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ABREVIATURAS USADAS EN EL TEXTO

PFA: Aglutinina de Pomacea flagellata {Pomacea flagellata aglutinin)

PFA-I: Aglutinina de Pomacea flagellata tipo 1

PFA-II: Aglutinina de Pomacea flagellata tipo 11

RA: Cadena A (t6xica) de la ricina (Ricin A Chain)

RB: Cadena B de la ricina (Ricin B Chain)

DRC: Dominio o sitio de reconocimiento al carbohidato

MBP-A: Proteina tipo A que se une a la manosa (Manose Binding Protein A)

EGF: Factor de crecimiento epidérmico (Epidermis Growth Factor)

CTLD: Dominio de unién de las lectinas tipo-C (C-type lectin-like domains)

LPS: Lipopolisacéridos

BDL: Lectina de Blaberus discoidalis (Bluberus discoidalis lectin)

RAPDS: Marcadores genéticos que amplifican DNA gendmico con primers de secuencia nucleotidica
arbitraria que permiten detectar polimor{ismos interespecie (Random Amplified Polimorphic DNA}
MALDI-MS: Espectrometria de masas (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Mass
Spetrometry)

ESI-MS: Espectrometria de masas mediante ionizacion en electroespray (Electrospray Ionization Mass
Spectrometry)

DC: Dicrofsmo Circular

DRO: Dispersion Rotatoria Optica

U.V. : Luz Ultravioleta

MW: Peso molecular (Molecular Weight)

TBE: Tris, 4cido borico y EDTA

TAE: Tris, dcido acético y EDTA

DNA: Acido Desoxirribonucléico

RNA: Acido Ribonucléico

APM: Alto Peso Molecular

TBS: Tris, Borato de Sodio

HPLC: Cromatografia liquida de Alta Resolucidén (High Performance Liquid Chromatography)



CARACTERIZACION DE LA ORGANIZACION ESTRUCTURAL
DE UNA AGLUTININA ESPECIFICA PARA GALACTOSIDOS DEL
MOLUSCO DE AGUA DULCE Pomacea flagellata.



RESUMEN:

Uno de los grupos mds estudiados de proteinas son las lectinas. Cuando en 1973
aparecid la primera revisioén de estas proteinas en el Annual Review of Biochemistry, el
interés por ecstas proteinas con especificidad de unidn para carbohidratos comenzaba a
ganar impulso y, desde entonces, las publicaciones y el interés por las mismas no ha

disminuido (Lis y Sharon 1936).

Recientemente, en el laboratorio de Bioquimica del Instituto de Quimica de la
U.N.AM., fueron aisladas dos aglutininas del caracol de agua dulce Pomacea flagellata,
PEA-I'v PFA-II (Arreguin-Espinosa y Arreguin-Lozano; 1997). Ambas lectinas tienen un
peso de alrededor 30kDa y presentan afinidad por la D-galactosa, N-acetil-D-
galactosamina, y por disacaridos de galactosa. Sin embargo, presentan diferencias en su
punto isoeléctrico y contenido en carbohidratos, lo cual sugiere que son proteinas
alelomérficas de la misma lecting, tal como se ha demostrado en las lectinas de ofros
invertebrados (Arreguin-Espinosa y Arreguin-Lozano; 1997). En este trabajo se presenta
la caracterizacién de la lectina mas abundante, PFA-1, la cual mediante espectrometria de
masas se determind que posee un peso molecular de 32,444 Da del cual el 7.4%
corresponde a carbohidrato. Asi mismo, se determiné la secuencia de los primeros 38
aminodcidos en el extremo amino y 11 del extremo carboxilo de la cadena peptidica de
PFA encontrandose que esta proteina presenta homologia en su extremo amino con la
subunidad catalitica de la Ricina, una citotoxina aislada de las semillas de la “planta
castor” (Castor bean). Por otro lade, al obtener el espectro de dicroismo circular de PFA
compararlo con el de la subumidad catalitica de la ricina (RA) se observd que estos son
muy similares y que comparten caracteristicas generales y estructurales en su estructura
secundaria y supersecundaria. Ademds se determiné que la afinidad de PFA es mayor por

N-acetil galactdsidos que por galactdsidos simples.



INTRODUCCION
1. LECTINAS
1.1 Caracteristicas generales

Las lectinas son proteinas o dominios proteicos que generalmente se encuentran
glicosilados, no son proteinas de transporte, y no tienen funcién enzimatica. Las lectinas
son proteinas capaces de reconocer con alta especificidad estructuras glicosidicas
presentes en la superficie de las células, caracteristica funcional que las ubicA como
moléculas clave en eventos de reconocimiento celular (Rini, 1995). Al estudiar las
lectinas provenientes de distintos organismos, se ha visto que dicha “funcién de
reconocimiento” varfa de acuerdo al organismo y la lectina de la cual se trate. Por
ejemplo, algunos patégenos las utilizan como el medio de unidn a la superficie de células
eucaridticas, tal como las hemaglutininas de los virus y las toxinas de las bacterias. En
ciertos animales, 1as lectinas son parte del sistema de defensa del huésped iniciando los
pasos de neutralizacién de los patdgenos a través de la unién selectiva a los virus o a la
membrana de las bacterias infectantes (Weis y Drickamer 1996). En otros casos, se les
reconoce como mitdgenos, ya que estimulan {a multipiicacién de células cuando €stas se
encuentran en medios de cultivo (Garcia, 1997). Es asi que las lectinas son un grupo muy
amplio de proteinas o dominios proteicos que se ha intentado clasificar de diversas
maneras. A pesar de la gran variedad de lectinas que existen, éstas se pueden identificar
mediante su purificacién a través de cromatografias de afinidad con carbohidratos
inmobilizados, y/o por la capacidad de “aglutinar” eritrocitos. Se ha observado que una
misma lectina se puede componer de varias subunidades, las cuales por lo general se unen

al mismo carbohidrato y presentan sitios de unién equivalentes {Lis y Sharon 1986).
1.2 Carbohidratos unidos covalentemente a las Lectinas
Se ha mencionado que muchas lectinas son glicoproteinas o dominios

glicoproteicos, es decir, que poseen carbohidratos unidos de manera covalente. De

acuerdo al carbohidrato que poseen, Lis y Sharon (19806) identifican dos clases de lectinas



vegetales: a) las que contienen principalmente manosa y N-acetiglucosamina, y b) las que
contienen galactosa y L-arabinosa. Varias lectinas dentro del primer grupo contienen L-
fucosa y xilosa, sin embargo, este tltimo monosoacérido no se ha encontrado asociado
con manosa ni con N-acetilglucosamina en el mismo oligosacarido de glucoproteinas de

levaduras o de animales.
1.3 Especificidad por el Carbehidrato

Se ha visto que las constantes de asociacién de una lectina al interactuar con una
seric de carbohidratos coinciden con la actividad de inhibicién de la aglutinacion de los
mismos carbohidratos (Lis y Sharon, 1986). Existen ademds algunas lectinas que
reconocen al carbohidrato y la secuencia de aminodcidos inmediatos del péptido al cual el
carbohidrato se encuentra unido. Ejemplo de este tipo de lectinas es la de Vicia graminea,
una lectina especifica para el grupo sanguineo humano N, y que para su unién requiere de
un grupo de NAcP3Gal unido a una serina (o treonina) en cercania al extremo amino de
una leucina (Lis y Sharon [986). Otra caracteristica, es que muchas lectinas requieren de
la presencia de cationes divalentes como Ca® y Mg®* para que se de la unién al

carbohidrato.

