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Resumen

RESUMEN

En este trabajo se logré aislar y purificar una lectina del extracto del mejillon Mytilus
edulis, utilizando estromas glutaraldehizados de eritrocitos de conejo como soporte. La
lectina mostrd afinidad por la Rafinosa siendo su actividad la més alta reportada a la fecha
para lectinas que unen éste azlcar, con un punto isoeléctrico de 9.43 y una masa de 6450
Da. Se encontrd que la lectina es estable en presencia de 200 mM de NaCl, 10 mM de
Glucosa y 1% de Glicerol. En esta condicion se puede congelar a la proteina sin perder la
actividad. Ademas es posible concentrarla sin que ésta precipite o pierda su actividad como

ocurre en ausencia de dichos aditivos.

Mediante estudios de dispersion dinamica de luz se determind que la lectina tiene una
fuerte tendencia a interaccionar con ella misma, formando grandes agregados. Estos
agregados son dependientes de la temperatura, encontrando el menor estado de agregacion
y polidispersidad a 5 °C. Por tecnicas de dicroismo circular, se determind que la estructura
secundaria predominante es la hoja beta. Ademas se determind que el aumento de
temperatura ocasiona cambios conformacionales, sin embargo, esta lectina es altamente
resistente a la temperatura y no llega a la desnaturalizacion ain a 95 °C. La interaccion con
su ligando (Rafinosa) también ocasiona cambios conformacionales debido que es necesario

una cambio conformacional para que se lleve a cabo el entrecruzamiento con dicho ligando.

Los estudios de calorimetria de titulacion isotérmica revelaron que la lectina tiene tres sitios
de union ajustandose a un modelo matematico secuencial, el cual sugiere que la lectina
presenta un reacomodo molecular para tener disponible un sitio de union y poder unir asi
otra molécula de Rafinosa. Los valores de las constantes de union fueron mayores que los

reportados a la fecha para otras lectinas.

Se encontraron las condiciones Optimas para obtener cristales de la lectina, s6lo resta
mejorar la calidad de los mismos para posteriores estudios de difraccion de rayos X que

permitan obtener su estructura tridimensional.



Abreviaturas

ABREVIATURAS

A: Amstrong

BSA: Albumina de suero de bovino
CRD: Dominio de reconocimiento al
carbohidrato

ConA: Concanavalina A

CD: Dicroismo circular

DLS: Dispersion dinamica de luz

DTT: Ditiotreitol

ECF: Eritrocitos de conejo
formalinizados

EDTA: Acido etilendiamino tetracético
ESL: Meétodo de cuantificacion de
proteina, exacto, sensible y de baja
interferencia

g: Fuerza centrifuga relativa

GAG: Glicosaminoglicano

GIcNAc: N-acetil-D-glucosamina

AH: Entalpia

Ig: Inmunoglobulina Ig
ITC: Calorimetria  de
isotérmica

titulacion

Kb: Constante de unién

kDa: Kilodaltones

A: Longitud de onda

LME: Lectina de Mytilus edulis
MALDI-TOF: Espectrometria de masas
mediante ionizacidn-desorcion por laser
asistidas por matriz acoplada a un
analizador de tiempo de vuelo.

mM: milimolar

mMOsM: miliosmolar

MBL: Lectina que se une a manosa
MBP: Lectina que se une a manano

n: Estequiometria de reaccion.

NK: asesino natural (natural killer)

nm: nanémetros

PAGE: Electroforesis en gel de
poliacrilamida

PBS: Amortiguador de fosfatos salino

pl: Punto isoeléctrico

AS: Entropia

SDS: Dodecil sulfato de sodio

Tris: Tris (hidroximetil) amino-metano
TSG-6: Gen estimulado — 6 del Factor de
necrosis de tumor

U: Unidad de actividad

UV: Ultravioleta

pL: microlitros

pmol: micromoles



Objetivos

OBJETIVO GENERAL:

e Estudiar fisicoquimica y estructuralmente la interaccion proteina-proteina y
proteina-ligando de una lectina del mejillon, Mytilus edulis

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Purificar una lectina presente en el extracto del mejillon Mytilus edulis.

e Realizar estudios de estabilidad de la proteina pura mediante la adicion de
diferentes compuestos.

e Estudiar la interaccion proteina-proteina de la lectina pura en solucién a
diferentes condiciones de temperatura, concentracion y pH asi como la
interaccion con su ligando y diferentes aditivos, mediante técnicas de Dispersion
Dinamica de Luz (DLS).

e Realizar estudios conformacionales de la lectina, sola y en presencia de aditivos
y su ligando por técnicas de Dicroismo Circular (CD).

e Determinar las constantes de union de la lectina con su ligando en diferentes

condiciones utilizando técnicas de Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC).

e Realizar pruebas de cristalizacion para futuros estudios cristalograficos.



Introduccién

INTRODUCCION

Las lectinas son proteinas de origen no inmune que tienen la propiedad de enlazarse de
forma especifica y reversible a carbohidratos, ya sean libres o que formen parte de
estructuras mas complejas.* Todas las lectinas conocidas tienen dos o més centros de unién
para los azucares lo cual explica su capacidad para aglutinar, es decir, establecer enlaces
cruzados con los eritrocitos y otras células. Primeramente forman estos enlaces con los
azlcares especificos y de forma secundaria a una molécula glicosilada.? Se han encontrado
en plantas, animales vertebrados e invertebrados y microorganismos. Su importancia radica
en sus propiedades bioldgicas como la aglutinacion de eritrocitos y otras células como
linfocitos, células sexuales, plaquetas y bacterias, aglutinacién de virus, induccion de
mitosis y otras. Ademds, permiten realizar estudios que involucran la proliferacion de
linfocitos con el fin de evaluar la produccién de citoquinas y la expresion de sus receptores
en pacientes con enfermedades tales como SIDA, tuberculosis y la leishmaniosis, entre
otras. También permiten caracterizar algunos aspectos de la respuesta inmune, estudiar la
interaccion de virus como el de la hepatitis B y el VIH para conocer su susceptibilidad, es
posible analizar las funciones linfoproliferativas y citotdxicas en células ocasionadas por
algunas drogas y se pueden detectar anormalidades cromosémicas.

Se sabe que la interaccion de las lectinas con células se puede inhibir en presencia de
azucares ya que las lectinas tienen capacidad de reconocer patrones de oligosacaridos
presentes en las superficies celulares siendo por ello sondas que pueden ser utilizadas
como marcadores en estudios de la membrana plasmatica. Se utilizan ademas en la
deteccidn de transformaciones celulares malignas, debido a la aglutinacion preferencial que
muestran por estas células transformadas. Asi, el estudio de las lectinas nos brinda
informacion valiosa acerca del cancer y su deteccion.*

Las lectinas en invertebrados han sido muy poco estudiadas y se cuenta con muy poca
informacion sobre todo fisicoquimica y estructural. En moluscos se piensa que funcionan
como su sistema de defensa y en algunas ocasiones para evitar el congelamiento de los
mismos. En el presente estudio se trabajéo con una lectina aislada del mejillon Mytilus
edulis, y se analizaron sus interacciones proteina-proteina y proteina-ligando, esto desde un

punto de bioquimico, fisicoquimico y estructural.



Generalidades

1. GENERALIDADES

Las lectinas son glicoproteinas de origen no inmune y no enzimatico que tienen la
propiedad de enlazarse de forma especifica y reversible a carbohidratos, ya sean libres o
que formen parte de estructuras mas complejas. Contienen al menos dos sitios de union, de
ahi que puedan enlazarse en primer lugar a un azucar especifico y en forma secundaria a
una molécula glicosilada.' Las lectinas, en particular, se unen a carbohidratos y no
despliegan actividad enzimatica hacia los azucares que reconocen, ni alteran en algin modo
su estructura covalente.? El reconocimiento de carbohidratos se da en un gran niimero de
contextos bioldgicos diferentes. Por lo tanto, las lectinas son un grupo altamente diverso de
proteinas, que esta formado de varias familias proteicas no relacionadas.

Las lectinas poseen propiedades que convierten a esta clase de proteinas en herramientas
muy utiles en los laboratorios biologicos, debido a ello se utilizan en numerosas
investigaciones que incluyen: estudio de la estructura de las membranas, deteccion de
transformaciones malignas, purificacion de glicoconjugados, estudios citogenéticos,

ensayos histoquimicos, enzimaticos y en la determinacion de grupos sanguineos.

1.1. HISTORIA DE LAS LECTINAS

El estudio de las lectinas fue iniciado por Stillmark en 1888 al describir la hemaglutinacién
provocada por extractos de semillas de castor (Ricinos communis ). A la proteina
responsable de la aglutinacion de los eritrocitos la llamé Ricina.** Posteriormente, S. W.
Mitchell describio la coagulacion de la sangre como una indicacion de la actividad de una
lectina del veneno de vibora. A partir de entonces se han reportado diversos articulos acerca
de las propiedades de las proteinas llamadas lectinas. Fue hasta 1898 que se introdujo el
término hemaglutinina por M. Elfstrand para describir a proteinas de plantas que
aglutinaban eritrocitos.® Hasta entonces sélo se conocia la propiedad aglutinante de las
lectinas y en 1913, se comenzé a purificarlas utilizando células y en 1919 se obtuvo el
primer cristal de una lectina, la Concavalina A (ConA).® Cinco afios después se
descubrieron lectinas virales y a finales de los 30°s se detectd una lectina especifica para un
grupo sanguineo, pero s6lo hasta 1952 se pudo descubrir la naturaleza de los carbohidratos

presentes en los grupos sanguineos, esto gracias a las lectinas. La primera lectina animal
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especifica para el grupo A se encontré en la almeja Saxidomus sp. y posteriormente se
reportaron lectinas anti-A en el caracol Helix pomatia y especies relacionadas*

A pesar de que se conocia la valiosa propiedad de estas proteinas, el termino “lectina” que
describia a proteinas que se unen a carbohidratos se introdujo en 1954. En 1972 G.M
Edelman y colaboradores determinaron la secuencia y la estructura tridimensional de una
lectina, la concanavalina A.> En 1974, Stockert describid una aglutinina de eritrocitos
humanos encontrada en el higado de conejo siendo esta la primera lectina identificada en
una mamifero y receptora de asialoglicoproteinas®. La primera estructura de una lectina de
origen animal fue resuelta por Lobsanov y colaboradores.®

En 1988 Drickamer reuni6 todas las estructuras primarias de lectinas que se conocian a la

fecha y estableci6 una clasificacion con base en dicha estructura.®

1.2. CLASIFICACION DE LAS LECTINAS

Las semejanzas en estructura primaria de las lectinas animales permitio clasificarlas en dos
grupos principales las Tipo C y las Tipo S.> Ambas familias tienen un dominio de
aproximadamente 120 residuos de aminoacidos, aunque los dominios del tipo-C y tipo-S
difieren completamente entre si. Hoy en dia la percepcion es diferente porque existen
muchas lectinas calcio dependientes y que no estan definidas dentro de la secuencia
primaria tipo C, y lectinas tipo S (comiunmente conocidas como galectinas) que no son
sulfidril dependientes.

Las lectinas tipo-C pueden ser clasificadas en subgrupos dependiendo de su gen estructural
y la naturaleza de sus dominios adicionales:®’

Hialectinas.

Receptores de asialoglicoproteinas.

Colectinas.

Selectinas.

Grupo de receptores transmembranales de NK.

Receptor manosa de macrofagos.

e Lectinas simples (dominio unico).
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Sin embargo se han encontrado lectinas que no presentan en su totalidad una estructura para

clasificarlas como C 0 S a estas se les nombra como Tipo N: 7

Tipo-1 inmunoglobulinas que reconocen carbohidratos
Tipo-P (receptores fosfomanosil)

Pentraxinas su organizacion estructural es pentamérica consistente y parece tener un
papel probable en la respuesta inmune.

Lectinas del huevo.

Calreticulina y calnexinas

ERGIC-53y VIP-36

Discoidinas

Aglutininas de la anguila (fucolectinas)

Lectinas anexinas

Ficolinas

Taquilectinas 5% y 5B Tipo fibrindgeno

Aglutininas de Limas flavus

Existen otras lectinas que no pertenecen a una familia estructural conocida, pero que

frecuentemente pertenecen a familias bien establecidas, que incluyen a otros miembros que

no se unen a sacaridos, como es el caso de las listadas abajo. ®”

Amfoterinas

CD1 1b/CD18(CR3)[integrinas]
CEL-I11 (de Cucumaria echinata)
Factor H complemento
Taquilectina-1/taquilectina P
Taquilectina-2 isolectinas
Taquilectina-3

Trombospondina

Citoquinas.



