las cdulas y las lectinas
trangmembrandes.



Las funciones representativas de las proteinas tranamembrandes son @ reconocimiento
molecular entre las cdulas y la union cdula-cdula Las lectinas solubles contienen un solo

dominio delectinadd tipo-C en & G-termind.*#13

L ecticanas (un nuclede proteoglicano) _
NH3 MM COOH NHz
Union a QO.

glicosaminoglicano Triple hélice de )
colagena

B) R TR

NH3 Dﬂ.r.-.r.— COOH N 8 COOH

n=21.6.41

L ectinas transmembranales con CRDs en Tandem

NHy D) - o - - i)-mmm—— COOH

Dominio rico en Cys (n=8,11)
CRD Domini Dominio Dominio Dominio Dominio Dominio
O tipo C semejant reguladode semejante semejante a I tipo Il de transmembranal
aEGF complemento  a IG union a proteina fibronectina

Figura 1. Organizacion molecular de las lectines tipo C. A) Lectinas solubles colectinas. B)
L ectinas transmembrandes. sdectinas'y receptorestipo 1.

2.1.1 Las colectinas.

Son una subfamilia de las lectinas dd tipo C especificas para manosa, son solubles y
tienen una edructura Unica ya gue tiene un dominio dd tipo C y un dominio de coldgeno
gue s supone esa implicado en la inmunidad naturd. Las colectinas incluyen proteinas del
uero, proteina que se unen a manano (MBP) o proteina que se une a manosa (MBL), 2
unen ademésalaGIcNAc, fucosay alaglucosa

Se caracterizan por sus edructuras primarias inusudes y también por sus edructuras
tridimendgondes Unicas (Figura 2). Contienen de 3 a 6 unidades edtructurdes idénticas, que

son ligadas por acoplamientos d disulfuro en @ N-termina paraformer tetrameros™



Activa
complemenentc
por la viade

lectinas

X6

Sirve como
X3 opsoninapara

/ bacterias

x4 \ #

Subumidad Previeneinfeccion

Folipéptido  Unidad Fsructural 4 del virusdela
(Tecs polipéptides) / Vﬁm influenzave VIH

Region del cuello en

CRD tl’lp|e hélice enrollada =t v Trlple hélice L %mento N-terminal rico
tipo C semejante a en Cys
colagena

Figura 2. Edtructuras moleculares y actividades bioldgicas de las colectinass MBP y
conglutinines. MBP no solamente se encuentra como hexadmeros, sno también como
trimeros, tetrdmeros y pentameros de la unidad estructurd. MBP condste en 6
unidades edructurdes que esan montades como un racimo. Las conglutinines
congste en unidades estructuraes tetraméricas, estén montados en formade“X”.

Las colectinas dessmpefian un pgpd importante en € sdema inmune. Se unen a los
carbohidratos de los huéspedes presentes en la superficie de una gama de microorganismos,
incuyendo becterias, levaduras, hongos, protozoos y virus, ademéas de que promueven la
fagocitoss™

Los experimentos in vitro demuestran que las colectinas secretadas tienen tres clases de
actividad antivird (Hgura 3):

ad Actlan como anticuerpos que neutrdizan e inhiben d cedmiento vird en las
cdulasinfectadas (inhibicion vird directa).

b) Hjan a las glicoproteinas y a los glicolipidos en  virion en las cdulas infectadas y
ativan d camino de la lectina y dd complemento, findmente causando ligs
(camino de activacion dd complemento).



c) Unen a las glicoproteinas y a los glicolipidos en d viridn en las cdulas infectadas y
los endocitan (6l camino de opsonizacion).

Se ha obsarvado que MBL suminisrado a personas MBL-Oeficientes es muy eficaz en
la superacion de susceptibilidad a las infecciones. Estos datos indican que en € futuro MBL
s un fadmaco Ul para las personas inmunodeficientes y desempefidd un peapd
importante en resitencia alasinfecciones virdes o bacterianas 18

Inhibicion de la adhesion vira
DirectO @ % ':!: 1 Aglutlnamon ——p Remocionfisice

virus " Inhibicion del crecimiento
viral
Activacion del

complemento

Antigeno
viral

Colectmﬂ —

Cédula
infectada

celular

AClLVacion ael
complemento

Hgura3. Actividad antivird delas colectines.



2.1.2. Selectinas.

Son lectinas tranamembrandes implicadas en la interaccion adhesiva entre los leucocitos
y las cdulas endotdides vasculares, paso importante requerido para la extravasacion del
leucocito. La sdectina en d lado dd leucocito se denomina sdectinal y e expresa
generdmente en cas todos los leucocitos, mientras que d lado endotdid son llamedas
settinas-P (encontradas origindmente en plaguetas activadas, Sn embargo, su expreson
también s induce en endotdio vascular activado). Las sdectines E forman una subfamilia
didinguida por su funcion especifica en la adherencia de leucodto a las cdulas
endotdlides con e reconocimiento del sidil-LewisX (Figura4) X

Selectina P
MNHZ2
L
SdectinaE  gE»
NH2 (¥o
L )
&> L
Selectina L C Wy
NH2 (A (h
a» & e
(A C) 'C;,""""..
ZZZZZZZZZZZZZZZ!{'ZZZIZZZZZZZZZZZZZZZ{ZZZZZZZZZZIZZZZZZZZZZZ{ZZZZw_wldiilﬁlili
COOH COOH COOH

Figura4. Tipos de sdectines.

La extravasacion dd leucocito es un proceso importante en d mecanismos de

autodefensa en un Stio de inflamacidn, asi como en d linfocito autoguiado haciad blanco.
La adherencia de la Hectina a la c8ula se basa en d reconocimiento dd carbohidrato de

la lectina cacio-dependiente. B&sicamente los ligandos para la sdectina-L se encuentran en



las cdulas endotdides mientras que los ligandos para la sdectina-P y E s encuentran en

leucocitos?®-%1

2.1.3. Receptoresdel tipoll.

Son d segundo tipo de lectinas dd tipo-C transmembrandes, tienen un solo dominio de
trangmembrana con un C-termind extracdular y con d amino termind citopléamico. El
CRD edéd stuado en d C-termind extracdular. Los gemplos tipicos de este grupo son
receptor de hepatocitos, la lectina  especifico dd  macréfago  gdactosa-N-
acetilgdactosaminay |os receptores de NK (naturdl killer).?

2.1.4Tipol.

Son también lectinas tipo-C transmembrandes con CRDs extracdular. El N-teminal
extracdular tiene un dominio cigeinico seguido por un dominio dd tipo Il de la
fibronecting, un CRDs en complemento, un dominio de trangmembrana y un dominio
ctopléamico C-termind. Este grupo induye los receptores supaficdes de manosa de la
odula en macréfagos y Dec-205 que es una molécula de la supefide de las cdulas
dendriticas (un tipo importante de antigeno que presentan las cdulas) 22

2.2. Galectinas.

En genad las gdectinas son solubles y cation independientes en su actividad. Su
locdizacion higologica es diversa, no 9o en citoplasma Sno también en nideos, en
superficies delacéulay en espacios extracd ulares, dependiendo de la especie de gdectina
Su digribucion bioldgica es amplia, no solamente se encuentra en vertebrados sno también
en invertebrados como nematodos, insectos y esponjas, y recientemente se ha encontrado
enlasstafungosa®,

Se han demodrado una vaiedad de fendmenos bioldgicos de las gdectinas como
morfogénesis, metéstasis, gpoptoss, etc. Sin embargo, e sabe rddivamente poco sobre €



mecanismo por d cud las gdectines gercen edas fundones, paticulamente en términos
del reconocimiento a carbohidrato.

Las gdectines hata d momento se pueden dadficar en tres tipos con base en su
aquitectura edtructurd: proto, quimera y en complemento (Figura 5). Se propuso que las
gdectines de mamiferos etén numeradas en orden a su descubrimiento (registro en
GenBank). Segiin este sistema, se han depositado més de 10 galectinas de mamiferos 2.

) Repeticion en
Proto Quimera complemento

Dos CRDs de galectina Dominiono . Dos CRDs de
idénticas lectina CRD gdlectina galectinas diferentes
Gdectina1,25,7,10 Galectina3 Galectina4,6,89
Unién cruzadaa Unién cruzadaa Union cruzadaados
ligandos ligandos ligandos
carbohidrato carbohidrato y ano carbohidrato
homdlogos carbohidrato distintos

Figura 5. Trestipos de arquitectura de las gaectinas.

La primera gdectina fue descubierta en 1975 por V. Teichberg et al. en extractos de la
anguila déctrica Después de eda invedigacion un nimero de lectinas Smilares fueron
identificadas en tejidos de polludlos, bovinos, del ser humano, delarata, etc 2%,

Puesto que edas lectinas requieren generdmente un grupo tiol reductor paa €
mantenimiento de su actividad, K. Drickamer los sefid6 una vez como lectinas de "tipo S|,
pero no sempre es ad ya que la gdectina-3 descubierta por J. Wang no requirio del grupo
tiol reductor para € mantenimiento de su actividad. Segin @ actud conocimiento, agunos
resduos reactivos de cigeina son citicos para la inactivacion oxiddiva, estos resduos
forman puentes disulfuro anormaes que provocan un cambio drégtico en la estructura
tridimengona, conduciendo alainactivacion.