El empleo de métodos fisicoquimicos, como ios usados en el estudio de sitios
enzimaticos y de reconocimiento de anticuerpos, ha revelado que las lectinas tienen la
capacidad de wunirse con alta afinidad a los carbohidrates, especialmente
oligosacéaridos y glicopéptidos (Garcia-Hernandez y Hernandez-Arana, 1999; Garcia-
Hemédndez er al., 2000). Es asi gue las lectinas se han utilizado para separar
glicoproteinas y glicopéptidos los cuales difieren muy poco en la composicién o en la
estructura de sus unidades de oligosacdridos mediante cromatografias de afinidad (Lis y
Sharon, 1986b). El ejemplo mas representativo de la especificidad de las lectinas y su uso
en la bioguimica y la clinica fue su capacidad de aglutinacidén selectiva para los grupos

sanguineos (Watkins er al., 1981; Lis y Sharon, 1986) tal como se muestra en la tabla 1.



Tabla 1. Lectinas especificas para grupo sanguineo

) Especificidad Fuente de donde se obtuvo la lectina
Griffonia (Bandeirae) simplicifolia T (Ay)
Anti-A Helix Pomatia

Phaseolus lunatus
Vicia Cracca

Anti-A, Dolichos biflorus
Anti-B Griffonia (Bandeirae) simplicifolia 1 (B,)
Anguilln anguilla
Anti-O¢H) Lotus tetragonolobus
Ulex europeus
Anti-A+ N Mollucella laevis
Anti-N Vicia graminea
Anti-T Arachis hypogaea
Anti-Tn Salvia sclarea

Tamado de Lis y Shaton (1986).

Molecularmente, la interaccion entre las lectinas y el carbohidrato al que se unen
radica en una alta eficiencia energética que depende de su complementaridad
estereoquimica. En las zonas de contacto del complejo lectina-carbohidrato, las regiones
con una alta hidropatia interactdan con las superficies polares del carbohidrato de tal
forma que la cooperatividad permite aumentar la fuerza de los puentes de hidrégeno y del
resto de interacciones interatdmicas. De tal forma, la complementaridad que existe entre
una lectina y su ligando permite la formacién de complejos muy esiables a pesai del

reducido nimero de contactos en la interfase (Garcia-Herndndez et al., 2000).

2. LECTINAS ANIMALES
Aungue inicialmente existia mayor informacién de lectinas vegetales, el
campo de las lectinas de origen animal se ha incrementado de manera considerable
debido a que estas proteinas han demostrado que conforman un sistema que tiene la
capacidad de reconocer los carbohidratos endégenos propios del mismo organismo, o
aquéllos que se encuentran presentes en invasores patdgenos (Drickamer y Taylor, 1993),
Una primera descripeion de como las lectinas animales pueden discriminar

de una manera adecnada entre vatias estructuras glicosidicas se obtuvo a partir del
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receptor de la asialoglicoproteina en el higado de los mamiferos (Drickamer y Taylor,
1993).

Las lectinas animales han sido clasificadas de acuerdo a la naturaleza de sus
ligandos carbohidrato, los procesos biolégicos en los que participan, su localizacién
subcelular y su dependencia de cationes divalentes. La comparacién de las secuencias y
estructuras tridimensionales de los sitios o dominios de reconocimiento al carbohidrato
(DRCs) muestra que las lectinas se pueden clasificar tal como se muestra en la siguiente
tabla.

Tabla 2: Clasificacion estructural de las lectinas animales

Grupo de lectinas _ Estructura del DRC  Longitud Ligandos tipicos Ejemplos de funcion

Tipo-L f-plegada (sandwich) 230 Varios Envio de proteinas en el RE
Tipo-P Unicamente 130 Manosa 6-P Envio de proteinas fuera del
: estructura 3 aparato de Golgi

Tipo-C Estructura mixta o/ff 115 Varios Unién celular (selectinas)
“limpteza™ de glicoproteinas

Galectinas 0 Tipo 8§ (3-sandwich 125 B-galactdsidos  Unidn de glicanos en 1a matriz
extracelular

Tipo-1 Superfamilia tipa 120 Acido sidlico Unién celular

inmunoglobulinas

Tipo-R B-Trifoliada 125 Vatios Sefialamiento de enzimas
Encendido de hormonas
glicoproteicas

Tomado de Dood y Drickamer (2001)

Sin embargo, las mds estudiadas y de las que méas informacion se tiene son las
lectinas Tipo-C y lectinas Tipo 8. A continuacién, se presentan algunas de las

caracteristicas generales y ejemplos para ambos grupos .

2.1 Lectinas del Tipo-C

Las lectinas del Tipo-C son el grupo més diverso dentro de las lectinas animales.
Estan caracterizadas por un dominio de reconocimiento de aproximadamente 15-kDa, el
cual es dependiente de calcio para realizar su actividad de recomocimiento y que
generalmente se encuentra unido a otro dominio proteico accesorio. Ejemplos de estas
lectinas son: los receptores glucoproteicos endociticos, fas selectinas, el receptor de

manosa que se encuentra en los macréfagos y las colectinas solubles (Rini, 1995).



Dada la variedad de estas lectinas, Drickamer y Taylor (1993) hacen una
clasificacién de las mismas de acuerdo a su solubilidad es decir, si se encuentran libres en
suero, en la matriz extracelular o en membranas intracelulares (tabta 3).

Tabla 3. Lectinas del Tipo-C. Clasificacién de acuerdo a sus funciones y localizacién

Funcién Localizacién Organizacidn Ligandos Lectinas
Recepiores Membrana Tipo II Transmembranal ~ Endégenos Receptor de la
endoaciticos plasmidtica asiaglucoproteina
Endégenos Receptor de las células Kupfter
Lectina hepidtica
Enddgenos Receptor del Linfocito pata la

Enddgenos IgE Fe
Receptores de las células

asesinas
Exégenos
Tipe I Transmembianal
Receptor de manosa
Exdgeno
Moléculas de Membrana Tipo 1 Transmembranal Enddgeno Selectinas
adhesicén plasmitica
Defensa Humoral Extracelular Soluble, colagenosa Exégeno Protefnas de unién a Manosa
Proteoglucanos Matriz celular ~ Extendida Endégeno Agrecanos, versicanos y
Neurocanos
CRDs libres secrelados Solubles desconocidos  Protefnas del hepatoma

_pancredtico

Tomado de Drickamer y Taylor (1993).