Antecedentes

2. ANTECEDENTES

2.1. INTERACCIONES PROTEINA- PROTEINA.

Las proteinas en los sistemas biol6gicos raramente actlian en forma aislada por lo que se
unen con a otras biomoléculas para dar las respuestas celulares especificas. Estas
biomoléculas son a menudo otras proteinas, y un namero sorprendente de estas
asociaciones proteina-proteina intervienen en diversas reacciones en cascada.® Las
interacciones proteina-proteina afectan todos los procesos en una célula. Se ha propuesto
que se conectan todas las proteinas en una célula dada a través de una red extensa donde las
interacciones no covalentes estan continuamente uniéndose y disociandose. Esas fuerzas
que son responsables de tales interacciones incluyen las fuerzas electrostéaticas, puentes de
hidrogeno, fuerzas de Van der Waals y los efectos hidréfobos. Se cree que los efectos
hidrofobos manejan las interacciones proteina-proteina mientras los puentes de hidrogeno y
las interacciones electrostaticas gobiernan la especificidad de la interfase. Normalmente se
excluye el agua de la regién del contacto.® Hay ciertas condiciones que favorecen la
agregacion como, altas concentraciones de la proteina, secuencia de aminoacidos, pH,
temperatura, fuerza ionica, la presencia de solutos ( desnaturalizantes como la urea,), y la

presencia de chaperonas.’

La asociacion de proteinas consigo mismas para formar dimeros y oligobmeros de orden
superior es un fendmeno muy comdn. Los estudios estructurales y biofisicos muestran que
la dimerizacion de las proteinas o la oligomerizacién son factores importantes en la
regulacion de proteinas como las enzimas en su forma mas simple, la oligomerizacion
funciona como un mecanismo general que puede depender de la concentracion de la
proteina. Un aumento en la concentracion de la proteina sobre el umbral de Ila
oligomerizacion puede ser el estimulo para la activacion de la enzima; de manera
semejante, la desactivacion de la enzima aplicara cuando los niveles celulares de la enzima
se disminuyan. Ademas de responder a la concentracion de la proteina, hay muchas
maneras mas complejas en que la dimerizacion se usa para regular la actividad de la

enzima. Los fendmenos de dimerizacion y oligomerizacién pueden conferir varias ventajas
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estructurales y funcionales diferentes a las proteinas, incluyendo el mejoramiento de la
estabilidad, control de la accesibilidad y especificidad de sitios activos. ® (figura 2.1)

DEGRADACION
(FROTEQLISIS)

x — AGREGADOS
{
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Q |/

INTERMEDIARICS

e PARCISLMENTE — EE%LELNA
F'LEG.E-.DOS

'H
POLIPERTIDO i /
HACIEMTE Rl

~—

. UMENDOSE &
CHAPERONAS

Figura 2.1. Procesos de oligomerizacion
mediante el acoplamiento a chaperonas

2.2. AGREGACION PATOGENA

La agregacion es un fendmeno comun en las proteinas en solucion, que frecuentemente
altera sus propiedades bioquimicas y biofisicas normales. La agregacion de proteinas es
responsable de la formacion de cuerpos de inclusion en las células bacterianas, la pérdida
de estabilidad de la proteina y de las patologias observadas por la oligomerizacion anormal
de varias proteinas.*

Un proceso de agregacion de la proteina que causa acumulacion intracelular o extracelular,
depdsitos de proteina insoluble causa muchas enfermedades neurodegenerativas
importantes asociadas con el envejecimiento. '

El reconocimiento de que la agregacién de proteinas juega un papel prominente en la
patogénesis de las patologias importantes como las enfermedades de Alzheimer’s y el mal

de Parkinson incité a la comunidad cientifica para enfocar su atencién en el mecanismo
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molecular de agregacion de la proteina. Muchas proteinas con las funciones sofisticadas
pueden agregarse consigo mismas porque su plegamiento es complicado y los contactos
intermoleculares anormales pueden predominar encima de las interacciones
intramoleculares normales. **

La agregaciéon de la proteina es un evento negativo en la naturaleza y generalmente
representa un fracaso en el logro del arreglo espacial correcto (estado plegado) necesario
en una proteina funcional. Cuando una proteina no alcanza hacer el pliegue correcto,
adquiere la estructura anormal o anormalmente persiste en un estado intermediario que
normalmente debe visitar temporalmente a lo largo de la senda plegadura.™

En estos estados la proteina expone anormalmente grandes &reas no-polares que
representan los sitios sumamente sensibles a la creacién de interacciones hidrofobicas
intermoleculares con otros que no pliegan apropiadamente las moléculas. Para las
proteinas muy largas, en los disolventes acuosos, miles de interacciones no covalentes se
exigen para crear una fuerza adecuada para preservar la estructura tridimensional Es notorio
todo lo que representa para la proteina mantener su estructura y funcion manteniendo el
estado plegado. Se han observado dos tipos de fendmenos de agregacion, ordenada que
consiste en la formacion de placas amiloides y desordenada con la formacidn de cuerpos de
inclusion o depdsitos amorfos Esta agregacion esta regida por fuerzas que no se han

especificado aun.'® (figura 2.2)
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Figura 2.2 Esquema de una agregacion ordenada (a) y (b)
una agregacion desordenada causante de enfermedades.****



Antecedentes

Se sabe que varias enfermedades presentan fendmenos de agregacion, estas incluyen la
formacion de placas amiloides por citar algunas tenemos Alzheimer, encefalopatias

espongiformes bovino (mal de las vacas locas), mal de Parkinson. Entre las enfermedades

en donde se han observado cuerpos de inclusién (depésitos amorfos) esta las cataratas. *?

2.3. MECANISMOS DE AGREGACION

Uversky™™ ha propuesto un modelo en el cual el primer paso de fibrilizacion es la
transformacion de una proteina nativa o desplegada a través de un intermediario
parcialmente desplegado™ Figura 2.1. La exposicion de superficies hidréfobas lleva a la
formacion del intermediario produciendo oligdmeros solubles o a la formacion de fibras
(placas amiloides) Figura 2.4, o via un nucleo critico produciendo agregados amorfos.
(Figura 2.3) **?

El estado parcialmente plegado es promovido por interacciones de repulsion carga-carga,

cambios en el pH o aumento de la temperatura. **

AGREGADOS ORDENADOS
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Figura 2.3 Esquema general de una agregacion causante de
enfermedades. Modelo propuesto por Uvensky**
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Figura 2.4 Proceso de fibrilizacion en placas amiloides

2.4. INTERACCIONES LECTINA-LIGANDO

Estudios de rayos X de estructuras cristalinas de varias lectinas de animales y plantas,
demuestran sus estructuras oligoméricas. Como resultado, la union de lectinas lleva al
entrecruzamiento y agregacion especifica de glicoproteinas y glicolipidos en la superficie
celular. En muchos casos esas interacciones resultan tener efectos en la transduccion de
sefiales como mitogénesis, regulacion del crecimiento celular de neuroblastomas e
induccién de apoptosis en células humanas activadas™

Las interacciones lectina-ligando pueden ser divididas en dos grupos generales: aquellas
que involucran N- y O-glicanos, las cuales han sido muy estudiadas, y aquellas que
involucran cadenas GAG (la mayoria mediadas por arreglos ordenados de contactos de

carga superficial) .

2.4.1. N- Y O-GLICANOS

Los sitos de unidn son de relativamente baja afinidad y se encuentran en huecos poco
profundos de la superficie de las proteinas. La selectividad se da mayoritariamente por
medio de una combinacion de puentes de hidrogeno (que involucran a los grupos hidroxilo
de los azlcares) y por empaquetamiento de Van der Waals de la cara hidrofobica de los
anillos de monosacaridos contra las cadenas laterales de los aminoacidos aromaticos y a
través de iones divalentes. Finalmente, la region de contacto real entre el sacérido y el

polipéptido involucra tipicamente a uno de los tres residuos de monosacarido. Como
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consecuencia de ello, estos sitios de union de las lectinas tienden a ser de relativamente baja
afinidad, pero de gran especificidad. La habilidad de los sitos de baja afinidad para mediar
interacciones bioldgicamente relevantes en el sistema intacto, al parecer requiere de

multivalencia. >

2.4.2. LECTINA-GAG

Sobre estos se han realizado un menor nimero de estudios. Sin embargo, recientemente se
han resuelto estructuras que han revelado varias caracteristicas sobre estas interacciones, si
bien, no se comprenden bien algunas especificidades, como en el caso de la interaccién
anexina-GAG. Una de las estructuras que mas ha revelado bases estructurales ha sido la de
la proteina TSG-6 en complejo con un octasacarido de hialuronano, estructura que ha
revelado ademas los cambios conformacionales llevados a cabo para interaccionar con el
azdcar'’ A diferencia las lectinas animales que unen N- y O-glicanos, que tienden a
reconocer aspectos terminales especificos de cadenas de azlcares acomodandolos en
huecos de unién someros pero relativamente bien definidos, las interacciones proteina-
GAG parecen involucrar agrupamientos superficiales de aminoacidos cargados
positivamente que se alinean contra las regiones internas de las cadenas anionicas de los
GAG. Cabe sefialar que las caracteristicas descritas para las interacciones lectina-GAG son
solo generalizaciones que se han establecido a partir de muy pocas estudios estructurales
realizados, las cuales podrian reflejar tan sélo particularidades de ciertas interacciones. Se
hace evidente que es necesario que se conozcan fundamentos de otros ejemplos de
interaccion de este tipo para que se puedan establecer puntos que cumplan la mayoria de
interacciones lectina-GAG y que sean equivalentes a los datos que se tienen para las

interacciones de tipo lectina-N- y O-glicanos. 2

2.5. PROPIEDADES MULTIVALENTES DE LAS LECTINAS PARA
UNIR CARBOHIDRATOS.

Las lectinas son proteinas multivalentes que unen carbohidratos y se han encontrado
extensamente en la naturaleza, dentro de las lectinas animales estan las galectinas han sido

implicadas en el control del crecimiento celular en la metastasis y regulacion de la
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apoptosis, cada vez hay mas evidencia de que sus propiedades multivalentes son
importantes para su papel biolégico ™

Recientes estudios estructurales de lectinas multivalentes y complejos de entrecruzamientos
lectina-carbohidrato han proporcionado una vision de la naturaleza de esas interacciones.

En general, dos tipos de entrecruzamiento se han observado y designado como tipo | y tipo
”.19,20

2.5.1. ENTRECRUZAMIENTO TIPO I

En los complejos tipo I, una lectina divalente forma un entrecruzamiento con un
carbohidrato monovalente en una dimension. Estos complejos a menudo son solubles y
poseen un alto grado de polimorfismo debido a su flexibilidad. Cada complejo puede
acomodar més de un tipo de lectina divalente o carbohidrato monovalente'®? (figura 2.5).

ENTRECRUZAMIEMNTO TIPO I
D Lectina Divalente

—— Carbohidrata divalente

OO0 OO0

Figura 2.5 Esquema de un entrecruzamiento de tipo |

2.5.2. ENTRECRUZAMIENTO TIPO II

Al entrecruzamiento entre lectinas y carbohidratos multivalentes de los cuales una de dos
moléculas posee una valencia mayor a dos es designado como tipo Il. El entrecruzamiento
puede darse entre una lectina tetravalente y un carbohidrato divalente. Esas altas
interacciones multivalentes conducen a menudo a la formacion de complejos entrecruzados
en dos o tres dimensiones, los cuales pueden precipitar en solucion, pudiendo existir como

complejos desordenados u ordenados en bloques. **% (figura 2.6)
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ENTRECRUZAMIENMTO
TIPD II

-C) Lectina Tetravalente

—— Carbohidrato Divalente

Figura 2.6 Esquema general de un entrecruzamiento de tipo 11

2.6. LECTINAS EN INVERTEBRADOS MARINOS

Se han resuelto ya varias estructuras tridimensionales en invertebrados tales como la
estructura de la SAP de Limulus polyphemus® la Tachylectina-2 de Tachypleus
tridentatus®® la CEL-I de Cucumaria echinata ?* la CEL-III de Cucumaria echinata® Sin
embargo la informacion acerca de sus funciones es muy limitada. La mayoria de las
lectinas encontradas en estos organismos se sabe pertenecen a la familia del tipo C aunque
difieren de las lectinas de vertebrados de la misma familia, ya que las lectinas de tipo C en
invertebrados marinos suelen contener varios dominios funcionales distintos.