Aunque las gdectinas de mamiferos carecen de secuencias convenciondes de seid,
dcanzen la superficie de la cdula atando a los glicoconjugedos adentro de la membrana de
plasma y en la matriz extracdular. La mayoria de las gdectinas contienen dtios de union
mUltiples debido a la presencia de dos CRDs en un solo polipéptido o como resultado de la
dimerizacion. La comparacion de todas las secuencias de gdectina revela la conservacion

de residuos hidrofébicos en hebras b.232°

2.3. Lectinas en invertebrados marinos.

A pesar de que un e han encontrado en invertebrados marinos lectinas de varios pesos
moleculares, la informacion de sus edructuras heda d momento es muy limitada La
mayoria de las lectinas con secuencias conocides de aminoacido pertenecen a la familia
tipo C, diferente de las lectinas de vertebrados de la misma familia, ya que las lectinas de
tipo C en invertebrados marinos suden contener varios dominios funciondes didintos.

Cada CRD tiene un dtio que s une a carbohidratos, muchos de los cudes tienen
especificidad hacialagaactosa o N-acetilgaactosamina. 2

Uno de los papeles més probables de las lectinas en los invertebrados marinos es la de
actuar como factores humordes en d mecanismo de la defensa, d igud que las
inmunoglobulines en vertebrados, por gemplo hay una activacion de los fagocitos por la
aglutinacion de cdulas genas que provocan las lectinas 0 € aumento de la produccion de
lectina en fluidos corporaes después de la inyeccion de sustancias extrafies. Las lectinas de
los moluscos reconocen carbohidratos de la superficie de bacterias en un proceso donde
probablemente también se involucren proteinas de la superfamilia de las inmunoglobulines
Ig. Un receptor glicodlado presente en los fagocitos permite € anclge de complgo por
medio de otra lectina en la membrana cditoplaamética promoviendo la fagodtoss (Figura
6a). 22" Por ofra parte, la actividad hemolitica directa se ha encontrado recientemente en
una lectina que es especifica para € acido sdico en d cangrgo de herradura y un lectina
con dinidad a gdactosaen d  pepino de mar (Cucumaria echinata). Después de unirse a
las cadenas especificas dd carbohidrato en la superficie ddl eritrocito, estas lectinas dafian
lamembrana de la cdula produciendo su lisis (Figura 6b). 28

Edas lectinas pueden desempefiar un papd importante contra infecciones bacterianas o
los enemigos naturaes.



a)

Cadenade carbohidrato 1 Poro en la membrana 2
Lectina |
f - ‘,
i F ‘
£

., ¢7 #4 Fagodito
..'l

Bactsria -l

Actividad opsonina delectina Dafio ala membrana por lalectina
hemolitica

Figura 6. @ Mecaniamo de accidn de las lectinas en moluscos. b) Cuando una lectina
aglutina becterias  promueve la fagocitosis (1). Después de unirse a los carbohidratos

de la superfide dd eritrocito, los lectinas dafien a la membrana (e.g., formando poros)
conduciendo ala hemdligs (2).

2.4. Descripcion del Mgillon

Los mgillones son moluscos bivdvos que viven fijos a las rocas desde la zona
intermareal hesta los 10 m de profundided y que pueden quedar d descubierto durante la
marea bga, ocupando d mismo nivel de los "bdancs' y las "lgpas’, con quienes compiten
por e espacio. Es una especie tipicamente filtradora, su crecimiento es rdpido, y acanzan
de 5 a 12 cm de longitud pudiendo llegar a 20 cm en agunas especies, dependiendo de la
cattidad de dimento disponible y de las condidones ambientdes que regulan su
metabolismo, 1o cud se gorovecha para cultivarlos. Son especies cosmopalitas que viven en



aguss tropicdes y templadas, en las costas occidentdes de México dundan € "mgilldn
comun" (Mytilus edulis) y € de Cdifornia (Mytilus californianus).

La concha de los mgillones esta formada por dos vavas igudes de forma triangular,
puntiaguda en un extremo y redondeada en d otro. La superficie de la concha es lisg,
marcandose Unicamente las lineas de crecimiento; su color es negro azulado; su parte

interna es nacarada'y de color violaceo (Figura 7).

Phylum: Mdllusca
Clase: Bivdvia

Orden: Mytiloida
Suborden: Anisomyaria

Superfamilia: Mytilacea
Familiaz Mytilidee

Subfamilia: Mytilinae

Géneroy especie: Mytilusedulis

Nombre comun: Mgillén

Figura 7. Clasificacion Ssteméticadel meillon, Mytilus edulis.

B cido reproductor de mgilldn dura Sete meses son organismos unisexuaes, es dedir,
exigen individuos machos e individuos hembras. Cada hembra deposita entre 600 y un
millon de huevedillos su temporada de incubacion es vaidble dependiendo de la
temperaiura: se acorta con las dtas 'y por d contrario, se darga con las temperaturas bgas,
sn embargo, en promedio dura de una a dos semanas, d cabo de las cudes nace una larva
gue nada durante 20 dias y empieza a segregar una concha transparente y rudimentaria; en
e momento e fija sobre las rocas 0 en cuaquier otro objeto que encuentre sumergido; la
fijacion la rediza mediante unos filamentos adhesivos llamados "bisos o barbas', formados
por protefinasy segregados por una glandula especia .2



3. OBJETIVO GENERAL

Purificar 'y caracterizar fiscoquimica y estructurdmente a una lectina presate en €
extracto de Mytilusedulis.

3.1. Objetivos especificos

Encontrar un méodo reproducible para la purificacion de una lectina presente en d
mgillén, Mytilusedulis.

Caracterizar bioguimicamente a una lectina de M. edulis esto es, determinar € peso
molecular, punto isodéctrico, la etabilidad a diferentes temperaturasy pH.

Redizar egudios de inhibicion de la actividad de aglutinecion con diferentes
carbohidratos a fin de determinar cud azlicar reconoce y con ede redizar los
estudios de caorimetria

Elaborar andliss conformeciondes de la lectina purificada utilizando técnicas de

dicroismo circular.

Efectuar estudios dd comportamiento de la lectina en solucion y su conducta de
agregacion por técnicas de disperson dindmica de luz.

Deteminar la edeguiometria y termodinamica de union, por técnicas de
caorimetria de titulacion isotérmica

Definir las condiciones Gptimas de crigtaizacion de lalectina purificada



4. HIPOTESIS

La activided de la lectina de Mytilus edulis es mayor a la més dta reportada a la fecha. Esto
puede ser d resultado de dos fendmenos
* Que la union de la lectina con su ligando sea secuendid, trandformando asi € Stio
de union permitiendo unamayor afinidad por d ligando.
* Que los fendmenos de agregecion permitan un reecomodo de las moléculas
favoreciendo la exposcion de un mayor nimero de Stios de unidén dando lugar a
una especificidad mayor.



5.MATERIALESY METODOS

5.1. Lista de material, equipo y reactivos utilizados.

MATERIAL

Columnade vidrio con un didmetro de 1cmy unadturade 12cm.

Filtro millipore de 0.45 nm

Filtros anotop 10 de 0.2nm (Whatman)

Geles de paliacrilamida con gradiente de pH 3-9

Kit Protein assay ESL de Roche

Marcadores Amersham biosciences para peso molecular (6214-16449) y punto isoeéctrico
(35-9.3

Mgjillones comunes de lacosade Bga Cdifornia

Membrana de didiss spectra/por de |aboratorios espectra de peso molecular 3500
Membrana de ultrafiltracion de 5000 Da

Microgeles homogéneos SDS-paliacrilamidad 20%

Papd filtro Whatman 125 mm

Placas de microtitulacion NUNC

Sangre de congo

Sephadex G-50 hidratada, superfina de tamafio de particula de 10-40m de Pharmecia
Chemicds

EQUIPO

BdanzaanditicaOHAUS

Centrifuga BECKMAN modelo J2-21

Equipo de disperson dindmica de luz DynaPro-801 con modulo de temperatura controlada
y pagquete computaciona Dynamics verson 5

Equipo de eectroforess PHAST SY STEM

Equipo de ultafiltracion AMICON de Millipore

Espectro polarimetro JASCOJ- 700

Espectrofotdmetro de masas OMNIFLES MALDI -TOF de Bruker- Datonics
Homogenizador Polytron PT-MR 2100

Licfilizador Edwards

Microcdorimetro VP-1TC de Microca

Microscopio Optico

Potencidmetro BECKMAN 360

Programa Venyamov y Vasslenko modificado por Sreerama

REACTIVOS

Acido Hiduronico de SSGMA

Acetato de sodio anhidro d 99% de SSGMA -ALDRICH
Adido (+)- 10-canforsulfénico

Acido acético d 99.70% grado reactivo de SSGMA-ALDRICH
A cido gdacturnico de SSGMA

Acido N- acdtilneuraminico de SSIGMA



Acido tricloroacético a 98% de ALDRICH
Acido trifluoro acético de SIGMA
a-D(+) fucosade SSIGMA

Agarosade SGMA

Agua dedilada

a-L- ramnosade SGMA

a-lactosade SSGMA

Arabinogdactan de SGMA

Azida de sodio extrapura de MERCK
BSA de Fierce-perbio
Carboximetilcdulosade SGMA

D (-) adbinosade SIGMA

D (-) fructuosade SSIGMA

D (+) glucosade SGMA

D (+) celobiosade SSIGMA

D (+) manosade SSIGMA

D (+) rafinosa pentahidratada de SSGMA
D (+) xilosade SSIGMA

D (+) gdactosade SSIGMA

Dextrosa anhidrade SIGMA

D-manitol de SGMA

D-sorhitol de SIGMA

Formidehido d 37% de SSIGMA

Fogfato de sodio dibasico d 99% de SIGMA
Fosfato de sodio monobasico d 99% de SSIGMA
Fucoidan de SSIGMA

Glurarddehido d 50% de SGMA

HCl fumante d 37% de MERCK
Laminarin deSSIGMA

L-cigeinaSIGMA

Matosade SGMA

Mannan de SGMA

Metanol a 99.93% grado HPLC de ALDRICH
Métil- a- D- manopiranosade SSGMA
N-acdtil- D- gdactosaminade SGMA
N-acdtil- D- glucosaminade SSGMA
NaCl a 99.5% de SIGMA-ALDRICH
NaOH grado reactivo de SSGMA
Quitosan de SIGMA

Sdicin de SGMA

Sucrosade SSGMA

Xilan de SGMA



5.2. Extraccion de la lectina.

Para evitar la desnaturdizacion o dteracion de la lecting, todos los pasos de purificacion
seredizaron a4.0°C.