En el caso de las colectinas, se trata de un grupo de proteinas tipo coldgena en
cuyo extremo carboxilo se encuentra el DRC. Estas se dividen en dos grupos, el primero
consiste en péptidos tipo coldgeno que forman estructuras semejantes a un ramillete,
mientras que en el segundo, los péptidos coldgeno forman una estructura cruciforme
(Drickamer y Taylor, 1993). La primera estructura tridimensional de una lectina Tipo-C
se obtuvo a partir del cristal de la proteina-A unidora de manosa (mannose-binding
protein A, MBP-A), una de las colectinas solubles responsables de la defensa
inmunoldgica independiente de anticuerpo. La estructura cristalina revelé que la
interaccién del DRC con el aziicar se limita a una pequefia porcion cercana a los iones
calcio, que a su vez interactdan con los grupos hidroxilo de los carbonos C3 y C4 de la
manosa. Este complejo es estabilizado por dos puentes de hidrdgeno para cada grupo
hidroxilo los cuales involucran a la asparagina y al Acido glutimico que también
funcionan como unidores de calcio.

Las selectinas son otro ejemplo de lectinas Tipo-C. Son proteinas
transmembranales en cuyo extremo amino se encuentra el DRC, seguido de un dominio

semejante al del factor de crecimiento epidérmico (EGF-like), un nimero variable de



repeticiones de umidn del complemento y el extremo carboxilo que se encuentra al interior
de la membrana. Estas proteinas son las encargadas de regular la fase inicial de unidn
entre los leucocitos y el endotelio. Por ejemplo, la selectina-L de las células T permite el
reconocimiento de dichas células con los nédulos linfaticos periféricos, mientras que las
selectinas E y P del endotelio interactiian con los neutréfilos y monocitos (Drickamer y
Taylor 1993). Por otra parte, la selectina-P de las plaquetas regula la unién de éstas con el
endotelio. Aungue atin no se determina el espectro completo de Jigandos enddgenos a los
cuales se unen la selectinas, es claro que todas presentan afinidad por estructuras que
presenten dcido sidlico y fucosa.

Sin embargo, en literatura reciente (Drickamer, 1999} se sefiala que algunos
mddulos proteicos que contienen al dominio de unién de las lectinas tipo-C (CTLDs C-
type lectin-like domains) presentan cambios en el modo de reconocimiento a los
sacaridos asi como otras funciones ademas del reconoctmiento de los mismos. Por
ejemplo, los DRC de la subfamilia de los CTLDs que poseen la misma especificidad de
unidn a sus ligandos, lo hacen de distinta manera, es decir, aunque en todas las estructuras
disponibles de los ligandos de DRC, el carbohidrato se une a la proteina mediante la
formacién de puentes coordinados con el Ca2+, la unién de aziicares como la manosa y la
N-acetilglucosamina con el DRC pueden presentarse en dos posiciones que difieren en
una orientacion de 180°.

Dado lo anterior, y debido a que las lectinas Tipo-C son el grupo més amplio, se
puede esperar que surja una nueva clasificacién de las mismas con base no solo en su
localizacién, sino también a su reconocimiento al ligando, CTLDs, e incluso dependencia
de unién al Ca**.

2.2 Lectinas Tipo-S o Galectinas

El nombre de lectinas Tipo-S se debe a que en un principio se creyd que éstas
requerian de tioles o agentes reductores para mantener su actividad. Posteriormente, se
observo que esta propiedad no es compartida por todas ellas. Sin embargo, todas poseen
la capacidad de unir B-galactdsidos, por lo que el término galectinas se considerd como
mds adecuado y evocativo de su afinidad de unidn (Drikamer K.1995). Las galectinas se

han caracterizado en diferentes especies animales y usualmente se les localiza



intracelularmente. De acuerdo con su estructura primaria, Drickamer y Taylor (1993)
proponen que las galectinas se pueden subdividir en 3 grupos, las L-14 que son lectinas
compuestas de subunidades de 14,000 Da; las L-30 que son aquéllas que poseen pesos
moleculares de aproximadamente 30,000 Da y que existen como mondmeros; y las L-36
que consisten de dos CRIDs del tipo-S. Barondes et al. (1994), proponen una nueva
clasificacidén para galectinas obtenidas a partir de mamiferos (1, 2, 3, y 4) en las cuales se
encuentran incluidas las galectinas L-14, L-30 y L-36, sin embargo, esta clasificacién sdlo
se aplica a mamiferos y por lo mismo, la méds comiin es L-14, L-30 y L.-36.

Las galectinas L-14, al igual las galectinas-1 y 2 (Barondes, et al. 1994), estin
constituidas por homodimeros que poseen subunidades de 130 aminoécidos los cuales se
pliegaq a manera de dominios globulares v que se definen como los DRCs de las mismas.
Estas galectinas presentan la misma afinidad de unién por la lactosa y los B-galactdsidos.
Su estructura de rayos X muestra que casi siempre se unen al residuo galactosa de la
lactosa, aunque también existe una interaccion significativa con la glucosa, puesto que se
ha observado que su afinidad por la lactosa es 100 veces mayor que la que existe sélo por
la galactosa. Aunque algunas galectinas son claramente secretadas al exterior celular,
ninguna de ellas presenta o posee péptidos seflaladores de secrecién. Asi, se pueden
encontrar galectinas tanto en el citosol como en el medio extracelular (Barondes er al.,
1994).

Se cree que las galectinas L-14 estan involucradas en el desarrollo celular, ya que
su presencia varfa del interior al exterior celular durante los procesos de diferenciacién.
Al igual que las galectinas L-14, las galectinas L-30 también son secretadas al exterior
puesto que se les encuentra como el principal antigeno de superficie en los macréfagos
(Barondes et al., 1994). Su peso molecular promedio es de aproximadamente 30 kDa y
usualmente existen como mondmeros, se les localiza tanto en el interior como en el
exterior de la célula. En el caso de L-30 extracelular ésta ha sido identificada como un
antigeno de reconocimiento en la superficie de los macréfagos, como lectina de superficie
en células tumorales y como proteina de unidén a la Ig-E en las células leucémicas
basofilas (Frigeri ef al. 1993). Asf mismo, la afinidad de la galectina-3 por la Ig-E y/o su

receptor puede disparar la activacién de los mastocitos y de los baséfilos jugando un



pape! importante en la respuesta inflamatoria (Barondes ez al., 1994). Respecto de como
se encuentra en el interior celular se ha observado que en los fibroblastos la proteina se
mueve del citoplasma al ndcleo en forma de un complejo proteina-RNA conforme las
células pasan de su estado de proliferacion a su estado quiescente (Drickamer y Taylor,
1993). Esta observacién junto con la homolgia que las lectinas L-30 presentan en su
regién amino con otras rtibonucleoproteinas las ubica como componentes de los
complejos ribonucleoproteicos (Barondes er al., 1994).

Por su parte, las galectinas L-36 o gal-4 son mondmeros que poseen 2 DRC
(similares a los de las galectinas L-14 y L-30) en una misma cadena peptidica, dichos
DRCs se encuentran conectados por una secuencia aminodcida que es homoéloga a la
secuencia repetida de las Gal-3 (Barondes ef al.,, 1994). Hasta el momento no existe
mucha informacién de estas galectinas las cuales se han caracterizado en su mayoria a
partir del higado de rata.

Se puede observar que en los animales existe una gran variedad y estudios sobre
lectinas, sin embargo en los invertebrados ha tomado un auge el estudio de las mismas tal

como se describe lineas abajo.