Cada CRD (domino receptor a carbohidratos) tiene un sitio que se une a carbohidratos,
muchos de los cuales tienen especificidad hacia la galactosa o N-acetylgalactosamina® Las
lectinas en los invertebrados marinos se cree actuan como factores humorales en el
mecanismo de la defensa, al igual que las inmunoglobulinas en vertebrados en donde hay
una activacion de los fogocitos por la aglutinacion de células ajenas que provocan las
lectinas o el aumento de la produccion de lectina en fluidos corporales después de la
inyeccion de sustancias extrafias. Las lectinas de los invertebrados marinos reconocen
carbohidratos de la superficie celular de bacterias y tal vez estén involucradas proteinas de
la familia de las inmunoglobulinas. El receptor glicosilado del fagocito permite la union del
complejo a través de una lectina en la membrana citoplasméatica promoviendo asi la

fagocitosis®®?°. Como ya se menciond se han estudiado ya varias lectinas encontradas en

11
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invertebrados marinos en donde se ha observado actividad hemolitica tal es el caso de la del
cangrejo herradura cuya afinidad apunta hacia el &cido sialico y la del pepino de mar
Cucumaria echinata®® con afinidad por galactosa. Después de unirse a las cadenas
especificas del carbohidrato en la superficie del eritrocito, estas lectinas dafian la membrana

de la célula, conduciendo la lisis de la célula.?’

La defensa interna en los moluscos esta mediada por un sistema innato que involucra tanto
componentes celulares como humorales. Los primeros incluyen la fagocitosis y la
encapsulacion con la subsecuente destruccion del patdégeno via actividad enzimética y
liberacion de metabolitos de oxigeno, mientras que los segundos incluyen opsoninas y
péptidos antimicrobianos. En los invertebrados las proteinas que intervienen en el proceso

de opsonizacion son las lectinas.

Estas lectinas pueden desempefiar un papel importante contra infecciones bacterianas o los
enemigos naturales?® Sin embargo no se conoce mucho al respecto, no se tiene la certeza de
la funcién de las lectinas en los invertebrados y en el caso de los moluscos sus estructuras
son practicamente desconocidas, unicamente se ha logrado cristalizar la lectina del Hélix
pomatia, aunque sin una buena difraccién que permitiera resolver su estructura.?

La actividad de la lectina de Mytilus edulis®® es la mas alta reportada a la fecha. Esto podria
deberse en primer lugar a que la union con su ligando sea secuencial, transformando asi el
sitio de union permitiendo una mayor afinidad por el ligando y en segundo lugar a que sus
fendmenos de agregacion realicen un reacomodo de las moléculas exponiendo un mayor

numero de sitios de union y asi tener una mayor especificidad.

2.7. DESCRIPCION DEL MEJILLON MYTILUS EDULIS

Los mejillones (figura 2.7) son moluscos bivalvos que viven fijos a las rocas desde la zona
intermareal hasta los 10 m de profundidad y que pueden quedar al descubierto durante la
marea baja, ocupando el mismo nivel de los "balanos" y las "lapas", con quienes compiten
por el espacio. Es una especie tipicamente filtradora, su crecimiento es rapido, y alcanzan

de 5 a 12 cm de longitud pudiendo llegar a 20 cm en algunas especies, dependiendo de la

12
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cantidad de alimento disponible y de las condiciones ambientales que regulan su
metabolismo, lo cual se aprovecha para cultivarlos. Son especies cosmopolitas que viven en
aguas tropicales y templadas; en las costas occidentales de México abundan el "mejillon
comdn™ (Mytilus edulis) y el de California (Mytilus californianus). La concha de los
mejillones est4d formada por dos valvas iguales de forma triangular, puntiaguda en un
extremo y redondeada en el otro. La superficie de la concha es lisa, marcandose Unicamente
las lineas de crecimiento; su color es negro azulado; su parte interna es nacarada y de color

violaceo. *°

Phylum: Mollusca
Clase: Bivalvia

Orden: Mytiloida
Suborden: Anisomyaria

Superfamilia: Mytilacea

Familia: Mytilidae
Subfamilia: Mytilinae
Género y especie: Mytilus edulis

Nombre comun: Mejillon

Figura 2.7. Clasificacion sistematica del mejillon M. edulis.
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3. METODOLOGIA

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Para el desarrollo del presente estudio se utilizaron moluscos bivalvos pertenecientes al

género Mytilus provenientes de Baja California. (Figura 2.7)

3.2. EXTRACCION

Para evitar la desnaturalizacion de la proteina todos los pasos de la purificacion se
realizaron a 4 °C. Se utilizaron los organismos completos separados de sus conchas. Se
homogenizaron utilizando un homogenizador de tejidos Polytron PT-MR 2100 en
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4, una vez homogenizado se centrifugo a 22,000 g
durante 40 min en una centrifuga BECKMAN Modelo J2-21 y se retird el tejido. El

sobrenadante se guardo a 4 °C hasta su utilizacion.

3.3. PREPARACION DE LOS ESTROMAS

Para la preparacion de los estromas se siguid la técnica derivada de la presentada por
Zenteno® originalmente desarrollada por Ochoa y Kristiansen.®* Se colecté sangre de
conejo en solucidn de Alseverg y se centrifugo a 1000 g durante 20 min. Se realizaron 3
lavados en amortiguador de fosfatos isotonico (310 mOsM, pH 7.4). Posteriormente se
centrifugaron a 4000 g por 20 min decantando el amortiguador. Posteriormente, las células
se suspendieron en amortiguador hipoténico(20 mOsM, pH 7.4) en una proporcion de 1:15
para provocar la hemolisis. Después se centrifugaron a 20 000 g durante 40 min, se
realizaron 3 lavados con amortiguador hipotonico o PBS y se liofilizaron.

Del liofilizado se tomaron 52 mg y se resuspendieron en 23 mL de PBS. Se mezclaron con
2.5 mL de solucion de glutaraldehido al 25% ajustando el pH a 7.2 con solucion de NaOH
2M. Se incubaron por 16 h a 20 °C y el material polimerizado se lavd con PBS
extensivamente. Después se incubd con 25 mL de PBS con 1M de Glicina durante toda la
noche para neutralizar los grupos glutaraldehido libres. Antes de utilizar los estromas, estos

se lavaron con PBS.
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3.4. PREPARACION DE LOS ERITROCITOS DE CONEJO
FORMALINIZADOS (ECF)

Los eritrocitos de conejo formalinizados se prepararon segin la técnica de Fragkiadakis.*
Se colectd sangre por vena o puncion cardiaca y se realizaron lavados con NaCl al 0.9% a
1000 g durante 20 min. A 25 mL de formalina (formaldehido al 37%) se les ajust6 el pH a
5.0 con amortiguador de fosfatos 0.7 M, pH 7.0. Se introdujeron en una membrana de
didlisis llenandola en dos terceras partes. Dicha membrana se sumergié en una proporcion
de 20% v/v en 100 ml de solucion de amortiguador de fosfatos 50mm pH 7.4 que contiene
150mM de NaCl, se dejo en agitacion suave durante 12 horas y a 4°C, transcurrido el
tiempo se perford la membrana para liberar el formaldehido y fijar los eritrocitos por 36
horas con agitacion suave a 4°C. Después de la fijacion los ECF se precipitaron por
centrifugacion a 1000 g durante 20 min y se hacen lavados extensivos con NaCl al 0.9%.
Posteriormente para unir los grupos aldehidos libres presentes en la superficie celular los
ECF se suspendieron 20% v/v en 100 ml de solucion de amortiguador de fosfatos 50mm
pH 7.4 que contiene 150mM de NaCl y 2% de albimina de suero bovino y se incubaron
por 24 horas a 4°C con agitacion suave. Finalmente los ECF se precipitaron por
centrifugacion a 1000 rpm durante 20 minutos y se hacen lavados extensivos con NaCl al
0.9%, para formar una solucion al 20% de ECF los cuales se guardaron a 4°C en presencia
de 0.055 de azida de sodio.*®

3.5. PRUEBAS DE ACTIVIDAD AGLUTINANTE

En esta técnica se observd la aglutinacion de eritrocitos de conejo formalizados, se
colocaron en placas de microtitulacion (fondo concavo) 50 pL de amortiguador de fosfatos
50mM pH 7.4; 50uL de proteina y se hicieron diluciones seriadas (50uL) y 50uL de
eritrocitos al 10%. Se utiliz6 como blanco el amortiguador. Esta prueba se realiz6 al
extracto y a la proteina pura. Se incubaron a temperatura ambiente por hora y media y se

evaluo la actividad aglutinante a simple vista y a través del microscopio.
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3.6. CUANTIFICACION DE LA LECTINA

Se utiliz6 el método del ESL (Exact, Sensitive, Low interference). Este método es una
optimizacién del procedimiento descrito por Matsushita,®* el que utiliza una reaccion
parecida a la de biuret donde el Cu*? est4 inicialmente acomplejado con la proteina en un
medio alcalino. EI contenido de proteina es después determinado midiendo la absorbancia
del complejo Cu*-bathocuproine el cual se forma en exceso de Cu*? no quelado por la
proteina. El exceso de Cu*? es reducido a Cu* con &cido ascérbico formando un complejo
coloreado con bathocuproine. La sefial es inversamente proporcional a la cantidad de
enlaces peptidicos, en contraste con otros métodos de cuantificacion los cuales son
afectados por las cadenas laterales de los aminoacidos. Por lo tanto, la variacion proteina-

proteina es muy baja. Este método permite detectar de 20 a 800 pug/mL de proteina.

3.6.1. CURVA DE CALIBRACION

Para la cuantificacion de proteina en las muestras y la elaboracion de la curva de
calibracion se utliliz el kit y se sigui6 el protocolo de Roche.?* Dicha curva se hizo por
triplicado.
= Los reactivos Ay B deben estar a temperatura ambiente antes de usarse.
= Adicionar 100 ul del reactivo A al tubo de reaccion, posteriormente adicionar 50 pl
de la muestra o estandar, mezclar e incubar por lo menos 5 min.
= Adicionar 1000 pl del reactivo B mezclar y tomar la lectura a 485 nm a los 30
segundos.

= Repetir el mismo procedimiento para los diferentes estandares y muestras.
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Figura 3.1 Curva de calibracion de proteina utilizando el método de
ESL y albumina de suero de bovino como estandar.

3.7. PURIFICACION DE LA LECTINA DE M. EDULIS

Para la purificacion de la lectina se utilizaron estromas de conejo preparados como se
menciono en el inciso 3.3. Estos estromas son reconocidos por la lectina, por lo que se
utilizaron para lograr la purificacion de la misma de un solo paso. El extracto se dejé
interactuar 5 h con los estromas para permitir la unién de la lectina, posteriormente se
centrifug6 a 22,000 g por 40 min, el sobrenadante se elimind y los estromas con la lectina
unida se lavaron con el amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4 para retirar las proteinas
que no se unen. Después se realizaron 3 lavados con amortiguador de fosfatos pH 6.0,
seguido de uno con una solucion de azida de sodio al 0.05% Yy por ultimo con amortiguador
de fosfatos a pH 2.0. Esta Ultima fraccidn se dializ6 con amortiguador de fosfatos 50 mM
pH 7.4, 10mM de Glucosa, 200 mM de NaCl y 1% de Glicerol. Se determiné la pureza
mediante técnicas electroforéticas y de espectrometria de masas donde solo se observé una

proteina purificada. (Figuras 4.2 'y 4.3).
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3.8. CARACTERIZACION DE LA LECTINA DE M. EDULIS
3.8.1. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

Con el fin de tener un valor confiable, el peso molecular de la lectina purificada se

determind por dos métodos: electroforésis y espectrometria de masas.

3.8.1.1. ELECTROFORESIS SDS-PAGE

La técnica de SDS-PAGE separa a las proteinas basandose principalmente en sus pesos
moleculares, teniendo la ventaja de romper proteinas complejas, compuestas de mas de una
subunidad y de hacer que el polipéptido monomérico migre de acuerdo a Su peso

molecular.

En las separaciones con electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, la migracion esta
determinada no por la carga eléctrica intrinseca de los polipéptidos sino por su peso
molecular. El dodecil sulfato de sodio (SDS) es un detergente anidnico que desnaturaliza
las proteinas envolviendo su cadena hidrofébica alrededor del polipéptido. Para la mayoria
de las proteinas el SDS se une a una razon aproximada de 1.4 g / g de proteina, confiriendo
una carga negativa neta al polipéptido en proporcion con su longitud. EI SDS también
rompe puentes de hidrogeno, bloquea interacciones hidrofobicas y despliega
sustancialmente las moléculas de proteina minimizando las diferencias en forma molecular

por eliminacion de sus estructuras secundarias y terciarias.