Los organignos completos de  Mytilus edulis se molieron con un homogenizador de
tgidos Polytron PT-MR 2100 en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 74, una vez
homogenizado se centrifugd por 30 min a 22,095 g, en una centrifuga BECKMAN Modeo
J2-21, y s retir6 d tgido. El sobrenadante se mantuvo a 4.0°C por 48 h, se centrifugd
nuevamente'y sele midio la atividad hemaglutinante.

5.3. Preparacion de eritrocitos formalinizados

Se colectd sangre de congo y se redizaron lavados con NaCl d 0.9%.

Se gudaon 25 mL de formdina (formadehido d 37%) a pH 5 con amortiguador de
Fosfatos (AF) 0.7 M, pH 7.0.

Se introdujo € formol en una membrana de didids llendndola hasta dos terceras partes,
la cud se sumergio en 100 mL ¢k una suspensdn de eitrocitos (20% viv en 50 mM AF
gue contiene 150 mM de NaCl). Se agité suavemente por 12 h a 4.0 °C , pasado € tiempo
la membrana se perforo liberandose @ formddehido, para fijar a los eritrocitos por 36 h a
4.0 °C con agitacion suave (ECF).

Después de la fijacion los ECF se precipitaron (15,000 g, 5 min a 4.0 °C) y s lavaron
extendvamente con NaCl ad 0.9%. Paa unir los grupos ddehido libres presentes en la
superficie cdular los ECF se sugpendieron (20% viv) en AF 50 mM pH 7.5 con 150 mM de
NaCl y 2% wi/v de dbimina de suero bovino, y se incubaron por 24 h a 4.0 °C con
agitacion.

Fndmente los ECF s precipitaron (1,500 g, 50 min. 40 °C) y s lavaon
extendvamente con NaCl d 0.9% , para formar una solucion d 20% de ECF los cudes se
guardaron a4.0 °C en presencia de azida de sodio d 0.05%. *°

5.4. Cuantificacion dela proteina purificada
Seutilizb d kit “Protein Assay ESL. (Exact, Sensitive, Lowinterference)”.



Se redizd una curva de cdibracion utilizando dblmina de suero de bovino (BSA) con
una concentracion de 2 mg/mL redizando diluciones con € amortiguador de fodfatos pH
7.4, 50 mM.

Para la cuantificacion de LME e utilizaron 50 ni de Fosfatos 50 mM pH 7.4y 50 niL
de proteina, a los cudes s le adicionaron respectivamente 100 ni dd reactivo A (olucidn
de tatrato de cobre dcdino) incubando a temperatura ambiente por 5 min, transcurrido d
tiempo se adicon6 1 mL dd reactivo B (&cido ascorbico, solucion de &cido disulfonico
batocuprénico) mezdando muy bien y leyendo a los 30 s a una longitud de onda () de
485 nm.

5.5. Prueba de aglutinacion

Para medir la actividad aglutinante de la lectina s utilizaron placas de microtitulacion
con fondo en forma de “U” y eritrocitos de conejo formdinizados, redizando diluciones
Seriadas 1.2, Se adicionaron 50 nb. de amortiguador de Fosfatos 50 mM pH 7.4; 50 ni de
proteina con diluciones seriadas (50 nb) y 50 nL de eitrocitos d 10%, utilizando como
blanco d amortiguador, se incubaron las cgas a temperatura ambiente por 1 h y se evadud
la activided aglutinante a smple vista y utilizando un microsoopio. 3 La adtividad (U) se
expreso como titulo (e reciproco de la dilucon més dta que modro aglutinacion). La

actividad especifica (U/mg) fue expresada como titulo de lectina por miligramo de proteina

5.6. Purificacion

5.6.1 Preparacion de la columna de afinidad.

Para la purificacion de la lectina se utilizaron estromas de congjo, los cudes se habia
observado que reconocialalectinadd mgillon.
Se colectd sangre de congo en solucidon Alsever y se centrifugd a 1000 g (BECKMAN
model 0 J2-21) durante 20 min.
Los eritrocitos se lavaron 3 veces en amortiguador de fosfatos isotdnico (310 mOsM, pH
74), poderiormente s centrifugaon a 4,000 g durante 20 min. Las cdulas
resugpendieron en amortiguador de fosfatos hipotonico (20 mOsM, pH 7.4).



Después s centrifugd a 20,000 g durante 40 min y se lavaron las cdulas 3 veces con €
amortiguador hipotonico y selidfilizaron.

De lidfilizado se tomaron 52 mg y se resuspendieron en 23 mL de AFS (Fodaos 50
mM, 09% NaCl). Se mezdaron con 25 mL de solucion de glutarddehido d 25%
gustando € pH a 7.2 con solucion de NaOH 2M.

Se incubaon por 16 h a 20 °C y después d maeid polimerizado s lavo
extensvamente con AFS. A continuacion se incub6 con 25 mL de AFS con 1M de glicina
durante toda la noche para neutralizar |0s grupos glutaral dehido libres: >

B edroma particulado se mezcld con 1 g de Sephadex G-50 hidratada para crear una
columna con un volumen de 105 mL.*2

5.6.2. Purificacion delalectina

B extracto se centrifugd v filtrd en un equipo millipore de 0.45 mm, gplicando 5 mL de
ede extracto a la columna de dinidad previamente equilibrada con amortiguador de
fosfatos 50 mM, pH 7.4.

Para diminar |as proteinas que no se unieron a los estromas e redizaron 3 lavados con
e amortiguador de Fodfatos pH 7.4. Para duir la proteina unida a los estromas se
redizaron 3 lavados con cada uno de los sguientes amortiguadores. Fosfatos 50 mM pH 6,
Fosfatos 50mM pH 2 (gustado con HCl 6N) y azida de sodio d 0.05%. Primero se
reizaron los lavados con pH 6, podteriormente se dgjd en azida de sodio durante toda la
noche, d dia sguiente se terminaron los lavados con azida de sodio para findmente duir
conpH 2.

La lectina se encontré en la fraccion euida con amortiguador de fosfatos pH 2 por lo
gue s gugto su pH a 7.4, se concentrd y didizo por ultrafiltracion con una membrana de
5,000 kDa.

5.7. Caracterizacion de la lectina purificada
5.7.1. Prueba de afinidad.

Con d fin de encontrar un carbohidrato especifico para la lectina purificada, se midio la
actividad aglutinante de eritrocitos en presencia de diferentes carbohidratos, los cudes se



prepararon a una concentracion 250 mM en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4 (ver
Tabla3).

Se utilizaron placas de microtitulacion con fondo en forma de “U” en donde se
colocaron 25nL. dd amortiguador de fosfatos pH 7.4 50 mM; 25, 50, 75, y 100 ni dd
carbohidrato redizando diluciones de 25, 375 50 y 625 nL respectivamente = le
adiciond 25 ni de la proteing, se dgo reposar por 30 min y findmente se agregaron 25 L
de eitrocitos d 10%. Se incubd a temperatura ambiente por 1 h y findmente se evduo la
inhibicion de lalectina®334

Se utilizaron dos blancos, uno contenia a la proteina con los eitrocitos (aglutinacion) 'y
e otro S9lo d amortiguador. El resultado se expresd como la minima concentracion de
carbohidrato queinhibi6 alalectinaen su actividad aglutinante.

5.7.2. Determinacion del peso molecular.

5.7.2.1. Electroforésis SDS-PAGE

B pexo molecular de la proteina pura se determind por dectroforess en microgeles
homogéneos de SDS-poliacrilamida d 20 %, en un ssema de dectroforess automatizado
PHAST-SYSTEM dguiendo € protocolo de Pharmeacia. Para determinar @ peso molecular,

e utilizaron patrones con pesos moleculares conocidos.

5.7.2.2 Espectrometria de masas MALDI-TOF .

B andiss dd peso molecular de la lectina se redizo utilizando un eguipo OMNIFLEX
MALDI-TOF (matrix-esssed laser desorption ionization time-of-flight) de Bruker-
Ddtonics. Para eto la proteina se mezcdld con acido a -diano-4-hidroxidndmico disudto en
una solucion de 30 % acetonitrilo, 70 % agua 'y 0.1 % é&cido trifluoroacético. Una pequeiia
gota de esta solucion (1 nb) se dgo6 secar a vacio hagta que crigtdiz6. Pogteriormente se
andizd6 mediante la incidenda de un laser de 337.1 nm y con una acderacion de voltge de
19kV enmodo lined.