2.3 Lectinas de invertebrados

El interés que existe en las lectinas de animales se debe a la gran diversidad de
funciones en las cuales estdn inveolucradas, por ejemple su participacion en la defensa
humoral y celular, el papel que juegan en la adhesion celular, la fertilizacién, la
organizacién de tejidos, y la metamorfosis de los organismos. Hasta el momento se ha
visto que existen varias clases de lectinas, y que éstas se encuentran distribuidas en todos
los animales. Desde el punto de vista inmunolégico, las lectinas son parte del mecanismo
mds antiguo de defensa, la inmunidad innata, la cual consiste en la produccién de
protefinas de reconocimiento ya sean solubles o de membrana a partir de una linea
germinal de codificacién, a diferencia de la inmumdad adquirida, que se basa en la
produccién de anticuerpos y receptotes para antigenos a partir de un arreglo genético de

células somdticas {Shun-ichiro y Sadaaki 1999),
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Ya que la mmunidad innata es mas antigua que la adquirida, €sta se encuentra en
todos los organismos multicelulares; sin embargo, en los invertebrados se constituye
como el unico sistema de defensa el cual, a pesar de su antigiiedad, es muy complejo y
eficiente, tal como lo demuestran los estudios llevados a cabo en el cangrejo de herradura
Tachypleus tridentatus v en la cucaracha Blaberus discoidalis (Shun-ichiro y Sadaaki,
1998; Wilson, et al. 1999).

En la hemolinfa del cangrejo herradura T. tridentatus se han identificado §
lectinas denominadas taquilectinas las cuales participan activamente como elementos de
defensa. Cuatro de estas lectinas se localizan en los hemocitos y son liberadas cuando
éstos tienen contacto con lipopolisacaridos (LPS); por su parte, la quinta taquilectina se
encuentra libre en el plasma. Cada una de estas proteinas presenta un reconocimiento
especifico para diferentes estructuras de carbohidratos y, por lo mismo cada una presenta
afinidad de unién por diferentes patégenos. La taquilectina-1, por ejemplo, interactda con
los LLPS derivados del tipo silvestie y rugoso de Salmonella minnesota, probablemente a
través del disacarido 2-ceto-3-deoxioctanato, que es uno de los componentes principales
de los LPS de la mayoria de las bacterias Gram-negativas; la taquilectina-2 se une
especificamente a D-GlcNAc o D-GalNac y ademds reconoce dcidos lipoteicoicos de
estafilococos y varios LPS. En contraste, 1a taquilectina 4 se une especificamente a los
LPS tipo-S de E. coli O111:B4 a través de la mitad de un azicar del antigeno-O. Por su
parte, la taquilectina-3 presenta una mayor especificidad por los antigenos O en los LPS
de las bacterias Gram-negativas que la taquilectina-4. Por otro lado, las taquilectinas 5 (a
y b) muestran afinidad por todas las sustancias que poseen un grupo acetilo. De esta
manera, el sistema inmune del cangrejo herradura es capaz de reconocer los patogenos
invasores a través de un sistema de combinaciones que utiliza lectinas con estricta y con
amplia especifidad para reconocer las moléculas expuestas en los patdgenos.

Otro ¢jemplo de lectinas que intervienen en la inmonidad innata lo presenta la
cucaracha B. discoidalis de la cual se han aislado 4 lectinas, BDLL, BDL2, BDL3 y GSL
(Wilson, et al., 1999). Se ha demostrado que BDL1 y GSL provocan un aumento en la
respuesta fagocitica de los plasmocitos de B. discoidalis. Dicho efecto se relaciona con

los carbohidratos presentes en la superficie de los microorganismos y la especificidad de
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las lectinas por los azicares. Asi mismo, se demostré que las cuatro lectinas eran
especificas para diferentes carbohidratos de tal manera que BDL-1 es especifica para
manosa y provoca una aumento en la fagocitosis de E. coli y la levadura de pan; BDL2 es
especifica para N-actetilglucosamina y N-acetilgalactosamina e induce la fagocitosis de
Bacillus cereus vy E. coli. Por su lado, GSL es especifica para 3-1-,3-glucanos y N-acetil-
D-galactosamina; BDL3 también presenta afinidad para N-acetil-D-galactosamina, pero
ademds provoca un aumento en la fagocitosis de B. cereus y de la levadura.

Es claro que las lectinas desarrollan un papel fundamental en el sistema inmune de
los invertebrados. Empero, pocos ejemplos en la literatura mencionan sobre lectinas
provenientes de moluscos, aunque se reconoce que €stas se encuentran ampliamente

distribuidas en los invertebrados (Lis y Sharon, 1986).

2.4 Aglutininas de Pomacea flagellata

Dado que, como se menciond lineas arriba, las lectinas participan en multiples
procesos bioldgicos que incluyen la fertilizacidn, ¢l desarrollo, y el reconocimiento inter e
intracelular ademis de que algunas presentan propiedades t6xicas, se les considera una
herramienta muy importante de la investigacidén biomédica (Ameguin-Espinosa vy
Arreguin-Lozano; 1997). Por lo mismo, el conocimiento de la estructura de las lectinas y
su modo de accidén permitird conocer mds acerca de los mecanismos de la fisiologia
celular,

En nuestro {aboratorio se aislaron dos aglutininas del caracol P. flugellata, PFA-1
y PFA-II (Arreguin-Espinosa y Arreguin-Lozano; 1997). Las caracteristicas de éstas son
un peso de alrededor 30kDa y afinidad por la D-galactosa, N-acetil-D-galactosamina, y
por disacdridos de galactosa. Presentan diferencias en su punto isoeléetrico y contenido
en carbohidratos, lo que sngiere que son proteinas alelomérficas de la misma lectina, tal
como se ha demostrado en las lectinas de otros invertebrados (Arreguin-Espinosa y

Arreguin-Lozano; 1997).

La actividad de hemaglutininas de PFA-I y PFA-II, se ve afectada por la mucina

del estomago del cerdo (un complejo de O-glicanos), el orosomucoide {;-glicoproteina
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dcida), la lactoferrina y la transferina humanas (proteinas N-glicosiladas con glicanos
lactosaminicos), y la fetuina (la cual contiene N- y O-glicanos). Asi mismo, estas
glicoproteinas pierden actividad después de tratarlas con B-galactosidasa. Estos resultados
sugieten la importancia de la B-galactosa como determinante de la especificidad de las
1solectinas de P. flagellata.

Debido a que el conocimiento y caracterizacién de las lectinas de invertebrados es
un objetivo para el estudio de los procesos bioguimicos que involucran interacciones
receptor-ligando, reconocimiento celular, respuesta inmunoldgica, v que hasta el
momento son muy pocas las lectinas de moluscos cuyas propiedades conformacionales
han sido caracterizadas, su estudio se presenta como un campo abierto para la
investigacidn bioquimica y bioldgica ya que después de los artrépodos los moluscos son
¢l grupo mds abundante de organismos en los animales. En este trabajo, se plantea la
caracterizacién de las propiedades estructurales de la aglutinina I de P. flagellata , PFA-],
que es la isolectina mas abundante, como una manera de aumentar ¢l conocimiento de las
lectinas de invertebrados, sus propiedades y sus relaciones con las lectinas de otros

OIganismos.