Las proteinas pueden ser totalmente desplegadas cuando se emplea un agente reductor tal
como el B-mercaptoetanol, el cual puede romper puentes disulfuro entre residuos cisteina.
Los polipéptidos desnaturalizados por SDS y reducidos son cadenas flexibles con carga
negativa uniforme por unidad de longitud. Por lo tanto debido a que el peso molecular es
una funcion lineal de la longitud de la cadena del péptido, en los geles de electroforesis las
proteinas se separan por su peso molecular.®

El peso molecular de la proteina pura se determiné por electroféresis en microgeles
homogéneos de SDS-poliacrilamida al 12.5 %, siguiendo el protocolo de Pharmacia vy el
sistema PhastSystem. Para determinar la masa molecular, se utilizaron patrones con masas

moleculares conocidas. *°
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3.8.1.2. ESPECTROMETRIA DE MASAS MALDI-TOF

En la técnica de MALDI TOF, un haz de laser pulsado golpea una muestra solida
calentandola y vaporizdndola, ionizando asi los compuestos con una minima
descomposicién. Las proteinas se mezclan con una matriz que absorbe el calor del haz de
laser. La muestra de proteina se seca junto con la matriz. La mayoria de las proteinas forma
cristales y el laser se dirige hacia los cristales o agregados individuales. La matriz se ioniza,
se suelta de la superficie y transfiere energia a la proteina cristalina, lo que causa su
ionizacion y separacion de la superficie.

Para determinar la masa molecular de la proteina y establecer su pureza se utiliz6 la técnica
de espectrometria de masas llamada espectrometria de masas mediante ionizacion-
desorcion por laser asistidas por matriz acoplada a un analizador de tiempo de vuelo
(MALDI-TOF) de Bruker-Daltonics. Para esto la proteina se mezcld con acido o-ciano-4-
hidroxicinamico disuelto en una solucién de 30 % acetonitrilo, 70 % agua y 0.1 % acido
trifluoroacético. Una pequefia gota de esta solucion (1 pL) se dejo secar a vacio hasta que
cristalizo. Posteriormente se analizé mediante la incidencia de un laser de 337.1 nm y con

una aceleracion de voltaje de 19 kV en modo lineal.

3.8.2. DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO (PI)

Se utilizaron microgeles homogéneos con un gradiente de pH de 3-9 en un equipo de
electroforesis automatizado PHAST SYSTEMS de Pharmacia; utilizando patrones

proteinas con pl conocido. *

3.8.3. PRUEBAS DE ESTABILIDAD

Durante el proceso de extraccion y de preparacion de la lectina de M. edulis para su
purificacion, se observo que la proteina tenia una fuerte tendencia a agregarse, perder la
actividad e incluso precipitar, por lo que fue necesario encontrar las condiciones en que la
lectina se mantuviera estable. Por esto, se realizaron diversas pruebas en las que se evalud

el efecto de diferentes condiciones y aditivos en la estabilidad.
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3.8.3.1. EFECTOS DE ADITIVOS

Se utilizaron volimenes de 700 pL de proteina en solucion con una concentracion de 0.445
mg/mL y se adicionaron a cada una de las muestras cada uno de los aditivos aprobar (Tabla
3-1) y se dejaron interactuar durante una semana. Transcurrido ese tiempo se probo su

actividad y se midi6 la absorbancia a cada una de las muestras.

Tabla 3.1. Concentracion de los aditivos utilizados en las pruebas
de estabilidad de la lectina de M edulis

Aditivo Concentracion Aditivo Concentracion
(mM) (%)
EDTA 5 Manitol 0.5%
NaCl 200 Sorbitol 0.5%
DTT 1 Trealosa 0.5%
CaCl, 1 Glicerol 1.0%
Cisteina 5
Glucosa 10

3.8.3.2. PRUEBAS DE CONGELACION

Se utilizaron volimenes de 1 mL de proteina con concentracion 0.445 mg/mL, se colocaron
en congelacion cuatro muestras en presencia de 200mM de NaCl, 10mM de Glucosa, 1%
de glicerol respectivamente y la ultima con la mezcla de los tres aditivos. Durante una
semana.

3.8.3.3. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Se utilizaron dos muestras de 1.5 ml de la proteina con una concentracion de 0.351 mg/ml,
en donde se probo el efecto del isopropanol y el glicerol en la solubilidad y posteriormente
se cuantificaron las muestras. Se pusieron a concentrar dos muestras de 50ml presencia de

glicerol e isopropanol respectivamente después se probd su actividad.
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3.8.4. PRUEBAS DE INHIBICION

En esta técnica se buscé un carbohidrato que inhibiera la actividad aglutinante de la
proteina. Se colocaron en las placas de microtitulacion (fondo concavo) 25ulL del
amortiguador de fosfatos pH 7.4 50 mM; 25, 50, 75, y 100 uL del carbohidrato realizando
diluciones de 50uL respectivamente; se le adicionaron 25uL de la proteina, se dejaron
reposar por 30 min y finalmente se agregaron 25uL de eritrocitos.

Se utiliz6 un blanco positivo y un blanco negativo, el blanco positivo fue la proteina con los
eritrocitos (aglutinacion) y el blanco negativo el amortiguador de fosfatos. El resultado se
expreso como la concentracion minima necesaria del carbohidrato para inhibir la actividad

de la lectina.

3.8.5. ESTUDIOS DE DISPERSION DINAMICA DE LUZ (DLS)

En este estudio se evalud el comportamiento en solucion y la conducta de agregacion
provocada por interacciones proteina-proteina, de la lectina de M. edulis, mediante el
seguimiento de los cambios en polidispersidad y en el peso molecular con respecto a
factores como son el pH, temperatura, concentracion de la proteina y el efecto de diferentes
aditivos. Se utiliz6 el equipo de Dispersion Dinamica de Luz “DynaPro-801” (protein
solutions.Co) y el paquete computacional Dynamics. La lectina pura (400 pL de
concentracion 1mg/ml), se inyectaron a través de filtros Anotop 10 de 0.2 um (Whatman)
en el equipo mencionado.

Las particulas en solucion se desplazan debido a movimientos brownianos. Esta movilidad
estd relacionada con el coeficiente de difusion y éste con el radio de la particula.
lluminando la particula con un rayo laser, la intensidad de la luz dispersada a un angulo
dado puede ser seguida en el tiempo. Como la particula se mueve, la sefial medida
fluctuard. Midiendo las fluctuaciones y el camino en el cual ellas cambian, el coeficiente
de difusion de las particulas y, a partir de éste, el radio de la particula pueden ser
determinados con la ecuacion de Stokes-Einstein. La dispersion dinamica de la luz (DDL)
es una técnica que permite medir el coeficiente de difusion traslacional (Dt) de una

molécula o agregados en solucion. La dispersién de luz monocromatica causada por las
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particulas en movimiento presentara fluctuaciones en su intensidad debido al movimiento
browniano de las moléculas o agregados en solucién.*®
El anélisis del decaimiento de la funcion de autocorrelacion esto es, una medicion de las
fluctuaciones de la intensidad en funcion del tiempo correspondiente a la sefial de la
intensidad dispersada, proporcionard informacion cuantitativa acerca del comportamiento
en solucion de los agregados moleculares. D+ se relaciona con el radio hidrodinamico (Ry)
a través de la ecuacion de Stokes-Einstein :

Dt =kgT/6mnRy

Donde kg es la constante de Boltzmann, n es la viscosidad de la solucién, T es la
temperatura absoluta y Ry el radio hidrodindmico *"

Ademas, es posible determinar el peso molecular por medio de la ecuacion de Mark
Houwink Dt = A;M" Esta considera la relacion directamente proporcional del coeficiente
de difusion traslacional con el peso molecular M, elevado a una potencia especifica. Asi, la
constante de proporcionalidad que surge de esta ecuacion toma en cuenta las propiedades
del disolvente y se representa por A,. Esta ecuacion requiere de una estimacion adecuada
del factor de estructura (v), que para el caso particular de proteinas esféricas tiene un valor
de 0.33 y se aplica también a modelos cuasi-esféricos **

De esta manera, con técnicas de DDL es posible determinar: el coeficiente de difusion, el

radio hidrodinamico, el peso molecular y la polidispersidad (pureza) de la proteina.

3.8.6. ESTUDIOS CONFORMACIONALES Y DE ESTRUCTURA
SECUNDARIA POR TECNICAS DE DICROISMO CIRCULAR.

La estructura secundaria de la lectina pura se determind por su espectro de dicroismo
circular (CD). Dichos espectros se obtuvieron a 18 °C en un espectropolarimetro JASCO J-
700, el cual se calibré con &cido (+)-10-canforsulfénico.”? Los experimentos se realizaron

en una celda de 1 mm para la region del ultravioleta (UV) lejano (184-260 nm). La

elipticidad por residuo medio [6], se calculé utilizando una masa molecular de 110 g mol-l
por residuo Los espectros se analizaron por medio del programa de deconvolucion ,

Henessey-Johnson “®esto con el fin de estimar el contenido de estructura secundaria de las
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enzimas purificadas. Las muestras puras con una concentracion de 0.2mg/mL fueron
dializadas contra amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.4 con 5mM de Glucosa y 10mM
de NaCl. Cada muestra se analiz6 por triplicado. Se evalu6é como influye en su estructura la
temperatura, la adicién de su ligando y la adicién de glicerol.

La aplicacion de la espectroscopia de dicroismo circular (CD), en la determinacion de la
estructura secundaria de proteinas, se basa en la quiralidad de los aminoacidos que la
conforman. Esta técnica utiliza las propiedades de la luz polarizada formada por dos
componentes polarizados circulares, uno a la derecha y el otro a la izquierda. Estos

componentes estan en fase y son de la misma amplitud®“.

Al pasar por un medio
Opticamente activo, cada componente interactia de manera diferente con los centros
quirales de las moléculas presentes. La interaccion de la radiacion con la muestra, induce
un desfasamiento y un cambio de magnitud en ambos componentes circularmente
polarizados de la luz. Estos fendmenos provocan una rotacion del plano de polarizacion en
un angulo o y la distorsion de este plano genera una elipse. La rotacion del plano y la
diferente absorcion de los componentes circularmente polarizados varian de acuerdo con la
longitud de onda incidente, pudiéndose obtener un espectro de la rotacion o elipticidad
contra la longitud de onda (1.).3%°

Los espectros de dicroismo circular se obtienen generalmente en las regiones del
ultravioleta cercano (250 a 350 nm) y lejano (180 a 250 nm), de la radiacion
electromagnética. En la region del ultravioleta cercano, los croméforos mas importantes
son los grupos aromaticos de las cadenas laterales de triptofano, tirosina, y fenilalanina. La
asimetria en estos grupos quimicos, se debe exclusivamente a su entorno ya que los
residuos aromaticos se encuentran distribuidos en toda la macromolécula. Los espectros en
esta region son un reflejo de la conformacion global de la proteina y las sefiales obtenidas

son extremadamente sensibles a los cambios en la misma.3%%°

Los espectros de dicroismo en la region del ultravioleta lejano, se deben principalmente a
los enlaces peptidicos que unen los residuos de los aminoacidos entre si. La asimetria de
estos cromoforos se debe al arreglo espacial de la cadena principal de la proteina, por lo

cual, las sefales de dicroismo circular se pueden interpretar en términos del contenido de
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estructura secundaria presente, es decir, del porcentaje de residuos (figura 4.3) que se

encuentran en alguna conformacion estructural (hélices alfa, hojas beta, giros y lazos).***
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Figura 3.3 Espectros caracteristicos de cada una de las contribuciones
a la estructura secundaria, alfa hélice, hoja beta giros y otros (azar)

3.8.7. TERMODINAMICA DE UNION

La calorimetria de titulacion isotérmica es una técnica termodinamica que mide una
reaccion quimica iniciada por la adicion de un ligando, convirtiéndose en el método mas
valioso para la caracterizacion de las interacciones biomoleculares. Cuando las sustancias
se unen se genera o0 absorbe calor. La medicion de este calor permite determinar
correctamente las constantes de union (Ksg), la estequiometria de reaccion (n), entalpia (AH)
y entropia (AS), por lo que provee un perfil termodindmico completo de la interaccion
molecular en un simple experimento. Los parametros de union se determinan por un
analisis lineal de minimos cuadrados de la isoterma.

En los experimentos de ITC una jeringa contiene el ligando, la solucion es titulada en una

celda que contiene a la macromolécula en solucién a temperatura constante (Figura 3.4)
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Cuando el ligando es inyectado en la celda los dos materiales interactlan y entonces se

libera o absorbe calor directamente proporcional a la cantidad de sitios de unién.**
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Figura 3.4 Diagrama de las celdas y jeringa del ITC. La jeringa

esta en agitacion durante el experimento. EI émbolo es
controlado por la computadora e inyecta volimenes preciosos
de ligando.

La aplicacion de ITC es variada y algunos ejemplos donde se utiliza son: interacciones
entre proteinas con macromoléculas y ligandos; proteina-proteina, proteina —péptido, &cido
nucleico-ligando (fa&rmaco), proteina-acido nucleico; metales unidos a moléculas, receptor -
ligando; papel del agua en sistemas bioldgicos; interacciones hormona-receptor, enzima-
sustrato, anticuerpo-antigeno; carbohidratos unidos a macromoléculas, etc.