5.7.3. Determinacion del punto isoeléctrico (pl).

Para determinar d punto isodéctrico de LME, se utilizaron geles de poliacrilamida con
gradiente de pH de 3-9 en un equipo de dectroforesis automatizado PHAST-SYSTEM de
Pharmacia; utilizando patrones con puntos i Soel éctricos conocidos.

5.7.4. Determinacioén de los valores optimos de pH y temperatura.

Se midi6 la actividad de aglutinacion a los vaores de pH que comlUnmerte tienen como
Optimos la mayoria de las proteinas. 5.0, 7.4 y 80. Después se redizd a  pH Optimo
pruebas de actividad a 3 diferentes temperaturas. 4.0, 18 y 25 °C, que son las que
normamente se utilizan para montar pruebas de crigdizacion.

5.7.5. Estudios de calorimetria de titulacion isotérmica.

Para determinar los parametros termodinamicos de la lectina pura de Mytilus edulis, se
utilizo rafinosa como ligando, a una concentracion de 8 mg/mL, la concentracion find de la
proteina para este esudio fue de 256 mg/mL; tanto d blanco como la muestra s filtraron y
se deggasificaron, llevandose acabo d estudio a una temperatura de 30°C. Se redizaron 38

inyecciones de 5 nb. de rafinosa con un espaciamiento de 300 s, por 10 que se inyectaron en
total 195 ni derafinosa

5.7.6. Estudios de solubilidad y conducta de agregacion

La técnica de digperdon dindmica de la luz (DLS) permitié evduar d comportamiento
de la lectina en solucién y su conducta de agregacion andizando los cambios en
polidigpersdad, y peso molecular con respecto a factores como  temperaura 'y
concentracion de ligando. Para este estudio se utilizd un equipo de digperson dindmica de
luz DynaPro-801 (Protein Solutions, Co.) y € pagquete computaciond Dynamics, verson
5.0, con modulo de temperatura controlada. La lectina pura se inyectdé a través de filtros
Anotop 10 de 0.2 nm (Wahman) en @ equipo mencionado. La proteina se utilizd a una
concentracion de 2.59 mg/mL.



Para determinar d efecto de la adicidn dd ligando en la proteina se utilizaron 1.4 mL de
proteina a los cudes se le fueron adicionando cada 5 minutos concentraciones de ligando,
smulando lo que sucede en € equipo de ITC, por lo que los puntos O, 3, 6, 10, 12, 15, 18,
24, 29, 34, 36 y 38 (numero de inyecciones) corresponden a la adicion de rafinosa (Tabla
1), condderando que por punto se adicionan 5 ni. dd ligando para llegar a una adicion totd
de 195 ni. derafinosa

Tabla 1. Adicion de rafinosa a la lectina de Mytilus edulis, Smulando
lo que £ redizd en d edudio de cdorimeria de titulacion

isotérmica
Inyeccion  Refinosa (nmoles) Inyeccion Refinosa (mmoles)
0 0.00 18 121
3 0.20 24 161
6 040 29 195
10 0.67 34 2.28
12 0.80 36 242
15 1.00 38 255

5.7.7. Determinacion de la estructura secundaria.

B contenido de edtructura secundaria de la lectina pura se determind por sus espectros
de dicroismo circular (DC). Dichos espectros s obtuvieron a 30°C en un
espectropolarimetro JASCO J700, d cud se cdibré con &ido (+)-10-camforsulfonico.
Los experimentos se redizaron en una cdda de 1 mm para la regidon dd ultravioleta (UV)
lgano (183-260 nm). Los espectros 2 andizaron por medio de diferentes programas de
desconvolucion, eto con d fin de estimar d contenido de edtructura secundaria de la
proteina purificada

Al igud que en DLS s adiciont rafinosa a la proteina en los siguientes puntos 0, 3, 10,
18, 24, 36 'y 38 (Tabla 1), tomando como primer vaor ala proteina sn ligando.

Para determinar la clase edtructurd terciaria se utilizd € programa basado en d méodo
de Venyaminov y Vasslenko d cud fue modificado por Sreerama (3D Clugter) para

usarse con CDPro.3>3¢



5.7.8 Cristalizacion

La técnica que = utilizd para montar las pruebas de crigtdizacion de la LME fue la
difuson de vgpor en gota colgante. Para lo que e utilizaron cgas limbro y @ Kit 1y 2 de
Hampton Research. La concentracion de proteina fue de 2.0 mg/mL. Se colocaron gotas de
10 L de los cudes 5.0 ni correspondian a la proteina y 5.0 i d agente precipitante.
Ademés, dlo s colocaron 400 mL dd agente precipitante en @ receptaculo inferior, con d
fin de aumentar € tiempo para que se dcance la saturacion. Estas pruebas se colocaron a

4.0 °C, en camaras de temperatura controlada.



6. RESULTADOSY DISCUSION

6.1. Purificacion dela lectina de Mytilus edulis

Las lectinas han 9do ampliamente estudiades a patir de diferentes fuentes, sn embargo,
exigen muy pocos edudios fiscoquimicos y edructurdes de lectinas de invertebrados
mainos y de moluscos son cad nulos, aun cuando s sabe que sus actividades son muy
dtas. En un intento por profundizar en @ conocimiento de este tipo de proteinas, en este
trabgo s purificd y caracterizo fiscoquimica y edructurdmente a una lectina dd mgjillon
Mytilusedulis (LME).

La purificacion de LME  rediz6 por cromatografia de afinidad utilizando los estromas
de congio como soporte. En la Tabla 2 se puede observar que la actividad especifica es muy
dta, 14 veces més dta que la del dga Codium giraffa Siva®’, 4463 veces més dta que lade
la esponja Haliclona cratera®® y 184 veces més dta que la dd Trichogaster trichopterus.3®
Durante € proceso de purificacion se observd que la proteina tiende a agregarse
fuertemente. Estos agregados se separaron en dos fracciones, una con una agregacion ta
gue no paso a través de filtros de 0.45 nmm (fraccion agregada) y la otra que S logra pasar
(fraccion soluble), cabe sefidar que ambas fracciones estan solubles aunque una Més
agregeda que la otra. Ambas fracciones modraron actividad aunque conforme s agrega la
proteing, dicha activided disminuye (Tabla 2). Por técnicas dectroforéticas y de
epectrometria de masas s comprobd que se trataba de la misma proteina, pero en

diferentes estados de agregacion.

Tabla 2. Purificacion de lalectina de Mytilusedulis.
Paso de purificacion Proteinatotd  Activided  Purificacion  Rendimiento

(mg) epecifica (%)
(Uimg)
Extracto total 2,031.70 75.04 1 100
Cromeatografia de afinidad
Soluble 0.25 2,195,795.40 29,260.77 0.01
Agregeda 0.95 68,841.84 917.37 0.05

* La actividad (U) se expreso como titulo (€ reciproco de la dilucion més dta que
mosré aglutinacion). La actividad especifica (U/mg) fue expresada como titulo de
lectina por miligramo de proteina



6.2. Estudios € ectrofor éticos

6.2.1 Peso molecular (SDS-PAGE)

El peso molecuar de la lectina de M. edulis se determing por dos méodos. uno de estos
fue la dectroforess SDS-PAGE que da una idea goroximada dd peso molecular de la
proteina. En la Figura 8 se puede apreciar que € peso molecular de la LME es de 13.086
kDa Sn ermbargo este méodo no es muy preciso por lo que también se determind por
espectrometriade masas.
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Figura 8. Gd de peso molecular SDS-PAGE homogéneo d 20%, de la lectina de Mytilus

edulis. Los cariles 1y 4 corresponden a los marcadores, y los cariles 5y 6 son la lectina
purificada de Mytilus edulis.

6.2.2 Punto isodléctrico (pl)

B punto isoeléctrico de la LME fué de 7.60 (Figura 9) es decir, es basco; d pl para
otras lectinas marinas es de: 6.00 para Tridacna derasa,*® de 4.17-4.24 para Cerianthus
membranaceus™ y de 4.20-4.60 para Niphates erecta.*? Por lo que esta lectina es la més
bésicareportada alafecha



Como € punto isodéctrico es muy cercano d amortiguador de Fosfatos pH 7.40
(amortiguador en d que s manttiene a la lecting) podria explicarse d porque la lectina
comienza a precipitarse en tan poco tiempo.
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Figura 9. Gd de enfoque isodéctrico de 39 de la lectina de Mytilus edulis. Los cariles 1y

7 corresponden a los marcadores de pl; y € caril 4 corresponde a la proteina pura de
Mytilusedulis.

6.3. Espectrometria de masas

Por técnicas de espectrometria de masas, se determind € peso molecular de la LME,
obteniéndose un vador de 6.450 kDa (Figura 10); comparando con SDS-PAGE donde €
vaor es de 13.086 kDa, s obsarva que se traa dd mondmero. Como se menciond
anteriormente, edta lectina aufre fuertes fendmenos de agregacion y los agregados son tan
fuetes que alin en condiciones desnaurdizantes no s logra romper eda interaccion.
Debido a que para poder obsarvar las bandas en SDS-PAGE s requiere una mayor
concentracion que en masas, d concentrar a la proteina e incrementa la agregacion de la
misma. En espectrometria de masas, se obsarva la fraccion de 6.450 kDa y conforme se
concentra la proteina empieza a aparecer laotra fraccion (dimero).