3. IDENTIFICACION DE Pomacea falgellata
3.1 Pomacea flagellata (Say, 1827)

Actualmente diversas disciplinas como la morfo-anatomia, fisiologia
paleontologia, la bioquimica y {a biologia molecular proporcionan diversos métodos de
andlisis para la sistemadtica y clasificacién de los organismos. Sin embargo, estos estudios
no les restan importancia a la identificacién taxonémica tradicional, basada en la
caracterizacion anatémica escrupulosa de los organismos. Por o anterior, a continuacién
se presenta una descripcidn del hébitat y la caracterizacion taxonémica del caracol P.
flagellata, organismo a partir del cual se obtuvieron las proteinas objetivo de este estudio.

Los caracoles de P. flagellata pertenecen al Phyllum Mollusca y a la clase

Gasteropoda (Cuvier, 1797). En el género Pomacea (Perry, 1810), unico de la familia
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Ampullaridae registrado en América, {a dltima espira de la concha estd comprimida y es
moderadamente ovoide con una abertura eliptica.

El caracol del género Pomacea es un organismo anfibio que se localiza
principalmente en las lagunas de agua dulce de los estados de Veracruz, Tabasco y
Quintana Roo. Durante el dia se encuentra sumergido en €l fondo o sobre la vegetacion
acudtica, y s6lo en la noche es cuando se le puede localizar en las orillas de los lagos. Esta
especie es preferentemente herbivora, aunque en varias ocasiones se le ha visto
alimentarse de peces muertos (Diupotex, 1998). La concha, de acuerdo a la descripcion de
Rangel (1988), es dextrdgira, subglobosa , con un angulo en el dpice que va de 93.5 a
136.5° y posee una coloracién que va de pardo a pardo verdosa. Las vueltas de la espira

son cortas y son 3 6 4, se encuentran ligeramente aplanadas en su parte superior.

Respecto a su complejo cabeza-pie, presenta un par de tentdculos grandes,
filiformes, y en la base de cada uno, poseen un omatéforo bien desarroilado en el cual se
implantan los ojos. El pie es bastante grande y musculoso, anteriormente es ligeramente

espatulado y en su regién posterior es puntiagudo.

La boca esta localizada en el centro del extremo distal de la trompa, a los lados de
ésta se encuentran un par de palpos labiales filiformes muy desarroilados. En el extremo
anterior de la masa bucal se encuentra la mandibula, fuerte, de constitucién acelular y
detrds de ésta se encuentra el complejo radular sobre la masa bucal. La radula es de tipo
taeniogloso y las cuspides en general tienen forma triangular (Diupotex, 1998). El
esOfago comunica ditectamente con el intestino el cual presenta tres porciones, siendo la
tiltima en donde desemboca el recto que se abre en el ano, el cual esta situado a la derecha
del inicio de la branquia cerca del borde de la cavidad del manto. La glandula digestiva
ocupa las 3 primeras vueltas de la concha y desemboca en la segunda porcidn del
intestino (Diupotex, 1998). El aparato excretor esta representado por un solo rifidn, el

cual tiene forma alargada y fusiforme y se encuentra localizado en la base de la branquia.
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Finalmente, P. flagellata es una especie dioica y no presenta dimorfisino sexual

marcado ni en forma ni en tamatfio, el sexo sélo se puede conocer después de la diseccion.

Identificaciéon taxonémica:

Phyllum: Mollusca, (Cuvier, 1797)
Clase: Gastropoda, {(Cuvier, 1797)
Sub-clase: Prosobranchia, (Edwards, 1848)
Orden: Mesogastropoda, (Pennak, 1974)
Superfamilia: Viviparacea, (Taylor y Schi, 1962)
Familia: Ampullariidae, (Guilding, 1925)
Familia: Pilidae, (Bequaer y Clench, 1937)
Género:Pomacea, (Perry, 1810)

Especie:Flagellata, (Say, 1827)

3.2 HUELLA GENOMICA DE Pomacea flagellata

En la actualidad diversas disciplinas se utilizan como herramientas fundamentales
para llevar a cabo la sistemdtica moderna, y por lo tanto existen estudios que
complementan la informacién acerca de la identificacién taxonémica del organismo de
interés. En el caso de P. flagellata, aunque ha sido identificado taxonémicamente de
acuerdo a sus caracteristicas anatdmicas y se han realizado estudios cromosémicos y
electroforéticos (Diapotex, 1998), no existe hasta el momento ningin estudio de tipo

molecular que permita identificar a la especie mediante pruebas de DNA genémico.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Una alternativa para detectar el polimorfismo gendmico de la especie de caracol
P. flagellata con respecto a otras especies es el uso de RAPDS (por sus siglas en inglés de
Random Amplified Polimorphic DNA). Los RAPDS son marcadores genéticos que se
basan en la amplificacién de DNA genémico con primers (o iniciadores) de secuencia
nucleotidica arbitraria, que permiten detectar polimorfismos interespecie en ausencia de
informacién nucleotidica, de tal manera que el polimorfismo funciona como marcador
genético y puede usarse para construir mapas genéticos (Willians ez al., 1990). Una de las
principales ventajas de los RAPDS como marcadores es que casi todos son dominantes,
es decir, los segmentos de DNA con una determinada longitud que amplifican para el
individuo de una especie, no amplifican para otra especie. Ademds, con un marcador
RAPD no es posible distinguir si el segmento de DNA amplificado de un locus
corresponde a un heterécigo o a un homdcigo, aunque en algunas pocas ocasiones se han
encontrado segmentos de diferente tamaiio de DNA amplificado que pertenecen al mismo
locus se trata de un evento muy poco frecuente (Williams, et al., 1990).

El mapeo genético usando RAPDs tiene varias ventajas sobre otros métodos; poi
ejemplo, un grupo universal de primers que pueden ser usados en diferentes especies. No
se requiere de trabajo preliminar, tal como el aislamiento y clonacion de sondas, asi como
la preparacién de filtros para la hibridacidn, tampoco es necesario hacer la secuencia
nucleotidica; y finalmente, mediante los RAPDS los mapas genéticos se pueden
automatizar. Por las ventajas que esta té€cnica ofrece para la identificacién genética de una
especie, se propone su uso en P. flagellata, asi ¢l organismo a partir del cual se extraerin

las lectinas de estudio quedard plenamente identificado.
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4 OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo es la caracterizacidn estructural de PFA-I, una aglutinina

especifica para 3-galactosidos, mediante técnicas bioquimicas y espectroscépicas.

OBJETIVOS PARTICULARES

L.

Determinar la huella digital de P. flagellata mediante la extraccion de DNA
somiético y su posterior amplificacién utilizando distintos primers para RAPDS

Determinar el peso molecular de PFA por medio de espectroscopia de masas de

" alta resolucidn, y conocer el porcentaje de carbohidratos que contribuye al peso

total de la proteina.

Determinar la secuencia a partir de fos extremos carboxilo y amino terminal de la
cadena polipeptidica, mediante degradacién secuencial y espectrometria de masas,
asi como de la secuenciacion automatizada de Edman, respectivamente.
Determinar la estructura secundaria de PFA y su clase estructural terciaria
mediante dicrofsmo circular.