3.8.8. CRISTALIZACION DE LA LECTINA DE M. EDULIS

Para el analisis estructural por rayos X se requiere que la molécula sea cristalizada en forma
adecuada para la obtencion de datos.
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Para inducir la cristalizacion es necesario llevar muy lentamente el sistema soluto-
disolvente a un estado de solubilidad minima y asi alcanzar un grado limitado de
supersaturacion. Para lograr esto es necesario considerar todas las variables que afectan la
cristalizacion como son: concentracion de la proteina, temperatura, pH, fuerza ionica,
aditivos especificos y agentes precipitantes.*’

El método de difusién de vapor es el mas popular y ha demostrado ser el mas til para el
estudio de numerosas condiciones con cantidades minimas de proteina. Existen dos técnicas
que utilizan la difusién de vapor: la de la “gota asentada” y la de la “gota suspendida”. Esta
ultima se utilizé para intentar la cristalizacion de la lectina de M. edulis. La concentracion
de proteina fue de 4.0 mg/mL. Se colocaron gotas de 10 uL de los cuales 5.0 uL
corresponderan a la proteina y 5.0 pL al agente precipitante. Ademas, se colocaron 400 mL
del agente precipitante en el receptaculo inferior, con el fin de aumentar el tiempo para que
se alcance la saturacion. Estas pruebas se colocaron a 4.0 °C, en camaras de temperatura
controlada. Los agentes precipitantes utilizados fueron los presentes en el kit 1 y 2 de
Hampton Research. Estas condiciones pueden modificarse a fin de optimizarlas y lograr

obtener cristales apropiados para los estudios de difraccion de rayos X.
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4. RESULTADOS

4.1 PURIFICACION

Se purifico la lectina de M. edulis de un solo paso utilizando estromas de eritrocitos de

conejo’-#

siguiendo el protocolo descrito en la metodologia. La pureza de la muestra se
evalud por electroforésis SDS-PAGE vy espectrometria de masas observando una fraccion
Unica (Figuras 4.2 y 4.3). Como se muestra en la Tabla 4.1, se obtuvieron 34.11 mg de la

proteina pura a partir 25 organismos, logrando un factor de purificacién de 1561 veces.

Tabla 4-1 Tabla de purificacion de la lectina de M. edulis. Para la determinacion del
rendimiento se utilizaron 25 organismos maduros.

Paso de | Volumen | Proteina | Actividad | Actividad Factor de | Rendimiento
Purificacion (ml) Total | Especifica Total Purificacion (%)
(mg) | (U/mg)*
Extracto 1000 32642 4015.56 | 131075909.5 1 100
Fraccion 168 34.11 2461 83963.076 1561.11 0.1
Pura

U™ (Titulo): el reciproco de la mas alta dilucion que presentd actividad.
Actividad Especifica: actividad de la proteina / mg.
Actividad Total: actividad especifica * mg totales

Se corrié un espectro de absorcion de 210 a 540 nm para determinar si la proteina pura
presentaba un espectro de absorcion tipico (Figura 4.1). Presenta un pico caracteristico a
280 nm.
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Figura 4.1 Espectro de absorbancia de 210nm a 570nm con un pico caracteristico a
proteinas a 280 nm de la lectina de M edulis

4.2 CARACTERIZACION

4.2.1 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

4.2.1.1 ELECTROFORESIS SDS-PAGE

En la Figura 4.2 se puede observar el patron electroforético de la lectina de M. edulis. Los
carriles 4 y 8 corresponden a los marcadores de peso molecular conocido: péptidos de
mioglobina de caballo 16949 Da, 14404 Da, 10700 Da, 8159 Da, 6214 Da. y los carriles 5
y 6 a la muestra pura. Después de realizar la regresion lineal graficando la distancia de

migracién contra el logaritmo del peso molecular, se obtuvo un peso de 6742 Da.
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Figura 4.2. Electroforésis SDS-PAGE
de la lectina de M. edulis. Los carroles
4y 8 corresponden a los marcadores de
peso molecular conocido y los carriles
5y 6 ala lectina pura.

4.2.1.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS

Para corroborar el peso de la lectina pura, se recurri6 a una técnica mas sensible: la
espectrometria de masas, con la cual se obtuvo una masa de 6450 Da, como se puede
observar en la Figura 4.3. En esta misma figura se puede observar la forma dimérica de la

lectina.
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Figura 4.3. Espectro de masas de la lectina de M. edulis

4.2.2 DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

La electrofdresis por enfoque isoeléctrico de la lectina de M. edulis mostré una banda Unica
con un valor aproximado de pl de 9.45, como se puede observar en la Figura 4.4. En esta
figura, los carriles 1 y 5 corresponden a los marcadores de peso molecular conocido:
Amiloglucosidasa con un pl de 3.5; inhibidor de tripsina, 4.55; B-lactoglobulina A, 5.20;
anhidrasa carbonica B de bovino, 5.85; anhidrasa carbénica B de humano, 6.55; banda
acida de la mioglobina de caballo, 6.85; banda basica de la mioglobina de caballo, 7.35;
banda &cida de lectina de lenteja, 8.15; banda media de la lectina de lenteja, 8.45 y

tripsindgeno, 9.30. Los carriles 3 y 4 corresponden a la proteina pura.
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Figura 4.4. Enfoque isoeléctrico de la lectina
de M. edulis. Los carriles 1 y 5 corresponden
a los marcadores de punto isoeléctrico
conocido y 3 y 4 a la muestra pura.

4.2.3. PRUEBAS DE ESTABILIDAD

Debido a que la proteina pura se precipitaba en poco tiempo, lo que impedia poder
caracterizarla, se realizaron pruebas para encontrar una condicion en que la proteina se

mantuviera estable y poder asi trabajar con ella.

4.23.1. EFECTO DE DIFERENTES ADITIVOS EN LA ACTIVIDAD
DE LA LECTINA

Se probo el efecto que tenian diversos aditivos en la actividad de la lectina pura de M.

edulis. Para esto, se le adicion6 a 700ul de proteina activa cada uno de los aditivos y se
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dejo interactuar durante una semana; transcurrido ese tiempo, se hicieron pruebas de
actividad y se cuantificaron las muestras.

Se encontrd que con el paso del tiempo la proteina que contenia DTT habia perdido su
actividad. Por otro lado las que contenian CaCl, y Cisteina se mantenian activas. Las
muestras que contenian sorbitol, manitol, trealosa y glicerol seguian activas en mayor
proporcién que las anteriores, pero en el caso de las muestras que contenian NaCl y
Glucosa mostraron el mayor nivel de actividad. lo cual indica que dichos aditivos la ayudan
a mantener su actividad. Las concentraciones utilizadas de estos aditivos se muestran en la

tabla 3-1 En la siguiente grafica se puede observar el efecto de cada uno de los aditivos
sobre la actividad. (Figura 4.5)
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Figura 4.5 Efecto de aditivos en la actividad de la lectina
de M. edulis. La muestra fue la misma en todos los casos,
con el mismo tiempo de incubacion de una semana. U

(titulo) reciproco de la mas alta diluciébn que presento
actividad
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4.2.3.2. EFECTO DE DIFERENTES ADITIVOS EN LA SOLUBILIDAD
DE LA LECTINA

Al cuantificar la proteina total en las muestras mencionadas en el apartado anterior, se
observd que la glucosa, NaCl y glicerol favorecieron la solubilidad de la proteina,
impidiendo la precipitacion de la misma, por lo que la concentracion total fue mayor,
mientras que en las demé&s condiciones se observd una disminucion de la concentracion de

proteina, esto debido a que esta empez6 a precipitarse. (Figura 4.6)
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Figura 4.6 Efecto de aditivos en solubilidad de la lectina de
M. edulis

4.2.3.3. PRUEBAS DE CONGELACION
Una vez encontradas las condiciones Optimas de estabilidad se incubaron dichas muestras

en congelacion (-25°C) y se observo que la proteina sin ningun aditivo pierde por completo
la actividad y en lo que respecta a las que tenian glucosa, glicerol y NaCl se mantuvieron

activas pero dicha actividad disminuyd considerablemente. Esto nos indica que la proteina
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se puede congelar en presencia de glicerol, glucosa y NaCl pero su actividad disminuira en
un 30%. Cabe sefialar que con la mezcla de los tres aditivos antes mencionados, se logra

una actividad de casi el doble como se observa en la Figura 4.7.
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Figura 4.7 Efecto de aditivos como agentes crioprotectores
La muestra fue la misma en todos los casos, con el mismo
tiempo de incubacion de una semana. U (titulo) reciproco
de la mas alta dilucion que presentd actividad. Mezcla*: se
probd la mezcla de NaCl, Glucosa y Glicerol.

4234 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD A ALTAS
CONCENTRACIONES

Pese a que se habian encontrado condiciones en donde la proteina se mantenia estable es
decir, mas soluble y activa, aln se tenia el problema de que al concentrarla demasiado se
precipitaba, por lo tanto se hicieron pruebas en donde se probaron dos aditivos isopropanol
y glicerol para intentar concentrarlas. En las Figuras 4.8 y 4.9 se observa que con 2.5% v/v
en ambos casos, encontramos el maximo de solubilidad y por ende nos permite lograr una

concentracion mayor de la proteina, aspecto vital para los posteriores estudios.
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Figura 4.8 Efecto del Glicerol en la solubilidad de la lectina de M.
edulis
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Figura 4.9 Efecto del Isopropanol en la solubilidad de la
lectina de M edulis

Utilizando los 6ptimos de concentracion de glicerol y de isopropanol (2.5%) se

concentraron dos muestras que tenian una concentracion inicial de 0.17 mg/mL. Al
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terminar de concentrar se cuantifico y midio la actividad de ambas muestras. Se observé
que en presencia de isopropanol se podia lograr una mayor concentracion de proteina, sin
embargo era menos activa. Por el contrario en la muestra concentrada con glicerol la

actividad aumentaba al aumentar la concentracion de proteina (Figura 4.10).
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Pura Glicerol  Isopropanol
Aditivos

Figura 4.10 Efecto en la actividad al concentrar con en
presencia de Glicerol y de Isopropanol. U (titulo) reciproco de
la mas alta dilucion que presento actividad

4.2.4 EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ACTIVIDAD DE LA
LECTINA DE M. EDULIS

Con el fin de evaluar el efecto de la temperatura en la actividad de la lectina de M. edulis,
se realizaron pruebas de actividad aglutinante a 5, 18, 25 y 30 °C. Como se observa en la

Figura 4.11 a 30 °C se obtiene la mayor actividad.
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Figura 4.11 Efecto de la temperatura en la actividad de la
lectina M. edulis. U (titulo): reciproco de la més alta dilucion
que presento actividad.

4.2.5 PRUEBAS DE INHIBICION

Las pruebas de inhibicién nos permitieron conocer el carbohidrato que reconoce la lectina
en estudio. En la tabla siguiente se observa que la lectina reconoce a carbohidratos como:
D-(+)-galactosa, N-acetil-D-galactosamina y rafinosa, sin embargo resulto ser mas afin a la
rafinosa ya que con una concentracién minima de 40.186mM logr6 inhibir a la proteina.
(Ver tabla 4-2)

37



Resultados

Tabla 4-2 Carbohidratos utilizados en la prueba de inhibicion, de la lectina de Mytilus
edulis.

Carbohidratos Concentracion Carbohidratos Concentracion
Minima Inhibitoria Minima Inhibitoria
(mM) (mM)

Sacarosa ND* N-acetil- 206

galactosamina

Carboximetilcelulosa | ND* D-manosa ND*

Celobiosa ND* Acido glucoronico  |ND*

L-lactosa ND* Rafinosa 40.186

(+)xilosa ND* Agar ND*

Quitosano ND* D-(+)-galactosa, 206

ND* : a las concentraciones estudiadas no se observé inhibicién. Se observa que el
carbohidrato que resulté mas afin fue la Rafinosa con la menor concentracion inhibitoria.

4.2.6. ESTUDIOS DE DISPERSION DINAMICA DE LUZ (DLS)

Para conocer el comportamiento de la proteina en solucion y su conducta de agregacion
(interaccién proteina-proteina o proteina-ligando), se evaluaron diversas variables que
pudieran afectar su comportamiento lo cual se veria reflejado en un incremento en su peso

molecular por la formacion de monémeros, dimeros o grandes oligémeros.