Con este peso molecular LME se sitlia entre las lectinas més pequefias provenientes de
invertebrados marinos, siendo més pequefia que la lectina de A. fulica®® cuyo peso es de 15
kDao qued méjillén C. grayanus que tiene un peso molecular de 18 kDa, 4
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Figura 10. Espectro de masas de lalectinade M. edulis.

6.4. Efecto del pH y la temperatura en la actividad de la lectina de M.
edulis.

En la Figura 1la se puede obsarvar € efecto dd pH en la actividad de la lectina
purificada, se obsarvo que € Optimo para su actividad es de 7.4. En los vdores de 55y 8.0
s obsarva disminucion en la actividad debido a que en estos vdores de pH la proteina
tiende a precipitar rgpidamente. En la Figura 11b y 1ic se observa que d adicionar cigeina
y NaCl respectivamente, la actividad se incrementa, obteniendo la mayor la actividad en
presencia de cigeina. Cabe sefidar que la actividad la estamos consderando de dos
maneras como € reciproco de la dilucion mas dta que mosro aglutinecion (1.2, 1:4 €c) y
como intenddad de la aglutinacion, es decir, puede llegar hagta d titulo 1.3, y ser muy



fuerte la aglutinacion o muy débil. En la Figura 11 se obsarva tanto d titulo hesta donde se
obtuvo activided como la fuerzade lamisma

Por otro lado, la temperatura también tiene un efecto marcado en la actividad de la
lectina purificada (Figura 12). A temperaturas bgas (4°C) aumenta la actividad, llegando
hagta un titulo de 1:8 pero la intensdad de la aglutinacion se ve mé marcada a 25°C. A
18°C la actividad es menor comparada con las otras dos temperaturas. Por otro lado, S se
gorecian bien las Fgures 1la y 12 s puede ver que inicidmente la lectina tenia una
actividad con titulol:8, cuando s hace la prueba a las tres diferentes temperauras se
observa como disminuyé su titulo a temperatura ambiente. Es0 puede deberse a que
conforme pasa  tiempo la lectina comienza a agregarse fuertemente por lo que disminuye
U actividad, y las temperaturas bgjas permiten deshacer un poco los agregados, como se
observo pogteriormente por dispersion dinamicade luz.

Los vdores dptimos de pH y temperatura reportados para diferentes lectinas varia,
dependiendo de la fuente marina, dgunos de estos vaores son; pH de 7.5 (25°C, Tris 50
mM, 253mM NaCl) para la lectina de H. cratera, ¥ pH de 7.5 (4°C, Tris 25mM, 0.2M
NaCl y 10mM CaCh) para la lectina obtenida de M. modiolus, *° pH 6.0-8.5 (40°C, Fosfato
10mM y TrissHCl 10mM) para la lectina de K. pelamis.*® Observando estos datos se
gorecia que los vaores son muy cercanos y que solo para la lectina de K. pelamis d rango
esmuy amplio.
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Figura 11. Efecto dd pH en la activided de la lectina de Mytilus edulis. @ Sin aditivo, b)
Con 5mM de cigeina, ¢) Con 5mM de cigeinay 0.15M de NaCl. U: es la actividad que se
expresa como titulo que es d reciproco de las més dta dilucidn que mostré aglutinecion. El
porcentgie de aglutinacion e refiere a la intenddad de la aglutinacion, por 1o que  100%
corresponde a una aglutinacion muy marcada que se observaasmplevisa
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Figura 12. Efecto de la temperaiura en la actividad de la lectina de Mytilus edulis apH 7.4.
U: es la actividad que se expresa como titulo que es d reciproco de las més dta dilucdn
gue mogré aglutinecion. El porcentge de aglutinacion se refiere a la intenddad de la
aglutinacion, por lo que d 100% corresponde a una aglutinacion muy marcada que se
observaasmplevisa

6.5. Prueba de inhibicion de la actividad de la lectina de M. edulis

Las pruebas de inhibicion permitieron definir d carbohidrato que reconoce la lectina de
M. edulis. En la Tabla 3 se obsarva que LME reconoce la D-(+)-gdactosa, N-acetil-D-
gdactosamina y d &cido gdacturonico a una mayor concentracion (208 mM).  La refinosa
pentahidratada (O-a-D-gdactopiranosl  [1006], a- D- glucopiranosl [1002], b-D-
fructofuranosido) inhibié la actividad de la lectina con una concentracion de 45 mM,
sendo asl € més &fin, por 1o que se decidio utilizar aeste oligosac&rido en los estudios de
ITC.

Laafinidad de lalectina por larafinosa puede ser explicada por diferentes factores:



a)

b)

d)

Aspectos edtructurdes del oligosacaido. Todos los grupos hidroxilo de la rafinosa
actlan tanto como donadores como aceptores en la formacion de puentes de
hidrégeno”’ (Figura 13).

La interaccion lectinarligando que puede dividirse en dos tipos agudlas que
involucran cadenas de proteinas que s unen a glicosaminoglicanos (GAG), la
mayoria mediadas por areglos ordenados por contacto de carga supeficid y
aguellas queinvolucran N- y O-glicanos™®®

En las interaciones que involucran N- y O-glicanos, los stos de union son de
relativa bgja dfinidad y se encuentran en huecos poco profundos de la superficie de
las proteines. La sdectividad s da mayoritariamente por medio de puentes de
hidrbgeno que involucran a los grupos hidroxilo de los carbohidretos, y por
interaccion hidrofobica de los anillos de monosacaridos contra las cadenas laterdes
de los amino&cidos aromdicos, la sdectividad también puede s otorgada por
puentes de hidrégeno de moléculas de agua o de iones divdentes y por la region de
contacto red entre d sacaido y € polipéptido que involucra tipicamente a silo uno
de los tres resduos de monosac&rido. Como consecuencia de elo, estos Stos de
union tienden a ser de rediva bga dinidad, pero de gran especificidad. La
habilidad de los dtos de bga afinidad para mediar interacciones biolégicamente
relevantes d parecer requiere de una multivaencia®®->°

La edtereosdectividad determinada por los puentes de hidrégeno se encuentra en
gue la supreson o la derivatizacion de cudquiera de los grupos polares clave
conllevan a una inhibidon completa de la uniGr*. La espedificided de una lectina
también puede ser cambiada por un reacomodo de los puentes de hidrégenc®. Esta
complementariedad estereoquimica puede ser esencid, pero no es sUficiente para
explicar la fuerte union entre dos moléculas. En € caso de las interacciones lectina
carbohidrato, los dterminantes de la especificidad se han estudiado tanto desde €
punto de vista estructurd, como desde € punto de vida de la base energética de su

asociacion.



Tabla 3. Inhibicén de la lectina de M. edulis, utilizando diferentes carbohidratos
preparados con amortiguador de fosfatos pH 7.4, 50mM.

Carbohidratos Minima concentracion Carbohidratos Minima concentracion
inhibitoria (mM) inhibitoria (mM)
Acido galacturénico 208 D (+) xilosa -
Acido Hialuronico - Dextrosa -
Acido N- acetilneurami nico - D-manitol -
a-D(+) fucosa - D-sorbitol -
Agarosa - Fucoidan -
a-L- ramnosa - Laminarina -
a-actosa - Maltosa -
Arabinogalactano - Manano -
Carboximetilcelulosa - Metil - a- D- manopiranosa -
D (-) arabinosa - N-acetil- D- galactosamina 208
D () fructuosa - N-acetil- D- glucosamina -
D (+) celobiosa - Quitosano -
D (+) gdactosa 208 Sdicina -
D (+) glucosa - Xilan -
D (+) manosa - D (+) rafinosa 45
CH ,0H
o
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Figura 13. Edtructura de la rafinosa donde € nimero 1 corresponde a la gdactosa, € 2 ala
glucosay d 3 alafructuosa



6.6. Estudiode I TC delalectinade M. edulis

Se redizaon los estudios de cdorimetria de titulacion isotérmica en presencia de
rafinosa ya que fue d azicar que mosird la mayor inhibicion de h actividad aglutinante. La
resccion caorimérica puede obsarvarse en la Figura 14. El moddo que mgor se gudd a
los datos obtenidos fue d de union secuencid, ya que con @ se obtuvo  menor vaor de
c?.

B edudio revda cinco stios de unidn, de los cudes, por lo menos cuaro son de
naturdeza exotérmica (K1, K2, K3 y K5), es decir d ponerse en contacto la lectina y la
rafinosa lo hacen con un desprendimiento de cdor. En la Tabla 4 podemos obsarvar que los
vaoresde DHy DS son muy dtos d cdcular DG de acuerdo alaformula:

DG =DH - TDS
dendo T la temperatura a la cud e redizd d experimento (3000C) expresada en [IK;
obtenemos energias libre de Gibbs negdivas, es decir la unidn a esa temperatura = da
epontaneamente.