Comparar la secuencias aminoécidas obtenidas con el banco de datos de SWISS-

PROT para encontrar si existe similaridad con alguna otra proteina,

Para cumplir con los objetivos planteados fue necesario recurrir a técnicas

bioquimicas de extraccidn, separacion y caracterizacion, las cuales serdn explicadas en las

siguientes paginas.

HIPOTESIS

Perteneciendo PFA al grupo de las lectinas, un conocimiento mas detallado

de su estructura permitird acercarse a una mejor comprension de las bases moleculares del

funcionamiento de este tipo de proteinas, y asi mismo determinar si existe relacion

filogenética con alguna otra lectina antes reportada,



4.1 Cromatografia de afinidad:

Como ya se menciond antes, las lectinas son protefnas que se pueden purificar
mediante cromatografias de afinidad con carbohidratos inmovilizados. Este método de
separacién proteica no s6lo se aplica a las lectinas, sino a cualquier otra proteina que
presente unién no covalente y reversible con otra molécula llamada ligando. Cuando se
desea separar una proteina (que se ha demostrado que posee ligando), de otras proteinas
mediante la cromatograffa de afinidad, su ligando especifico se une de manera covalente a
un grupo funcional situado sobre la superficie de las particulas de una columna de material
poroso. Asi, la molécula proteica de interés se une especificamente al ligando inmovilizado,
se adhi‘ere a las particulas de la columna que contienen dicho ligando, mientras que todas

las demés proteinas pasan sin ser retenidas a través de la columna.

Este método depende en gran medida de la afinidad bioldgica de la proteina por su
figando caracteristico y, por lo tanto, las condiciones de la solucién amortiguadora deben
optimizarse para asegurar que las moléculas blanco interactien con el ligando y sean
retenidas mientras que el resto son lavadas a través de la columna. Posteriormente, la
proteina unida especificamente a las particulas de la columna puede ser eluida mediante un
cambio de solucidén que debilite la interaccién con las moléculas ligando y, que al mismo
tiempo mantenga la estructura y actividad bioldgica de la proteina que interesa eluir. La
solucién eluyente puede basarse en cambios de pH, cambios en la fuerza idnica, y/o
soluciones con eluyentes competitivos (ligando en forma libre, o inhibidores competitivos

de la unidn con el ligando) (Lowe, 1974 y Amersham Pharmacia Biotech 2001).
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Algunas de las interacciones bioldgicas tipicas que se aprovechan en las
cromatografias de afinidad son:

Enzima - sustrato, inhibidor, cofactor
Anticuerpo *=—®  antigeno, virus, célula

Lectina «—> Polisacérido, g}icoprl'otefna,
receptor de superficie celular, célula

Acido nucléico o, secuencia de bases complementarias, histonas, DNA
polimerasa o protefnas de unidn a deidos nucléicos

Hormonas, vitaminas 4= receptor, o proteina acarreadora

proteinas de fusin Poht (His), 4——p  Iones metilicos
proteinas nativas con histidina

Las interacciones bioldgicas que pueden existir entre las protefnas y sus ligandos
pueden ser del tipo interacciones hidrofébicas o electrostaticas, fuerzas de van der Waals

y/o puentes de hidrégeno.

Mediante este método, algunas proteinas se pueden aislar en una sola etapa a partir
de mezclas muy complejas y alcanzar un grado de purificacién muy elevado. la
cromatografia de afinidad es una técnica que se emplea para aislar protefnas tan diversas
como enzimas, moléculas receptoras de las membranas celulares que captan hormonas
especificas o bien, proteinas con afinidad por los carbohidratos como son las lectinas. Sin
embargo, cn algunos casos es necesario llevar a cabo otro tipo de separacion que permita
tener un mayor grado de pureza y homogeneidad de la proteina, del tal forma que baséndose
en la naturaleza quimica de las proteinas que se desean obtener se utilizan otras estrategias

de separacidn como son las columnas de intercambio idnico.

4.2 Cromatografia de intercambio iénico

Esta separacién cromatogréafica se basa en la adsorcién reversible de moléculas con
carga eléctrica que se fijan a grupos idnicos de carga opuesta inmovilizados.

Un intercambiador 16nico consiste de una matriz insoluble a la cual se le ha unido de

manera covalente grupos cargados. Estos grupos cargados se asocian con los iones-
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contables, Estos iones-contables se pueden intercambiar con otros iones de la misma carga
sin alterar la matriz.

Es posible tener intercambiadores cargados tanto positivamente como
negativamente (figura 1). Los intercambiadores cargados positivamente tienen iones-
contables cargados negativamente (aniones) disponibles para ser intercambiados y por lo
tanto se llaman intercambiadores anidnicos. Los intercambiadores cargados negativamente

tienen iones cargados positivamente (cationes) y se denominan intercambiadores catiénicos.

)
O \@

+
© @ ®

Intercambiador snidnice con iones Initercambiador cationice con iones
contraries intercambiables contyarioy tercarmbiables

Figura 1: Tipos de matrices para intercambio iGnico. Tomado de Amersham Pharmacia
Biotech 2001

La matriz de las columnas se basa en compuestos inorgdnicos, resinas sintéticas o
polisaciridos. Las caracteristicas de la matriz determinan sus propiedades cromatograficas
tales como la eficiencia, capacidad y recuperacién asi como su estabilidad quimica, fuerza
mecénica y propiedades de flujo. La naturaleza de la matriz afecta su comportamiento hacia

las sustancias bioldgicas y su actividad bioldgica (Amersham Pharmacia Biotech 2001).

La mayoria de los experimentos en una cromatografia de intercambio idnico se

suceden en cinco etapas, las cuales son ilustradas a continuacién.
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Figura 2: Principio de la cromatografia de intercambio i6nico. Tomado de Amersham Pharmacia
Biotech 2001

La primera ctapa consiste en equilibrar el intercambiador i6nico llevandolo a las
condiciones iniciales en términos de pH y fuerza idnica que permiten la unién de las
moléculas de soluto deseadas (figura 2.1). Los grupos intercambiadores se asocian con los
iones-contrarios que son intercambiables (usualmente aniones o cationes simples, tales
como el cloro o el sodig).

La segunda ctapa es la aplicacidn de la muestra y la adsorcidén del soluto cuando sus
moléculas poseen la carga adecuada para desplazar los iones-contrarios y se unen de manera
reversible al gel (figura 2.2). Las sustancias que no se unen pueden lavarse y excluirse de la
cama intercambiadora usando el buffer inicial.

En la tercera etapa, los solutos de interés se remueven de la columna al cambiar las
condiciones para que sean desfavorables a la unién iénica. Esto normalmente involucra el
aumento de la fuerza idnica de la solucidn amortiguadora de elucién o cambio de su pH. En
la figura 2.3, la desorcién se alcanza a través de un gradiente ascendente en la
concentracién de sales, de tal manera que las moléculas del soluto son liberadas de la
columna en el orden de sus fuerzas de unidn, asi las moléculas con unién mas débil son las

primeras en eluir.
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La cuarta y quinta etapas corresponden a la remocién de sustancias que no eluyeron
bajo las condiciones experimentales y el reequilibrio a las condiciones iniciales para la
siguiente purificacion (figuras 2.4 v 2.5).