4.2.6.1. EFECTO DEL pH

En la Figura 4.12 se puede observar que en valores de pH entre 7 y 8 se presentan los
valores mas bajos de agregacion, incrementandose nuevamente conforme se aumenta el pH.
En el caso de la polidispersidad figura 4.13 se observa que esta disminuye conforme se
aumenta el pH hasta un punto cercano a 7 a partir de cual empieza a incrementarse hasta
alcanzar valores muy altos que indican una alta polidispersidad provocada por la presencia

de diferentes especies moleculares en la solucion.
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Figura 4.12 Efecto del pH en la agregacion de la lectina de M
edulis
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Figura 4.13 Efecto del pH en la polidispersidad la lectina de M
edulis

4.2.6.2. EFECTO DE LA TEMPERATURA

Se trabajé con una concentracion de muestra de 0.24 mg/ml y un volumen de 400ul. En la
Figura 4.14 se puede observar que la lectina de M. edulis es muy sensible a este parametro,

incrementando su estado de agregacion conforme se incrementa la temperatura, mostrando
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el valor mas bajo a 5 °C. La polidispersidad figura 4.15 mostré un comportamiento similar,

incrementandose conforme se incrementaba la temperatura.

Peso molecular (kDa)

Polidispersidad (nm)

70000 ; ; ; ; ; ; ; ;
60000 I .
50000 - _
40000 .
30000 - .
20000 - .

10000 b

Temperatura (°C)

Figura 4.14 Efecto de la temperatura en la agregacion de la

lectina de M edulis
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Figura 4.15 Efecto de la temperatura en la polidispersidad de
la lectina de M edulis
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4.2.6.3. EFECTO DE LA ADICION DE RAFINOSA

Para estudiar la interaccidn proteina ligando, se adicion6 Rafinosa a la lectina pura de M.
edulis. Esta provoco cambios en la agregacion y polidispersidad de la proteina sin mostrar

una tendencia definida. Figura4.16y 4.17.
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Figura 4.16 Efecto de la adicion de Rafinosa en la agregacion de
la lectina de M edulis
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Figura 4.17 Efecto de la adicion de Rafinosa en la
Polidispersidad de la lectina de M edulis.
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4.2.6.4. EFECTO DE LA ADICION DE GLICEROL

El efecto de la adicion de glicerol a la lectina fue notable como se observa en la Figura
4.18. Aqui se aprecia que conforme se aumenta la concentracion de glicerol, aumenta la

agregacion y polidispersidad de la proteina figura 4.19
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Figura 4.18 Efecto de la adicion de Glicerol en la agregacion de
la lectina de M edulis
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Figura 4.19 Efecto de la adicion de Glicerol en la
Polidispersidad de la lectina de M edulis
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4.2.6.5. EFECTO DE LA ADICION DE RAFINOSA (PROTEINA CON
GLICEROL)

Debido a que se habia observado que el glicerol era el aditivo més apropiado para mantener
la estabilidad y actividad de la lectina pura, se probd nuevamente el efecto de la adicion de
rafinosa en la agregacion de la lectina pero ahora en presencia de glicerol ya que asi se
realizarian los estudios posteriores, los cuales requieren concentraciones mayores de

proteina y s6lo en presencia de este aditivo lograriamos alcanzarla.

En las figura 4.20 y 4.21 se observa que en presencia de rafinosa se incrementa la
agregacion, empezando a disminuir a concentraciones por arriba de 2 mM, mientras que la

polidispersidad tiende a disminuir conforme se incrementa la concentracion de Rafinosa.

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0
Rafinosa (mM)

Figura 4.20 Efecto de la adicion de Rafinosa en presencia de
Glicerol en la agregacion de la lectina de M edulis.
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Figura 4.21 Efecto de la adicion de Rafinosa en presencia de
Glicerol en la Polidispersidad de la lectina de M edulis

4.2.7. ESTUDIOS CONFORMACIONALES Y DE ESTRUCTURA
SECUNDARIA POR TECNICAS DE DICROISMO CIRCULAR (CD)

Para conocer la conformacion y estructura secundaria de la lectina purificada se obtuvieron
los espectros de la proteina sola y se evaluaron variables como el efecto de la temperatura,
adicién de su ligando y la adicion de glicerol para conocer si habia algun cambio
conformacional o en el contenido de estructura secundaria. Para determinar el contenido de
estructura secundaria, los espectros fueron analizados con el programa de desconvolucion
de Hennessey-Johnson®. En la figura 4.22 se muestra el espectro de la lectina de M. edulis
el cual presenta caracteristicas tipicas de una proteina con alto contenido de hoja beta, lo
que se comprueba al hacer la desconvolucién de dicho espectro con el algoritmo antes

mencionado (Tabla 4.3).
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Figura 4.22 Espectro de dicroismo circular de la lectina de
M. edulis

Tabla 4.-3 Contenido de estructura secundaria de la lectina de M edulis .Método
Hennessey-Jonhson

Alfa-hélice Hoja-beta Otros
Proteina sola 0.109 0.346 0.535

4.2.7.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA

En la figura 4.23 se observa el efecto que tiene la temperatura en la conformacion de la
lectina purificada. En esta se puede observar que la lectina sufre cambios conformacionales
al aumentar la temperatura. También se observa que al pasar los 40 °C ya no hay cambios
manteniendose estable, sin llegar a desnaturalizarse ain a 90 °C. En la Tabla 4.4 se puede
observar como el contenido de hélice alfa disminuye conforme se incrementa la

temperatura y el de hoja beta aumenta.
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Figura 4.23 Efecto de la temperatura (°C) en la estructura
secundaria de la lectina de M. edulis

Tabla 4-4 Contenido de estructura secundaria de la lectina de M edulis.
Método Hennessey-Johnson

Temperatura A,If'a - Hoja - Otros Temperatura A,If_a - Hoja - Otros
oc hélice beta °c hélice beta
10 0.173 0.257 0.559 60 0.144 0.301 0.554
15 0.180 0.246 0.564 65 0.144 0.301 0.554
20 0.175 0.255 0.573 70 0.144 0.303 0.583
30 0.170 0.264 0.571 75 0.146 0.299 0.56
35 0.211 0.188 0.594 80 0.153 0.304 0.558
40 0.206 0.173 0.607 85 0.147 0.294 0.57
45 0.147 0.298 0.525 90 0.146 0.298 0.566
50 0.149 0.298 0.55 95 0.155 0.273 0.566
55 0.144 0.301 0.554 - - - -
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4.2.7.1.1. EFECTO DE LA TEMPERATURA A 209 nmy 220 nm

Con el fin de observar con mayor detalle el cambio que sufre la lectina en su conformacién
y estructura secundaria se graficé la elipticidad molar media contra la temperatura a las dos
longitudes de onda, en donde se observaron los cambios méas notables (209 y 220 nm). La
Figura 4.24 muestra como existe un cambio conforme se aumenta la temperatura hasta un

punto (45°C) en donde ya no existe cambio alguno..
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Figura 4.24 Efecto de la temperatura ( °C) en la estructura
secundaria de la lectina de M. edulis observada en dos
longitudes de onda a 209 nm y 220 nm.

4.2.7.2. EFECTO DE LA ADICION DE GLICEROL
En la Figura 4.25 observamos que la adicidn progresiva de glicerol s6lo produce un cambio

inicial en la conformacion después del cual ya no sufre cambios la proteina. Lo mismo

ocurre con el contenido de estructura secundaria (Tabla 4.5)
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Figura 4.25 Efecto de la adicion de Glicerol % (v/v) en la
Estructura Secundaria en la lectina de M edulis

Tabla 4-5 Contenido de Estructura Secundaria de la lectina de M. edulis Método
Hennessey-Johnson

Glicerol (%) Alfa-hélice Hoja-beta Otros
0 0.109 0.346 0.535

0.25 0.097 0.360 0.547
0.75 0.101 0.364 0.546
1.25 0.111 0.346 0.539
2.0 0.105 0.358 0.538
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4.2.7.2.1 EFECTO DE LA ADICION DE GLICEROL (220y 226 nm)

Se graficé la elipticidad molar media contra la concentracién de glicerol a las dos
longitudes de onda donde se observaron los efectos mayores (220 y 226 nm). En esta figura
se observa nuevamente que s6lo existe un cambio conformacional inicial y posteriormente

la proteina se mantiene estable (Figura 4.26)
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Figura 4.26 Efecto de la adicion de glicerol en la estructura
secundaria de la lectina  de M edulis a 220nmy 226 nm

4.2.7.3. EFECTO DE LA ADICION DE RAFINOSA
En la Figura 4.27 se observa un cambio conformacional en la lectina de M. edulis,

provocada por la adicién de la rafinosa En esta figura se observan basicamente dos
transiciones, una con la adicion de 0.040 mM de rafinosa y después otra al adicionar 0.080
mM a partir de la cual se mantiene estable. En la Tabla 4.6 se aprecia una disminucion del
contenido de hélice alfa y un aumento de la hoja beta.

Tabla 4-6 Contenido de Estructura Secundaria de la lectina de M. edulis Método
Hennessey-Johnson

Rafinosa (mM) | Alfa- Hoja-beta | Otros
hélice

0 0.238 0.154 0.590

0.040 0.199 0.228 0.603

0.080 0.187 0.246 0.616

0.121 0.193 0.240 0.614

0.161 0.192 0.240 0.600
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Figura 4.27 Efecto de la adicion de Rafinosa (uM) en la
estructura secundaria de la lectina de M. edulis

4.2.7.3.1 EFECTO DE LA ADICION DE RAFINOSA A 209 NM
Se grafico a una longitud de onda de 209 nm observando que al igual que con los otros

aditivos, hay un cambio inicial Unico después del cual ya no hay cambios significativos en

la conformacion de la proteina (Figura 4.28).
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Figura 4.28 Efecto de la adicion del ligando en la estructura
secundaria a 209 nm de la lectina de M. edulis
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4.2.8 ESTUDIOS TERMODINAMICOS
Se realizaron estudios de calorimetria de titulacion isotérmica (CTI) usando como ligando a

la rafinosa, ya que fue el carbohidrato mas afin a la lectina segun lo revelaron las pruebas
de inhibicion.

Después de restar el blanco correspondiente a los calores de dilucién de la rafinosa en el
amortiguador, se integraron los datos mediante el paquete computacional Origin, como se
observa en la Figura 4.29. Los valores termodindmicos se muestran en la Tabla 4.7 Estos
estudios revelaron que el modelo de tres sitios secuenciales fue el que mejor se ajusté a los
datos AG = AH- T AS T=25°C

Tabla 5.7 Valores termodindmicos de la reaccion calorimétrica de la
lectina de M edulis

Constantes de AH AS AG
unién (M) (Cal/mol™) | (Call°’K/mol™) | (cal/mol™)
Ky 5357.0 -1093 13.46 -5104.08
K, 95.24 14700 57.78 -2518.44
K; 140.0 -108300 -347.3 -2901
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Figura 4.29 Termograma de la Titulacion de la lectina de Mytilus edulis

4.2.9 CRISTALIZACION DE LA LECTINA PURA

Se encontraron las condiciones apropiadas para obtener cristales de la lectina de M. edulis
estos cristales ain son pequefios y resta incrementar el tamafio de los mismos para poder
realizar posteriores estudios de difraccion de rayos X con el fin de obtener la estructura

tridimensional de la lectina. En la Tabla 4.8 se muestran las condiciones en las que se

obtuvieron cristales.
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Tabla 4.8. Condiciones de cristalizacion iniciales de la lectina de M. edulis.

SAL AMORTIGUADOR PH AGENTE

PRECIPITANTE

ninguna 0.1 m HEPES-Na 7.5 10%v/v isopropanol,
20%p/v PEG 4000

- - - 30%p/v PEG 1500

Sulfato de zinc 0.1M MES 6.5 25%v/v PEG

heptahidratado 0.01M monometil éter 550
Cloruro de cesio 0.05 0.1 MES 6.5 30%yv/v jefamina M-

M

600
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

Existen estudios de lectinas de diversas fuentes que han aportado valiosa informacién
acerca de su funcién y estructura. Sin embargo, en lo que respecta a lectinas de fuentes
marinas la informacion es escasa y de moluscos marinos ain méas. De hecho, sobre estos
ultimos, no se tienen estructuras resueltas y su funcién no ha sido claramente establecida.
No obstante, en invertebrados los cuales carecen de un sistema inmune, se piensa que
utilizan a las lectinas para defenderse de los ataques de patégenos. Con la intencion de
aportar informacién sobre lectinas de fuentes marinas, se purifico y caracterizé una lectina
del molusco marino Mytilus edulis. La purificacion de la lectina se logré de un solo paso

utilizando estromas de conejo®%

obteniendo 34.11 mg a partir 25 organismos. En la tabla
4.1 se puede observar que es una lectina con una actividad especifica muy alta, incluso es la
mayor reportada a la fecha para lectinas que reconocen rafinosa como es el caso de la
lectina de Crotaria Pallida “°que es 100 veces menor y la lectina del mejillon Crenomytilus

grayanus que es 60 veces menor.*’

5.1. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR

El analisis del peso molecular de la lectina purificada mostr6 una banda Unica que
corresponde con un peso de 6742 Da (Figura 4.2). Para corroborar dicho valor se realizé un
estudio por MALDI-TOF obteniendo un valor de 6450 Da (Figura 4.3). La diferencia entre
estos valores puede deberse a que en los estudios electroforéticos se requiere de una
concentracion de proteina muy grande para poder ver las bandas por lo que se le adiciond
glicerol para lograr dicha concentracion y este puede afectar el corrimiento. Por otro lado
en la espectrometria de masas se requieren de concentraciones del orden pico molar.