Los vdores de las congantes de unidn a excepcon de K4 y K5, disminuyen en d
sguiente orden K1>K2>K3, reveando un rescomodo de las moléculas de la lectina
exponiendo a8 més dtos de union y por condguiente aumentando la afinidad. La
naurdeza de los datos indica una unién no cooperdiva de los dtios sn embargo no
podemaos heblar de cooperdividad sn cdcular @ coeficiente de Hill, & cud nos indicaria S
€S una coopeaividad postiva 0 negativa, en una union secuencid € dtio de union s
trandforma para que se puedan unir mé moléculas de ligando, y entre més ligandos se unen
la afinidad aumenta, entonces podriamos decir que la cooperatividad tiende a ser podtiva
(mayor afinidad).®

Las condantes K1 a la K3 asi ordenadas pueden reflgar que conforme la lectina va
uniendo moléculas de rafinosa a sus diferentes stios de union, es cada vez mas dificil que
otra molécula de ligando s una en otro stio, esto se explica por la saturacion de los stios
de unidn, sn embargo la K3 con un Sgno negativo no es posible porque implicaria que la
resccion tiende ir a la izquierda (predominando los reectivos) por condguiente no habria
union, Sn embargo como s ha mencionado anteriormente LME tiende a agregarse por o
gue e Sgno negativo e debe a los fendmenos de agregacion que presenta la lecting, cabe
sefidar que hoy en dia no hay un moddo mateméico que lo explique y seria necesario la



caracterizacion ded tipo de agregado para poder establecer una ecuacion que e gude a la
redlidad.

B vdor de K5, d cud es mayor a K4, e incluso a K1, podria reflgar que la proteina
aufre un reacomodo molecular después de unir una molécula de rafinosa en su segundo Stio
de unidn, d cud ayuda a que otro Sitio quede expuesto y disponible para poder aceptar otra
molécula antes de su completa saturacion.

Por d vador de n podemos decir que LEM es multivdente. Hasta la década de 1990
todas las lectines animdes eran naturdmente multivalentes, ya fuera por su estructura
multisubunided definida 0 por poseer multiples gStios de unidn a carbohidrato en un solo
polipéptido>®, a la fecha se han descubierto lectines  (sdlectings, siglecs® las cudes lo
poseen un sStio CRD en sus dominios polipeptidicos extracdlulares y hay lectinas que
pueden poseer multiples dtios de union para ligandos multiples como € receptor a manosa
de los macréfagos, que no Ao se une a mananos, sno también, por medio de otro CRD
diginto a redduos de GaNAc 4-O-allfaados de las hormonas glicoproteicas de la
pittitaia® Sn embargo, eta surgiendo evidencia que indicaia que las moléculas s
vudven fundondmente multiméricas ya sea por asodacion no covdente o por d
hacinamiento  sobre  superficies cdulares®?®® Las lectinas multivelentes pueden formar
complgos entrecruzados con epitopos de carbohidrato multivalentes® Los entrecruzados
no linedes, Sno de dos o tres dimensiones de tipo 11, que son la mayoria insoluble, ocurren
cuando las lectinas (como LEM) y/o los carbohidratos involucrados tienen una vdencia
mayor a dos. La formacién de complgos entrecruzados de tipo |l confiere especificided
adiciond a las lectinas, ya que los complgos homogéneos entrecruzados se forman incdluso
en la presencia de mezclas de lectinas y carbohidratos o glicoproteinas®® Se piensa que esta
epecificidad adicdond llega a s importate cuando una lectina  entrecruza
glicoconjugados en la superficie cdular, lo que cominmente lleva a efectos de transduccion
de seffdles. ®°
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Fgura14. Teemogramade latitulacion de lalectina de Mytilus edulis con rafinosa

Tabla 4. Perfil termodinémico de la union secuencid de la lectina de Mytilus edulis con la

rafinosa
Egequiometria  Congantesde . Entropia Energialibrede
derescdion () union (Ky) Entalpia (DH) (DS) Gibbs (DG)
1 31774302 -587x 10+ 911x10° 526x10° -218x10°
2 19814197 -266x10° +390x10° -730x 10> -447x10°
3 -16.48+3.05 -4.06x 10® + 4.30x 10
4 21.2645.12 132x10° +180x 105 437x10° -476x1¢P
5 37.85+541 -119x10° +230x10° 567x107 -1.83x10"




6.7. Estudios de Dicroismo Circular (DC)

Se obtuvieron los espectros de la lectina purificada por técnicas de DC, sola y en
presencia de su ligando para poder determinar S durante la unidn con la rafinosa ocurria
agun cambio conformaciond (Figura 15). Los espectros fueron andizados con € programa
de desconvolucién de Hennessey-Johnson. para determinar € contenido de  edtructura
secundaria (Tabla 5). El demento de estructura secundaria que predomina es la hoja beta y
la clase terciaria a la que pertenece es ala b. Se obsarvo que la lectina no presenta cambios
conformaciondes derivados de la unién con su ligando, aunque exigian variaciones
pequeiiasen € contenido de estructura secundaria

Parece sr que la edtructura de hoja beta predomina en invertebrados mainos td es
caso de la lectina de tipo C de la Cucumaria echinata>, la lectina tipo R de la Cucumaria
echinata®, la lecina dd Tachypleus tridentatus’ y la lectina dd tipp C de la
Polyandrocarpa misakiensis,>* por citar dgunos.
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Figura 15. Espectro de dicroismo circular en la region ultravioleta lgano de la lectina de
M. edulis.



Tabla 5. Contenido de edructura secundaria de la lectina de M. edulis derivada de los
espectros de dicroismo circular expresado en porcentgie. LME es la proteina pura, y €
ndmero que sgue después dd guion corresponde d ndmero de inyeccidn en d experimento
de ITC.

Refinosa
(mmal) Hélicea  Hojab Giros Otros  Clase edructurd
LME 0.000 0.070 0.380 0.080 0.460

LME-3 0.200 0.110 0.270 0.210 0.290
LME-10 0.670 0.120 0.300 0.120 0.470
LME-18 1.210 0.050 0.400 0.110 0.530 b
LME-24 1.610 0.080 0.310 0.100 0.460
LME -36 2.420 0.070 0.320 0.003 0.610
LME-38 2.550 0.090 0.280 0.090 0.370

6.8. Comportamiento en solucion y conducta de agregacion

Por medio de estudios de disperson dinamica de luz (DLS), se obsarvo d efecto de la
temperaiura y la adicion de rafinosa (Smulando € estudio de ITC) en la agregacion de la
lecting, mediante d seguimiento de los cambios en su peso molecular y  polidispersidad.
Los resultados revelaron que la lectina tiende a agregarse fuertemente en solucion. En la
Fgura 15 se observa que conforme aumenta la temperatura también aumenta la agregacion
de la lectina y su polidispersdad, obteniendo los vaores mas kgos a 4.0°C. Las diferentes
barras implican las diferentes egpecies (estados de agregecion) presentes en una condicion
dada.

Se puede observar (Figura 16a) que a 30°C, que es la temperatura a la que se redizaron
los estudios de ITC, su peso molecular es de drededor de 23,700 y 14,600 kDa, con una
polidisperddad entre 185 y 203 nm (Figura 16b). A 25°C, temperaiura en la que se
redizaron las pruebas de actividad, se presenta una peso molecular de 18,500 y 14,600 kDa
y una polidispersdad de 14.2 y 18.7 nm. ESo nos indica que la lectina es activa aun cuando
forma agregados muy grandes. Resultados como éste han llevado d reciente incremento en
e etudio de la influencia dd volumen exduido en soluciones con dta concentrecion y dd
efecto dd agrupamiento molecular, “macromolecular crowding”, en diferentes tipos de

reacciones que conducen ad ensamblge de proteinas y complgos de proteinas. En generd,



e agrupamiento de macromoléculas edtabiliza la edructura de la proteina ndtiva y favorece
la formecidn de complgos funciondes. Sin  embargo, un  Sobresgrupamiento
(“overcrowding’)  puede incrementar la formadion de agregados no funciondes> > En
otras proteinas de origen maino que hidrolizan carbohidratos se ha observado un
comportamiento Smilar. Es decir, requieren estar agregedas para sr funciondes y cuando
sellevan a su estado monomérico en presenciade dgun poliol, pierden su actividad. >’

En la Fgura 17 = obsarva d efecto dd ligando (rafinosd) en € comportamiento en
lucion de LME. Al agregarse d ligando, la lectina empieza a desagregarse hasta una
concentracion de ligando cercana a 1.21 mmol en donde empieza a agregarse y a gparecer
més especies (estados de agregacion) a adicionarse los 175 ni de rafinosa, concentracion a
lacud la proteina saturé sus Sitios de unidn en I TC, laagregacion vuelve a ser notoria
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Figura 16. Efecto de la temperatura en @) la agregacion y b) polidispersdad de la lectina de
Mytilusedulis.
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Figura 17. Efecto de la adicién de ligando (Refinosd) en @ la agregacion y b)
polidisoersdad de lalectinade Mytilusedulis.



6.9 Cristalizacion

A la fecha * han obtenido microcrigdes de la LME en presencia de polietilenglicol
(Figura 18). Esto debido a los fuertes procesos de agregacion que presenta la lecting, que
conducen a una sauracion muy répida S la sauracion es muy rdpida s forman
precipitados amorfos, 9 es intermedia se forman microcridaes, en cambio S esta velocidad
eslentasetiende alaformacion de crigtales bien definidos

Para lograr obtener cristaes con mayor tamafio y cdidad es necesario que la saturacion
sea muy lenta Una forma de lograrlo es utilizando acetes que disminuyan la velocidad de
la difuson o modificando pH. También es posble amentar d tamaio redizando
sembrados delos crigtdes.

En muchos casos la crigtdizacion en presencia dd ligando, estabiliza a la proteina y

dalugar acristales més ordenados.

Figura 18. Crigdes de la LME crecidos en la solucién 38 dd kit 11 de Hampton, que
contiene 0.1M HEPES pH 7.5, 20% p/v polietilenglicol 10,000.