La separacidn que se obtiene en estas condiciones se debe a los diferentes grados de
interaccidén con el intercambiador i6nico debido a las diferencias en sus cargas, densidades
de carga y distribucién de carga en su superficie. Estas interacciones se pueden controlar a
través de la variacién de las condiciones tales como la fuerza idnica y el pH. Las diferencias
de carga son propiedades de los compuestos bioldgicos que a menudoe deben considerarse
ya a que la cromatografia de intercambio idnico es capaz de separar especies con
diferencias muy pequefias en sus propiedades, por ejemplo, dos proteinas que difieren en la
carga de un solo aminodcido.

En la cromatografia de intercambio iénico se puede elegir si se unen las sustancias
de interés y se permite que las mezclas complejas pasen a través o bien que los
contaminantes s¢ unan y que las sustancias de interés pasen a través. Generalmente, el
primer método es mas utilizado ya que permite un mayor grado de fraccionamiento o

separacion y concentra las sustancias de interés.
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4.3 Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una herramienta indispensable en quimica. Las
moléculas que se analizan por este método se conocen como analitos y son ionizadas en
condiciones de vacio. Cuando estas moléculas, recién cargadas, se introducen en un campo
eléctrico y/o magnético, la ruta que siguen a través del campo esta en funcién de su
proporcidn masa/catga, m/z. Esta propiedad mensurable de las especies ionizadas puede ser

usada para deducir la masa (M) del analito con alta precisién.

Aunque la espectrometria de masas se ha usado durante muchos afios, ésta no se
habia aplicado a macromoléculas como las proteinas o los dcidos nucléicos debido a que en
la técnica las mediciones de m/z se hacen en la fase gaseosa de las moléculas vy, el
calentamiento y otros tratamientos que se llevaban a cabo para llevar a la molécula al estado
gascoso causaban una rdpida descomposicién de estas macromoléculas. En 1988, se
desarrollaron 2 técnicas que superaron este problema. En una de ellas, las proteinas se
colocan en una matriz que absorbe la luz, de tal manera que con un pulso de luz laser las
proteinas se ionizan y posterionmente se separan de la matriz en un sistema de vacio. Este
proceso se conoce como MALDI-MS (de las siglas en inglés matrix assited laser
desorption/ionization mass spectrometry} y ha sido utilizado para medir Ia masa de una gran
variedad de macromoléculas. Ademas, de acuerdo a Jensen ef al. (1998), esta técnica es
més simple y sensible. La segunda técnica consiste en forzar el paso de las moléculas en
solucidn liquida a la fase gaseosa. Es decir, una solucién de analitos se pasa a través de una
aguja cargada que se encuentra sometida en un alto impacto electrénico, de tal forma que la
solucién que sale de la aguja es una fina “nube de microgotas cargadas eléctricamente”. El
solvente que rodea a las macromoléculas se evapora y el resultado son macromoléculas
1onizadas en fase gaseosa. Esta técnica se conoce como ESI-MS (de la siglas en inglés
electrospray ionization mass spectrometry). Los protones afiadidos durante el paso a través
de la aguja proporcionan una carga adicional a la macromolécula y ésta se puede analizar en

la cimara de vacio (figura 3).
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Figura 3. ES1 MS de una solucién de protefna dispersada como gotas eléctricamente cargadas,
después de pasar por una aguja sometida a un campo de alto voltaje Las gotas se evaperan y los iones
{con protones afiadidos) entran al gspectidmetro para la medicién m/z. Tomado de Nelson y Cox, 2000.

La espectrometria de masas en la investigacién proteémica es una herramienta muy
itil ya que al proporcionar la masa exacta de la proteina que se estudia, caracteristica
esencial en la identificacion de la misma, permite determinar cambios que puedan ocurrir
por 1a unién de cofactores, iones métalicos o modificaciones covalentes que alteran la masa
de ésta. Ademds, para realizar este tipo de estudio se requiere de minimas cantidades de
proteina (fentomoles).

El proceso por el cual a una proteina se le determina su masa mediante EST MS
consiste en que durante la inyeccion ja proteina adquiere un niimero variable de protones y
por lo tanto de cargas positivas del solvente creando un espectro de especies con diferentes
proporciones de masa-carga. Cada pico que se da sucesivamente corresponde una especie
gue difiere del pico vecino por una diferencia de carga de 1 y una diferencia de masa de 1(1
protém). L.a masa de la proteina se determina a partir de cualquier par de picos vecinos. Asi,

si el valor de m/z de un pico es:
(m/z)y = M+ X
nz

donde, M es la masa de la proteina, n; es el ndmero de cargas y X es la masa de los grupos

afiadidos {protones en este caso). De la misma manera para el pico vecino
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{m/21 =M +(n, + NX

na+-1

Luego entonces, se tienen dos incégnitas (M y n3), y dos ecuaciones. Si se despeja primero

para nz y luego para M se tiene:

n; = [m/g !g - X
(m/z)2 - (m/z7)

M =n; [(m/2)2 - X]

Este cédlculo usando los valores de m/z para cualquier par de picos de un espectro
cualquiera como el que se muestra en la figura de abajo, proporciona la masa de la proteina
con un error de sélo el £0.01%. Si se tienen varios grupos de picos y se repite el calculo, un
promedio de los resultados proporciona un valor mas exacto de M. Los algoritmos de la
computadora son capaces de transformar el espectro de m/z en un pico dnico que

proporciona un grado de medicién més agudo.
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)31 gura 4, g espectro generado de la medicidn mi/z aparece coma una familia de picos, en la que cada
pico sucesive (de derecha a izquierda) carresponde a especies cuya carga se incrementa por 1 tanto en

masa como en carga La transfoumacidn computarizada de este espectio se muestra en fa figura inmerior.
Tomado de Nelson y Cox, 2000
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La espectrometria de masas de aita resolucién también se utiliza para secuenciar
pequeftos polipéptidos, una aplicacién que ha surgido como una herramienta invaluable
para la identificacién rdpida de proteinas desconocidas. La informacion de la secuencia se
obtiene usando una técnica llamada “MS en tandem”, o MS/MS. La proteina que se va
analizar mediante este método se somete a la digestién con una proteasa o a un corle
hidrolitico con un reactivo quimico con el objeto de tener un péptido mas corto. La mezcla

se inyecta entonces en un aparato que consiste esencialmente en dos espectrémetros en

linea (figura 5).
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Figura 5.Tandem MS o MS/MS Después de Ia hidi6lisis proteolitica, 1a solucién de la protefna se inyecta en un
espectrémetro de masas (MS-1}. Los diferentes péptidos son clasificados y solo los de un tipo se seleccionan para ser
fragmentados en la cdmara entre los dos espectrGmetros, la relacién m/z de cada fragmento se mide en el segundo
espectrimetro de masas (MS-2) Muchos de los iones generados durante 1a segunda fragmentacién son el resultado de Ta
ruptura del enlace peptidico. Estos jones se denominan tipo-b o tipe-y dependiendo de si Ja carga se retuvo en el extremo
amino o ¢l carboxilo. Tomado de Nelson y Cox, 2000

En la primera parte, la mezcla de fragmentos ionizados se manipulan de tal manera
que solo uno de los diversos péptidos producidos por el corte salen al otro extremo de la
celda. La muestra del péptido seleccionado viaja a través de la cdmara de vacio entre los

espectrometros de masas. Posteriormente, el péptido se fragmenta al impactarse con un gas
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de coligién, es decir una pequefia cantidad de algin gas noble como el helio o el argén que
se ha inyectado en la cdmara de vacio. Este procedimiento estd disefiado para fragmentar
muchas de las moléculas peptidicas en la muestra en la que cada péptido se ha separado o
roto en el mismo enlace peptidico. Dado que esta fragmentacién no involucra la adicién de

agua la carga del péptido original se mantiene.