El valor de peso molecular obtenido para esta lectina, la sitia entre las mas pequefias
reportadas hasta la fecha aislada de invertebrados marinos. Otras lectinas aisladas de
moluscos son la de A. aulica * con un peso de 15000 Da y la del mejillén C. Grayanus®’
con 18000 Da. También se han aislado de otras fuentes marinas, tal es el caso de lectinas,
como la de Gracilaria ornata®® con 17000 Da y la lectina de Vidalia obtusiloba®con 15000
Da.
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5.2. DETERMINACION DEL PUNTO ISOELECTRICO

El andlisis del punto isoeléctrico de la lectina purificada mostré una banda con valor que
corresponde a un pl de 9.45 (Figura 4.4), lo cual indica que esta proteina es altamente
béasica; razén por la cual se observé una menor solubilidad al mantener esta muestra en un
amortiguador de pH 9y 10, ya que estan cercanos al pl de la muestra.

Valores altamente basicos de PI se han reportado para la lectina cepaea hortensis>* con un

pl de 8.7. haliclona cratera °*con un pl de 8.6.

5.3. PRUEBAS DE ESTABILIDAD

Varios compuestos de pesos moleculares bajos se sabe que estabilizan la estructura de las
proteinas contra la desnaturalizacion térmica y quimica a los que se les conoce como
chaperones quimicos. Estos pueden influir en la exactitud con que la proteina se pliega

estabilizando dicha estructura plegada.>®

Al purificar a la lectina de M. edulis se observo que era muy inestable y en periodos muy
cortos de tiempo se perdia su actividad y precipitaba, ademas no se le podia concentrar ni
congelar porque se perdia por completo su actividad. Es por esto que se realizaron diversas
pruebas con el fin de poder mantenerla estable y asi continuar con los subsecuentes
estudios. En estos estudios encontramos que la condicion optima de estabilidad y actividad
se obtenia al adicionar 200 mM de NaCl, 10 mM de glucosa y 1% de glicerol (Figuras 4.5 a
4.7). Esto puede explicarse por el hecho de que las sales tienen diversos efectos importantes
en las propiedades de las proteinas. Estos pueden surgir de la union de iones a sitios
especificos en la proteina o bien por efectos que incluyen la proteccion de cargas en la
superficie de la cadena lateral y el cambio en el grado de hidratacion de la proteina. Los
efectos de las sales en la estabilidad de la proteina dependen de la naturaleza del anién y
cation. Los aniones fuertemente hidratados tales como el sulfato y fosfato y los cationes
débilmente hidratados como el amonio y potasio son los mejores estabilizantes. La
presencia de iones podria ser de importancia para el mantenimiento de la integridad

estructural y funcional.>®® A bajas concentraciones de sal, la solubilidad de la proteina
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aumenta, fendémeno conocido como “salting in”. Sin embargo, a medida que la
concentracion de la sal aumenta, implica que haya menos moléculas de agua disponibles
para solvatar a la proteina. Esto causa la exposicion de zonas hidrofobicas en la superficie
proteica, las cuales interactan entre si formando agregados que precipitan, este fendmeno

se conoce como “‘salting out”.>>®

En el caso del glicerol, este es un agente crioprotector es decir evita que la superficie
inmediata a la proteina se congele evitando asi su desnaturalizacion. El glicerol produce
una reduccion en el namero y tamafio de cavidades en la estructura de la proteina en donde
se colocan las moléculas de agua evitando asi que se formen los puentes de hidrégeno con
el agua y se logre congelar en su totalidad. Ademas, Se sabe que al igual que otros polioles,
el glicerol ayuda a mantener la estabilidad en la proteina, debido a una hidratacion
preferencial, favorece la exclusion de moléculas de disolvente de la superficie de la
proteina creando la tendencia a reducirla sin producir cambios conformacionales.®’
Estudios sugieren que el glicerol refuerza la estabilidad de la proteina disminuyendo el area

de la superficie accesible al solvente.*®*

Por otro lado, diversos estudios indican que el uso de azucares es de gran ayuda en la
estabilidad de las proteinas. Estos ayudan a retener la actividad de varias enzimas en
solucion, asi como para mantener proteinas en estado de desecacion. Se ha observado que
tal capacidad se debe a una elevacion y ampliacion de la curva de estabilidad de 4G contra
T, ademas de que se ha encontrado una correlacion de la tension superficial de las

606162 También se ha

soluciones de trealosa con la estabilidad térmica de las proteinas
encontrado que las propiedades de los azlcares para mantener estable a una proteina se
deben a las redes de puentes de hidrégeno que forman y que anclan la superficie de la
proteina a la matriz circundante, cuya rigidez incrementa por decremento del contenido de

agua.
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5.4. EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA ACTIVIDAD DE LA
LECTINA DE M. EDULIS

La temperatura resultd ser un parametro muy importante en la estabilidad y actividad de la
lectina de M. edulis como se observa en la Figura 4.11. Se determind que la mayor
actividad aglutinante se obtiene a 30 °C, siendo la menor a 4°C.

Se sabe que la actividad esta estrechamente relacionada con la temperatura, ya que al haber
una mayor movimiento de moléculas por este efecto es mayor la interaccién, en general la
temperatura puede provocar el agrupamiento de complejos funcionales.®® Para otras lectinas
reportadas su méaximo de actividad ha sido 40 °C para K pelamis®* y entre 10 y 20 °C para
Ruditapes philippinarum ®

6.5. PRUEBAS DE INHIBICION

Con el fin de determinar los azucares que reconoce la lectina de M. edulis se realizaron las
pruebas de inhibicion utilizando diferentes carbohidratos (Tabla 4.2) encontrando que
reconoce N-Acetil-galactosamina, galactosa y rafinosa, siendo este ultimo el mas afin con
una concentracion minima inhibitoria de 40.18 mM. Otra lectinas afines a rafinosa como la
de Crotalaria pallida*® presenta una concentracién minima inhibitoria de 25 mM, la de

Crotalaria juncea *® de 5.6 mM, Crenomytilus grayanus *’ con 1.8 mM.

Se sabe que las interacciones proteina-ligando involucran N- y O-glicanos, en donde los
sitios de unién son de baja afinidad y se encuentran en cavidades poco profundas de la
superficie proteica.'* Esta selectividad se da primordialmente a través de puentes de
hidrogeno que involucran los grupos hidroxilos de los carbohidratos y por interaccion
hidrofébica de los anillos de los monosacéaridos con las cadenas laterales de los
aminoacidos aromaticos. La avidez de estos sitios de baja afinidad requiere de una

multivalencia.®®

La estructura de la rafinosa permite formar puentes de hidrogeno entre los grupos (OH) y

la proteina actuando como donadores o aceptores, de ahi que puedan unirse.®®
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6.6. ESTUDIOS DE DISPERSION DINAMICA DE LUZ (DLS)

Con el fin de estudiar el comportamiento en solucion y las interacciones proteina-proteina y
proteina-ligando de la lectina de M. edulis se realizaron estudios de dispersion dindmica de
luz evaluando el efecto de factores como: temperatura, pH, concentracion de glicerol y
efecto de la adicién de su ligando (rafinosa). El efecto se sigui6 a través de las variaciones
observadas en el peso molecular y la polidispersidad. La polidispersidad nos indica cuantas
especies estan presentes en la solucién de proteina, siendo una solucién monodispersa
cuando s6lo una especie se encuentra presente (un solo peso molecular). Observamos que
esta proteina tiene fuertes tendencias a interaccionar con ella misma (agregarse) formando
diferentes estados de oligomerizacién presumiblemente como un mecanismo de regulacién

de su actividad.

5.6.1 EFECTO DEL pH

En la Figura 4.12 se observa que el pH tiene una fuerte influencia en el comportamiento de
la proteina. Se observa que a valores bajos de pH, la proteina se agrega considerablemente
hasta un pH entre 6.5 y 8 en donde la agregacion disminuye notablemente. Después de
estos valores de pH, la proteina empieza a agregarse nuevamente, esto debido a que nos
acercamos a su pl donde la proteina es menos soluble. Es importante notar que la
polidispersidad figura 4.13 disminuye conforme se aumenta el pH hasta un valor de 7 a
partir del cual aumenta. Esto nos dice que a valores de pH bajos, la proteina se agrega pero
de una manera homogénea sin formar una gran variedad de especies (agregados de

diferentes tamafios). Sin embargo, a pH’s arriba de 7 la agregacidon es méas desordenada.

5.6.2 EFECTO DE LA TEMPERATURA

Como habiamos observado en los puntos anteriores, la temperatura resultd ser un parametro
de vital importancia en la estabilidad y actividad de la proteina pura. En la Figura 4.14
observamos que ademas es vital para aumentar las interacciones proteina-proteina

reflejadas en un cambio en el peso molecular provocado por la formacién de diferentes
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oligomeros. Observamos que a bajas temperaturas la proteina estd menos agregada y menos
polidispersa figura 4.15. Se ha observado que la agregacion es favorecida por factores
como pH y temperatura, creandose condiciones en donde la proteina ya no esta estable
debido a que pueden provocar la formacién de complejos no funcionales.®” Sin embargo, en
algunos casos la oligomerizacion la lleva a cabo para estabilizarse o regular su actividad,
mediante la formacion de complejos funcionales. Es importante notar que a la temperatura
de mayor actividad (30°C) la proteina se encuentra fuertemente agregada, lo cual indica
que la proteina requiere formar oligomeros muy grandes para asi poder cumplir con su
actividad. Recientemente se han reportado algunos estudios donde mencionan que los
fendmenos de oligomerizacion pueden constituir un mecanismo de regulacién de la
actividad.”® Este comportamiento también ha sido explicado por medio de la teorfa del
agrupamiento molecular en donde al oligomerizar las moléculas éstas proporcionan una
mayor estabilidad al algregado, y también se regula la actividad, por medio de mecanismos
de plegamiento y desplegamiento, ya que al abrirse la molécula deja expuesta los sitios

cataliticos, para que se lleve a cabo la actividad.”®*

5.6.3 EFECTO DE LA ADICION DEL LIGANDO

Como se observa en las Figuras 4.16 y 4.17, la adicidn de rafinosa provoca cambios en el
estado de agregacion de la lectina, reflejado como cambios en el peso molecular y en la
polidispersidad, sin embargo, no se observa una tendencia definida. Esto puede deberse a
gque mas bien esta provocando cambios conformacionales y no tanto en el estado de

agregacion lo que se comprueba adelante con los estudios de dicroismo circular.

5.6.4 EFECTO DEL GLICEROL

En la Figuras 4.18 y 4.19 se observa que la adicion de glicerol tiene un efecto notable en las
interacciones proteina-proteina de la lectina pura provocando cambios en la agregacion y la
polidispersidad de la misma. Se observa que al aumentar la concentracion de este aditivo,
aumenta la agregacion y polidispersidad de la solucion de proteina. Relacionando este

efecto con los resultados mostrados en la Figura 4.8 observamos que el glicerol a bajas
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concentraciones aumenta la solubilidad de la proteina, pero a concentraciones altas provoca

una disminucién de la solubilidad de la proteina

5.6.5 EFECTO DEL LIGANDO EN PRESENCIA DE GLICEROL

Debido a que se observd que el glicerol mantenia estable a la lectina pura y que esta se
podia concentrar en presencia del mismo, factor de suma importancia para los posteriores
estudios, se evalud el efecto del ligando en presencia de glicerol (Figuras 4.20 y 4.21). Al
adicionar el ligando aumenta la agregacion de la proteina con la primera adicién, pero
después se estabiliza, para posteriormente a elevadas concentraciones empezar a
desagregarla.. En cuanto a la polidispersidad observamos que esta aumenta de igual manera
que el peso molecular con la primera inyeccion, pero después esta disminuye con la adicion
de la rafinosa. Esto nos indica que la rafinosa provoca que la proteina oligomerize, esto
como un mecanismo de control de la actividad de unidn sin embargo los oligdmeros son
mas homogeéneos, esto debido a que es el tamafio ideal parta que se lleve a cabo la unién de
la lectina con su ligando. Por otro lado, nos dimos cuenta que el glicerol si permite la
interaccion entre el ligando y la proteina al mantenerla en cierto grado de oligomerizacion

en donde es mas funcional y no interfiere ni en la union ni en la inhibicién de la misma.