7. CONCLUSONES

Dd presente estudio, surgen una serie de conclusiones como son:

Lalectina de Mytilus edulis es la lectina con mayor actividad especifica reportada a
lafecha, tiere un pl basico y reconoce alarafinosa como su ligando especifico.

Con un peso molecular de 6450 kDa se dtla como la lectina més pequeiia
reportada en invertebrados marinos.

Su actividad es independiente del cdcio y de la dgeina aunque en presencia de ésta
Ultima, la aglutinecion es mas fuerte.

LME es activa aln formando agregedos de pesos moleculares muy grandes, quizas
esta agregacion le ayuda a tener una actividad tan dta ya que le permite tener mas
Sitios de union expuestos.

El demento de edructura secundaria que predomina es la hoja b, como la mayoria
de laslectinas de invertebrados.

La agregacion de LME es dfectada por d pH, temperatura y concentracion de
rafinosa, dendo 7.4,y 25°C los dptimos de pH y temperatura respectivamente.

Los grupos hidroxilo presentes en la rafinosa favorecen la union permitiendo que la
lectina sea muy especifica a este ligando y un reacomodo de los puentes de
hidrégeno dd ligando hacen que LME se desagregue para poder unirse alarafinosa
Segln los datos de ITC, d modeo que mgor 2 gugd fue d de unidn secuencid,
con cinco gtios de union, de los cudes por lo menos cuaro son de naturdeza
exotérmica

Launién delarafinosaa LME se da de manera espontaneay reversble.

Su naurdeza multivdente podria permitile mediar interacciones  bioldgicamente
rdlevantes en d ssemainnato.



8. PERSPECTIVAS

Con d trabgo redizado se caracterizd una lectina presente en M. edulis, Sin embargo no se
logré mantenerla muy edable cuando esta pura ya que comienza a precipitarse
paulainamente y por consguiente va perdiendo la actividad, por lo que ain no s cuenta
con un conocimiento completo por 10 que es preciso seguir estudiandola

Un aspecto de gran importancia es encontrar las condiciones Optimas para mantenerla
edable por més tiempo y encontrar un amortiguador idoneo para poder poner pruebas de
crigtdizacion, ya que € amortiguador donde se encuentra més estable (Fosfatos 50 mM, pH
74) interfiere con € montge de crigaes.

Por otro lado, condderando que e trata de una lectina con una actividad varias veces
mayores a las reportadas de otras fuentes, determinar la edtructura tridimensiond de ede
tipo de lectina y hacer comparaciones con lectinas de diferente origen gportaria informadon
relevante sobre los mecanigmos de unidn y relaciones estructura-funcion.  Para lograr esto,
€s necesario continuar la blsqueda de condiciones apropiadas para la obtencion de crigtdes
gpropiados pararedizar |os estudios de difraccion de rayos X.

También es de suma importancia redizar estudios de cinética de union y de agregecion

y correlacionarlos con los estructuraes.

Resultaria de gran interés redizar estudios de actividad biolGgica como citotoxicided,

examenes mitogenicos, inmunizacion, aglutinacion de bacterias, etc.

Aln no se cuenta con una ecuacion que explique la unidén secuencid con lectinas que
tienden a agregarse fuertemente, por 10 que es indispensable redizar varios esudios de ITC
con este tipo de proteinas para poder obtener una modelo matemético adecuado.

En generd, es muy poco o que se sabe de este tipo de proteinas por [0 que hay una gran
cantidad de estudios que sria de suma importancia redizar y que permitirian conocer y

aolicar de manera eficiente est e tipo de proteinas en diferentes &eas de la ciencia
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Lectina del mgjillén Mytilus edulis

FUNDAMENTOS DE LASTECNICASUTILIZADAS

1. Método de cuantificacion. Protein Assay ESL (Exact, Sensitive, Low
interference).

Es una optimizacion dd procedimiento derivado de Masushita®”  en d que e utiliza una
reeccion parecida a la de biuret, donde el Cu*? esta inididmente acompldado con la
proteina en un medio acdino. Cuando hay un exceso de Cu, la fraccion que no es
acompldada por la proteina es reducida a Cu™ con &ido ascorbico, formandose d
complgio Cu**-batocuproing, @ cud tiene un néximo de absorcion a 485 nm. La magnitud
de la sefid es inversamente proporciond a la cantidad de enlaces peptidicos, en contraste
con otros méodos de cuantificacion que son afectados por las cadenas laterdes de los
aminoacidos. Por edo, la variacion entre diferentes proteines es muy bga Este méodo
permite determinar concentraciones de proteinaen un intervao de 20 a 800 nyimL

2. Electrofor ésis SDS-PAGE

Latécnica de SDS-PAGE separa a las proteinas basandose principdmente en sus pesos
moleculares, teniendo la ventga de romper proteinas complgas, compuestas de més de una
subunidad y de hacer que d polipéptido monoméico migre de acuerdo a U peso

molecular.

En las sgparaciones con dectroforess en gd de poliacrilamida con SDS, la migracion
eda determinada no por la carga déctrica intrinseca de los polipéptidos sino por su peso
molecular. El dodecil sulfato de sodio (SDS) es un detergente anidnico que desnaurdiza
las proteinas envolviendo su cadena hidrofébica arededor del polipéptido. Para la mayoria
de las proteinas € SDS se une a una razon goroximada de 1.4 g / g de proteina, confiriendo
una carga negdiva neta d polipéptido en proporcion con su longitud. El SDS también
rompe puentes de hidrégeno, bloquea interacciones hidrofébicas y  despliega
udancidmente las moléculas de proteina minimizando las diferencias en forma molecular

por eiminacion de sus edtructuras secundariasy terciarias.

Las proteinas pueden ser totdmente desplegadas cuando se emplea un agente reductor
td como d b-mercgptogtanol, d cud puede romper puentes disulfuro entre resduos

2
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cigeina Los polipéptidos desnaturaizados por SDS y reducidos son cadenas flexibles con
caga negativa uniforme por unidad de longitud. Por lo tanto debido a que € pe
molecular es una funcion lined de la longitud de la cadena dd péptido, en los gees de
electroforesis|as proteinas se separan por su peso molecular.®

3. Espectrometria de masas MALDI-TOF

En los egpectrdmetros de masas, las moléculas se ionizan y poderiormente se acdleran a
través dd vecio mediante un campo déctrico (Figura 19). Pocas moléculas de un
compuesto se introducen en d espectrometro mediante un digpositivo gpropiado (camara de
introduccion), se convierten en iones (ionizacion) y adquieren una relacion masalcarga
(m/2. La relacion m/z obliga a las moléculas que la hen adquirido a describir una
trayectoria propia dentro del espectrometro (deflexion) que se encuentra a dto vecio. Los
iones de una relacion m/z determinada son asi detectados (deteccidn) separadamente de los
de otras rdlaciones m/z. La cdibracion adecuada dd indrumento permite medir la rdacion
m/z y por tanto lamasamolecular de cadaion que dcanzadl detector. ©°

Para determinar la masa molecular de la proteina y establecer su pureza s utilizo la
técnica de espectrometria de masas llamada espectrometria de masas mediante ionizacion
desorcion por léser asidides por matriz acoplada a un andizador de tiempo de vueo
(MALDI-TOF).

En latécnica de MALDI un haz de laser pulsado golpea una muestra sdlida caentandola
y vgporizandola, ionizando as los compuestos con una minima descomposicion. Las
proteinas se mezclan con una matriz que absorbe € cdor dd haz de léser. La muestra de
proteina se seca junto con la matriz. La mayoria de las proteinas forma crigdes y € laser se
dirige hada los crigdes 0 agregados individudes La mdriz & ioniza = sudta de la
supefice y trandiere energia a la proteina crigtding lo que causa su ionizacion y
separacion de lasuperficie.

Los egpectros son rddivamente smples, conteniendo s9lo un pico mayor que
corresponde d i0n molecular cargado Sngularmente y ta vez d idn cargado doblemente.
Para proteinas oligoméricas € pico mayor normadmente es d dd mondmero con picos
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menores para los oligbmeros. Con un epectrdmetro TOF no hay limite mayor para d rango
de masas por o que pueden medirse masas de més de 100 kDa.

Los iones describen Campo magnético variable
trayectorias definid

QF
en funcion de la on . $
miz adquirida /ID"IZGCIOH
para un valor del
S %R % X x o x o Cémara de intreduccién
x % ox x%F X
e R R TR EE de muestra
Alto _— x=
vacie % -
7y e |
y Aceleracion de los iones
] G Rendija de recoleccion de iones

enfocados por el campo magnétice

Detector/registrador

Figura 19. Esquema sencillo de un espectrofotometro de masas.

4. Enfoque isoeléctrico (El).

B enfoque isoeléctrico es una técnica que separa a las proteinas de acuerdo a su carga
neta o punto isodéctrico (pl). La separacion se lleva a cabo por un podcionamiento de la
proteina en un gradiente de pH generado por un campo déctrico. Bgo estas condiciones la
proteina migra hasta que dcanza una podcion en € gradiente de pH € cud es una carga
neta 0 un punto isodéctrico igud a cero.  Las proteinas son anfalitos; tienen carga pogtiva,
negativa o cero dependiendo de b composicion de sus aminoécidos 'y € pH de su drededor.
La carga neta de una proteina es la suma de todas las cargas positivas 0 negetivas de sus

amino&cidosy us grupos amino 'y carboxilo terminaes.