57. ESTUDIOS CONFORMACIONALES Y DE ESTRUCTURA
SECUNDARIA (CD)

Los estudios de dicroismo circular en la region del ultravioleta lejano nos permitieron
conocer el tipo de estructura secundaria que predomina en esta proteina y los efectos que

pueden tener diferentes factores en su conformacion

En el espectro de dicroismo circular de la proteina sola (Figura 4.22, Tabla 4.3) observamos
que predomina la hoja beta caracteristico de algunos invertebrados marinos como:

tachipleus tridentatus,®® y polyandrocarpa misakiensis.”® Ademés, se ha observado que

59



Analisis de Resultados

diversas proteinas que tienden a agregarse presentan este tipo de estructura de manera

predominante.

5.7.1 EFECTO DE LA TEMPERATURA

Al analizar el efecto que tenia la temperatura en la conformacion y contenido de estructura
secundaria de la lectina de M. edulis observamos en general que el contenido de hoja beta
se incrementa y disminuye la hélice alfa (Figura 4.23, Tabla 4.4), esto podria deberse a que
la estructura se va abriendo por efecto térmico provocando una nueva alineacion de modo
que su conformacion va cambiando, sin embargo, en ningin momento se llego a la
desnaturalizacion de la proteina, por lo que observamos que se trata de una proteina
altamente resistente a dicho parametro. Ademas observamos que los principales cambios
conformacionales se dan en los primeros cambios de temperatura sin observarse cambios a

partir de los 40 °C (Figura 4.24) al menos a nivel conformacion.

Ademas cabe mencionar que el experimento se realizé con una muestra que contenia 1% de
glicerol. Se ha observado que el glicerol confiere una alta resistencia a la temperatura
manteniéndola estable, ya que la envuelve compactando su estructura " los resultados nos
sugieren que se une a la proteina por puentes de hidrogeno con lo cual disminuye la

temperatura interior de la misma protegiéndola asi de la desnaturalizacion "

5.7.2 EFECTO DEL GLICEROL

En la Figura 4.25, observamos que la adicion progresiva de glicerol no produce ningin
cambio en la estructura secundaria de la proteina, debido a que sélo le confiere estabilidad a
la proteina sin producir cambios ni estructurales®® (Tabla 4.5). Sin embargo a nivel
conformacional, produce un cambio Gnico inicial con la primera adicién (0.25%) de
glicerol manteniéndose posteriormente estable, este debe ser el motivo por el cual se
presenta la mayor actividad en presencia de este aditivo. Esto es, el glicerol permite que la
proteina se acomode de tal forma que produce una solucion menos polidispersa,
manteniendo el estado de oligomerizacidn adecuado para que la proteina pueda cumplir con

su funcién de union al ligando ademas de darle estabilidad a la misma.
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5.7.3 EFECTO DE LA ADICION DEL LIGANDO (RAFINOSA)

En la Figura 4.27 se observa que la adicion del ligando (rafinosa) a la lectina le produce
notables cambios conformacionales esto debido a que la proteina requiere modificar su
conformacion a una Optima para poder unir dicho ligando. Cada vez que se adiciona
ligando la proteina cambia para poder unir la siguiente molécula de ligando hasta que llega
a su saturacion, de ahi que como se vera adelante, la lectina muestra una unién secuencial
en donde se requiere unir una molécula de ligando antes de poder unir la siguiente, esto
debido probablemente a que se requiere que ocurra un cambio conformacional que permita
dicha unién. Por otro lado, al interaccionar la lectina con la rafinosa, no sélo se producen
cambios conformacionales sino también en el contenido de estructura secundaria (Tabla
5.6), disminuyendo el contenido de hélices o y aumentando el contenido de hojas beta.
Investigaciones recientes, han mostrado la existencia de la interaccion entre rafinosa con
proteinas; tal es el caso de la hemoglobina, que al interaccionar con este azlcar forma
entrecruzamiento que hace que modifique su funcion. El entrecruzamiento reduce el
sistema vasoconstrictor y disminuye el CO presente inducido por modificacion estructural
de la hemoglobina. La rafinosa también reduce el grado de oxidacion del NO y contribuye

a reducir la vasoactividad de la hemoglobina.”

5.8. ESTUDIOS TERMODINAMICOS

En el estudio de calorimetria de titulacion isotérmica (Figura 4.29), el modelo que se ajusté
mejor fue el de tres sitios secuenciales, los cuales son de naturaleza exotérmica. Esto indica
que al darse la union de la lectina con el ligando lo hace liberando calor. Los valores de las
constantes de union disminuyen en el orden K;> K, < Kz, (Tabla 4.7). Es importante
sefalar que es la primer lectina con afinidad a rafinosa a la que se le realiza un estudio de
este tipo. Para el primer sitio la constante de unién K; fue de 5357 M™ mayor que la K5 lo
que habla de una cooperatividad negativa. Los valores de las constantes muestran que la
lectina de M. edulis para ocupar el primer sitio de union se encuentra avida por el ligando lo
cual hace que la K; sea mayor. La K; reflejaria el hecho de que al estar ocupado el primer

sitio por este azlcar, podria impedir estéricamente la union al segundo sitio. El valor de K3
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mayor a Ky, indica la union secuencial la cual se hace de manera cooperativa. En este tipo
de union las moléculas se reacomodan para dejar mas disponible el sitio de unién y asi unir
mas ligando, de modo que aumenta la afinidad (aumento en el valor de K) con lo cual se
dice que la cooperatividad es positiva.”*" .

La entalpia para el primer sitio AH; fue -1093 cal mol™, por lo que se puede hablar de un
proceso exotérmico. La entropia para el primer sitio AS; fue de 13.46 cal °K mol™, por lo
que puede hablarse de un proceso en el que el orden aumenta, mientras que la energia libre
de Gibbs AG3, evaluada a partir de los datos anteriores y de la temperatura, fue de -5104.08
cal mol™. La negatividad de este término sefiala una interaccion que ocurre de forma
espontanea. Se trata de una reaccion conducida entalpicamente.

Para el segundo sitio, la constante K, fue de 95.24 M™, un valor menor al presentado por
K. Esto sefiala una cooperatividad negativa. Este tipo de cooperatividad es méas facilmente
detectado, ya que existen dos diferentes fases durante la reaccion: una union fuerte en el
primer sitio y otra débil en el segundo. La entalpia para este sitio AH, fue de 14700 cal
mol™, por lo que, se trata de una interaccion endotérmica, mientras que la entropia AS; tuvo
un valor de 57.78 cal °C mol™, mismo que también sefiala que el proceso disminuye del
desorden en el universo. La energia libre de Gibbs AG, calculada para este sitio fue de —
2518.44 cal mol™ que, es mayor que para el primer sitio, también evidencia una reaccion
que se lleva a cabo espontaneamente y que también es conducida entalpicamente. En el
caso del tercer sitio, la constante K3 fue de 140 M™, un término menor al presentado por K3
pero mayor que K. Esto sefiala una cooperatividad positiva. La entalpia para este sitio AH3
fue de -108300 cal mol™, por lo que, se trata de una interaccion exotérmica, mientras que la
entropia AS; tuvo un valor de —347.3 cal °K mol™, mismo que también sefiala que el
proceso aumenta el desorden. La energia libre de Gibbs AG3 calculada para este sitio fue de
—2901.00 cal mol™, también evidencia una reaccion que se lleva a cabo espontaneamente y
que también es conducida entalpicamente.

El valor de entalpia refleja en ambos casos, en primera instancia, la fuerza de las
interacciones del ligando con la proteina, tratese de interacciones de van der Waals, puentes
de hidrégeno, interacciones hidrofobicas o puentes salinos y en menor grado a la relacion
que existe con el solvente, como lo mencionan Leavitt y Freire’®. También se menciona que

el cambio en entropia refleja principalmente dos contribuciones: los cambios en la energia
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de solvatacion y los cambios en entropia conformacional. Al momento de la union, ocurre
una perdida de solubilidad, se libera agua y se observa un aumento en la entropia del
solvente, particularmente importante para grupos hidrofébicos. También algunos grupos en
el ligando como en la proteina pierden libertad conformacional, resultando en un cambio
negativo en la entropia conformacional. Aun asi, los términos referentes a la disolucion del
ligando fueron minimizados al haberse restado el blanco resultante de los calores de

dilucién del ligando exclusivamente en el amortiguador de los datos del experimento.

5.9. CRISTALIZACION DE LA LECTINA DE M. edulis

De las pruebas de cristalizacion montadas con la técnica de la gota colgante, se obtuvieron
diferentes condiciones en donde se observaron cristales, aunque estos aun son muy
pequefios (Tabla 4.8). Esto es debido a los fuertes procesos de agregacion que presenta la
proteina que provocan que la saturacion sea muy rapida y se formen precipitados amorfos o
cristales muy pequefios. En el caso de dos de los cristales obtenidos, ya se realizaron
pruebas de difraccion de rayos X con el fin de verificar que estos correspondan a la proteina
y no a alguna sal, mostrando ser proteina, sin embargo difractaron a 4 A de resolucion por
lo que es necesario incrementar el tamafio de los mismos y mejorar la calidad con el fin de
obtener una resolucién mayor. Sin embargo, en los estudios cristalograficos uno de los
aspectos mas dificiles de lograr es la obtencion de la condicién adecuada para el
crecimiento de cristales y en el presente estudio esto ya fue logrado, solo falta mejorar la
calidad de los mismos. Dicha mejora puede lograrse haciendo que el crecimiento sea mas
lento ya sea disminuyendo la velocidad de la difusion, lo cual puede controlarse mediante
la adicidn de aceites y disminuyendo la concentracién del agente precipitante. También se
tiene que incrementar la concentracion de la proteina para lograr cristales mas grandes. Es
notable que en las diferentes condiciones hay un agente que predomina, el polietilenglicol
(PEG), ya que incluso la Jefamina, es una variante de un PEG. Este reactivo al igual que el
glicerol es un poliol que ayuda a mantener la estabilidad en la proteina debido a una
hidratacién preferencial. Favorece la exclusion de moléculas de disolvente de la superficie

de la proteina creando la tendencia a reducirla sin producir cambios conformacionales. *’
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6. CONCLUSIONES

e Se logro aislar y purificar una lectina del extracto del mejillon Mytilus edulis, por
afinidad utilizando estromas glutaraldehizados de eritrocitos de conejo. La lectina

mostro ser una proteina altamente activa, que tiene afinidad por la rafinosa.

e La determinacion del punto isoeléctrico de la lectina, mostr6 una proteina basica de

con un pl de 9.43

e EIl peso molecular de la lectina fue de 6450 Da que la sitia como la lectina de

invertebrados mas pequeria reportada a la fecha.

e La condicion de mayor estabilidad se obtuvo usando un amortiguador de fosfatos
pH 7.4 y 200 mM de NaCl, 10 mM de glucosa y 1% de glicerol, en esta condicion
conservaba su actividad y se mantenia mas soluble. La temperatura de mayor

actividad aglutinante en esta condicion de estabilidad fue a 30 °C

e Mediante estudios de Dispersion Dindmica de Luz se determind que la lectina
tiende a agregarse con el aumento de la temperatura teniendo el menor estado de
agregacion y polidispersidad a 5°C. Ademas tiene una fuerte influencia del pH,
presentando la menor agregacion a valores de pH entre 6.5 y 8. Por otro lado, el
glicerol aumenta su agregacion llevando a la proteina a un estado de
oligomerizacion éptimo para poder cumplir con su funcion de manera adecuada. La
Rafinosa también provoca cambio en el comportamiento en solucién de la lectina
modificando su estado de oligomerizacion como un mecanismo de control de su

actividad.

e Por técnicas de dicroismo circular, se observd que la estructura secundaria que
predomina es la hoja beta. Ademas el aumento de temperatura ocasiona cambios
conformacionales, siendo altamente resistente a la temperatura lo cuél podria

sugerir la presencia de puentes disulfuro, por otro lado la adicion de glicerol le
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proporciona estabilidad contra los cambios de temperatura.. La interaccion con su
ligando ocasiona también cambios conformacionales debido que es necesario una

cambio conformacional para que se lleve a cabo el entrecruzamiento con la rafinosa

Los estudios de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) revelaron que la lectina
tiene tres sitios de unidn ajustandose a un modelo matematico secuencial, el cual
sugiere que la lectina presenta un reacomodo molecular para hacer disponible un
sitio de unién y poder unir asi otra molécula de rafinosa. Cabe sefialar que es la

primer lectina que une rafinosa a la que se le realiza un estudio de esta naturaleza.
Se encontraron 3 condiciones donde se obtuvieron cristales apropiados para

posteriores estudios de difraccion de rayos X, en dos de ellas ya se realizaron
estudios de difraccion de rayos X y se comprobé que se trata de proteina.
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