En eda técnica se edtablece dectroquimicamente un gradiente de pH en un gd de
poliacrilamida que contiene anfolinas. Cuando se aplica un voltge a través de las anfolinas,
las anfolinas con pl bgos (carga negativa) migran hacia d anodo y las anfolinas con los pl
més dltos (carga positiva) migran heciaa céodo.®
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5. Digpersion dindmica deluz (DLYS)

La digperddn dinamica de luz es una técnica que permite medir € coeficiente de
difusén tredaciond (Dt) de una molécula 0 agregados en solucidn.  Con técnicas de DLS
es posble determinar @ coeficiente de difuson, d radio hidrodindmico, € peso molecular y
la polidigoersdad de la proteina

Las paticulas en solucion s desplazan debido a que presentan movimientos
brownianos. Esta movilidad et relacionada con € coeficiente de difuson y éte con d
radio de la paticula lluminando la particula con un rayo laser, la intenddad de la luz
disoersada a un angulo dado puede s seguida en d tiempo.  Como la particula se mueve,
la sefid medida fluctuard  Midiendo las fluctueciones y d camino en d cud dlas cambian,
e coeficiente de difusdn de las particulas y a partir de éde, @ radio de la particula pueden
s determinados con la ecuacion de Stokes-Eingein.  La dispersdn de luz monocromética
causada por las particulas en movimiento presentara fluctuaciones en su intensdad debido
a movimiento browniano de las moléculas 0 agregados en solucion .

B andiss dd decamiento de la funcion de autocorrdacion, es decir la medicion de las
fluctueciones de la intensdad en funcion dd tiempo correspondiente a la sefid de la
intenddad dispersada, proporcionara informacion cuantitativa acerca de - comportamiento
en lucidn de los agregados moleculares. Dt se rdaciona con d radio hidrodinamico (Ry),
KgT

a través de la ecuacion de Stokes-Eingen: D, = , donde kg es la condante de

Boltzmann, 77 es la viscosdad de la olucidn, T es la temperaura absoluta y R+ € radio
hidrodinamico .

También es posble deteminar d peso molecular por medio de la ecuacion de Mark
Houwink: Dr = AoM’, ésta considera la relacion directamente proporciond del coeficiente
de difuson tradaciond con @ peso molecular M, eevado a una potencia especifica Ad, la
congtante de proporciondidad que surge de esta ecuacion toma en cuenta las propiedades
de disolvente y se representa por Ap. ESta ecuacion requiere de una estimacion adecuada
del factor de estructura (u), que para € caso paticular de proteinas eféricas tiene un vaor

de 0.33 y se gplicatambién amode os cuas-esféricos "2
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6. Dicroismo circular (DC).

La teoria de dicroismo circular fue desarrollada por Biot y Fresnd (Neumann y Snatzke,
1990). Un rayo de luz polarizado en un plano puede consderarse formado por dos
componentes polarizados circularmente, uno a la derecha y € otro a la izquierda Estos
componentes esdn en fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio pticamente
activo, cada componente interactia de manera diferente con los centros quirdes de las
moléculas presentes. La interaccion de la radiacion con la muedtra induce un desfasamiento
y un cambio de magnitud diferencides en ambos componentes circularmente polarizados
de la luz, y estos fendmenos provocan una rotacion dd plano de polarizacion en un angulo
a y ladistorsén deeste plano generauna dipse.”

La rotacion dd plano y la diferente absorcion de los componentes circularmente
polarizados (dicroismo circular) varian de acuerdo con la longitud de onda, pudiéndose
obtener espectros de estos fendmenos, esto es, gréficas de la rotacion o dipticidad contra la
longitud de onda. Los espectros de dicroismo circular se obtienen generdmente en las
regiones dd ultravioleta cercano (250 a 350 nm) y lgano (180 a 250 nm) de la radiacion
dectromagnética En la region dd ultravioleta cercano, los cromdforos més importantes
son los grupos arométicos de las cadenas laterdes de triptofano, tirosng, y fenildanina Ya
gue la aametria en estos grupos quimicos, se debe exclusvamente a su entorno y como los
resduos aromaticos se encuentran digribuidos en toda la macromolécula, los espectros en
esta region son un reflgo de la conformacion globa de la proteina. Ademés las sefides en
eta region son extremadamente sensibles alos cambios en la.conformacion.

Los espectros de dicroismo en la region dd ultravioleta Igano, se deben principdmente
a los enlaces amida que unen los resduos de los aminoacidos entre S. La asmetria de estos
cromdforos se debe d areglo espacid de la cadena principd de la proteina, por lo cud, las
sefides de dicroismo circular se pueden interpretar en términos dd contenido de edtructura
secundaria presentes, es decir, dd porcentge de resduos que se encuentran en aguna

conformacion esructurd (hdlicesa, hojasb, girosy otros tipos estructuraes).
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B andiss dd egpectro de dicroismo circular de una proteina cudquiera consste en
encontrar la combinacion lined de los 5 espectros base que logra reproducir € perfil de la
megor manera poshle del espectro experimenta.  Una vez logrado esto y congderando que
las sefides son aditivas, se suma @ producto del contenido de cada estructura secundaria de
los espectros base por su codficiente en la combinacion lined. Los resultados de eta
adicion representan la estimacion experimenta de los porcentges de los resduos en cada
una de las edtructuras secundarias de la conformacidn de la proteina problema. Para redizar
este andiss, Hennessey y Johnson utilizaron como base de datos los espectros de un
conjunto de proteinas cuya estructura tridimensond era conocida y determinada. A partir
de estos espectros, se demostré que basta la combinacion lineal de 5 espectros base, para
describir perfectamente los espectros experimentaes. Ademas, se determind que a cada uno
de los 5 espectros base puede asignarsde un contenido de estructura secundaria’® (Figura
20).

Delta e

A (nm)
Figura 20. Espectros caracteristicos de cada una de las contribuciones
alaedructura secundaria, hdlice dfa, hojabeta, girosy d azar.
7. Calorimetria detitulacion isotérmica (ITC).

La cdorimeria de titulacion isotérmica es una técnica termodinamica que mide una
resccion quimica iniciada por la adicién de un ligando, convirtiéndose en d méodo més
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vdioso para la caracterizacion de las interacciones biomoleculares. Cuando las sustancias
* unen * genera 0 asorbe cdor. La medicion de ede cdor permite determinar
correctamente las congtantes de unidon (Kg), la estequiometria de reaccion (n), entdpia (OH)
y entropia (DS), por lo que provee un pefil termodindmico completo de la interaccion
molecular en un smple experimento. Los paraneros de unidn £ delerminan por un
andigslined de minimos cuadrados de laisoterma

En los experimentos de ITC una jeinga contiene @ ligando, la solucidn es titulada en
una celda que contiene a la macromolécula en solucion a temperatura condtante (Figura 21).
Cuando d ligando es inyectado en la cdda los dos materides interactlan y entonces se
libera o absorbe caor directamente proporciond ala cantidad de sitios de unién.””
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Figura 21. Diagrama de las cddas y jeringa dd ITC. La jeringa
efa en ajitacon durate d expeimento. Bl émbolo es

controlado por la computadora e inyecta volUmenes preciosos
deligando.

La gplicacion de ITC es vaiada y dgunos gemplos donde se utiliza son: interacciones
entre proteinas con macromoléculas y ligandos,  proteina-proteing, proteina —péptido, acido
nudeico-ligando (farmaco), proteina-écido nudeco; metdes unidos a moléculas, receptor -

8
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ligando;, papd dd agua en dstemas bioldgicos interacciones hormona-receptor, enzima-
sugtrato, anticuerpo-antigeno; carbohidratos unidos a macromol éculas, etc.

8. Crigtalizacion

Para d andiss edructurd por rayos X e requiere que la molécula sea crigdizada en
forma adecuada para la obtencion de datos. ESto es, obtener cristales mayores a los 0.2mm,
que difracten adecuadamente los rayos X y que posean la suficiente estabilidad para que sus
patrones de difraccion no decaigan durante € tiempo que dura € experimento. De hecho,
la obtencion de los crigdes es la elgpa més critica para la determinacion de la edructura
tridimensond de proteinas por d método de difraccion de rayos X.
Para indudr la ciddizaddn es necesxrio llevar muy lentamente d ddema soluto-
disolvete a un edado de solubilidad minima y ad dcanzar un grado limitado de
supersaturacion.  Para lograr esto es necesario condderar todas las variables que afectan la
crigdizadon como son: concentracion de la proteing, temperatura, pH, fuerza idnica,
aditivos especificos y agentes precipitantes.”

El méodo de difuson de vapor es d mas popular y ha demostrado ser d més Util para d
estudio de numerosas condiciones con cantidades minimas de proteina. Existen dos técnicas
que utilizan la difuson de vepor: la de la “gota asentadd’ vy la de la “gota suspendida’. Edta
ditima se utilizb para intentar la crigdizacion de la LME.  Con este método, la solucidn de
proteina y € agente precipit ante se colocan en cubreobjetos sliconizados. Por otro lado, a
un pozo o recipiente pequefio (generdmente se usan cgas Limbro) se agrega 1 mL de la
solucion de agente precipitante a una concentracion del doble de la que se encuentra en la
solucion de la proteina y e le gplica grasa de vacio en la parte superior del pozo. El
cubreobjetos se coloca ariba de pozo, de td forma que la gota de proteina queda
sugpendida en d interior y findmente se sdla con la grasa Edas condiciones pueden

modificarse a fin de optimizarlas y lograr obtener crigdes goropiados para los estudios de
difraccion derayos X.
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