En el segundo espectrémetro se realizan las mediciones de las proporciones m/z de
todos los fragmentos cargados, lo cual genera uno o0 mas grupoe de picos. Un determinado
grupo de picos, consiste de todos los fragmentos cargados que fueron generados al cortar en
el mismo tipo de enlace (pero en diferentes lugares del péptido), y derivados del mismo
lado en el corte peptidico ya sea por el lado del extremo amino o el extremo carboxi. Cada
pico sucesivo en un determinado grupo tiene un aminodcido menos que el pico anterior. La
diferencia en masa de pico a pico identifica el aminodcido que se perdié en cada caso, as{ se
obtiene la secuencia del péptido. La tinica ambigiiedad que puede surgir es cuando se trata
de leucinas o isoleucinas, las cuales poseen la misma masa pero pueden identificarse por

otras técnicas.

La carga del péptido puede retenerse ya sea en el fragmento del extremo amino o
del extremo carboxi, y otros enlaces peptidicos también se pueden romper durante el
proceso de fragmentacién resultando asf un mdltiple grupo de picos. Los grupos més
prominentes generalmente consisten de fragmentos cargados derivados del rompimiento de
los enlaces peptidicos, El grupo que consiste de fragmentos carboxi terminal puede ser
claramente distinguido del grupo de péptidos fragmentados por el extremo amino debido a
que los cortes generados entre los dos espectrometros no rinden grupos completos carboxi y
amino en los sitios de ruptura, los {inicos grupos d-amino y o-carboxile intactos en los
grupos de los fragmentos peptidicos son aquellos que se encuentran en el mismo extremo
(fig. 3). Los dos grupos de [ragmentos pueden por lo tanto asignarse por el resultado de
ligeras diferencias en la masa. La secuencia aminodcida derivada de un grupo a otro, se

puede confirmar por la otra.
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4.4 Secuenciacion de aminoacidos mediante la degradacion de Edman

Uno de los métodos més exitosos para determinar la secuencia de aminoécidos a
partir del extremo amino-terminal es el método de degradacion de Edman. Este consiste en
remover e identificar aminodcido por aminodcido a partir del extremo amino repitiendo el

nimero de veces necesario para determinar la secuencia de aminoécidos.

Este procedimiento requiere que el grupo que estd en el extremo o-amino terminal
se encuentre libre de tal manera que pueda reaccionar con el fenilisotiocianato en un medio

alcalino (pH =9) para dar el derivado feniitiocarbamil (PTC):

RI
[
H,N—CH—C—NH = pépto

l

R
NH~C —NH—CH—C—NH— pépido
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El péptido-PTC se somete entonces a condiciones extremadamente 4cidas, como por
ejemplo édcido trifluoroacético. La primera unién peptidica, que es menos estable debido a
el grupo PTC, se hidroliza bajo condiciones en las cuales las otras uniones peptidicas son

estables.

RJ

1 Cf
NH—C““NH“CH“C“NH— peptido
e

Oy
HN*

El derivado ciclico del residuo amino terminal liberado, se reacomoda en solucién
acuosa para formar un derivado de feniltichidantoina (PTH):

Oy
O==C NH
\/
CH
3y
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i1
NH-—C—NH—CH—C—NH— péptdc

NH—C—? + H,N— péptido

El residuo original del extremo amino se identifica con el aminodcido derivado de
PTH mediante HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Dentro de las virtudes
del método se encuentra la posibilidad de regenerar la cadena peptidica, la cual ha sido
alterada dnicamente por la perdida del residuo amino terminal. Este péptido acortado, se
encuentra listo para un segundo ciclo con el mismo procedimiento, para identificar el
segundo aminodcido que sigue en la secuencia del péptido. No obstante, se pueden
presentar algunos errores debido a la presencia de reacciones laterales que impidan la
ruptura de las moléculas, o bien que algunos péptidos se disuelvan y pierdan en los
solventes orginicos que se utilizan durante la extraccion. La secuenciacion automatizada
evita estos problemas mediante la fijacion de la cadena peptidica de manera covalente a un
soporte solido. No existe un método ideal para hacer Ja unién pero como las proteinas a
menudo se (ijan a membranas mediante una electroforesis, en este estado se pueden
someter al andlisis de secuencia. En los secuenciadores de fase gaseosa la muestra se
adhiere en la superficie de una filmina. Algunos de los reactivos se liberan como vapores lo
cual minimiza la pérdida del polipéptido y la contaminacién de la muestra. En este método
se requiere una cantidad minima de proteina, ya que 5-10 picomoles son suficientes, y la
eficiencia del mismo es del 98% por ciclo y permite secuenciar hasta 70 residuos.

(Creighton, 1993)
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4.5 Dicroismo Circular

Otra manera de acercarse al conocimiento y caracterizacién de las proteinas es a
través de los estudios espectrofotométricos, los cuales se basan en el cambio de
comportamiento de la luz ceando interactiia con las meléculas proteicas. Sin embargo,
para entender el principio de cualquier técnica espectrofotométrica es necesario conocer
la naturaleza de la luz.

Puede definirse a la luz como una onda que consiste de un campo eléctrico y uno
magnético, los cuales son perpendiculares entre si. De tal forma, la radiacién
electromagnética presenta una direccion de propagacidén y propiedades oscilatorias. La

energia de la radiacién electromagnética se puede definir como:

'

E=hc/d =hy,
donde E= energia, h=constante de Planck, = velocidad de la luz,
A = longitud de onda y, 1 = frecuencia,

Cuando una onda de luz se encuentra con una particula o molécula, €sta puede ser
desviada o absorbida. La absorcidn de la lnz se debe a que la energia del fotdn
corresponde a las diferencias entre los niveles energéticos de la molécula donde esta
incidiendo la luz. Asi, la energia del fotén lleva a la molécula a un estado de excitacion.
Por otro lado, las moléculas o sustancias que absorben luz se conocen como cromédforos,
los cuales presentan espectros de absorcién tnicos que se definen por las longitudes de

onda donde presentan mdximos de absorcién (A méx ).

Cuando la luz es polarizada, es decir, que todas las ondas presentan un plano
comdn de propagacidn, puede proporcionar informacién fina acerca de la estructura de
las moléculas. Dos técnicas espectrofotémetricas que utilizan la luz polarizada son la
Dispersién Rotatoria Optica (DRO) y el Dicrofsmo Circular (DC). En ¢l caso de la DRO
lo que se mide es la capacidad de la sustancia de rotar o desviar el plano de propagacion,
mientras que en el DC se mide la capacidad de absorber diferencialmente luz
circularmente polarizada a la izquierda y a la derecha. Por lo tanto, para entender cl

fenémeno del DC es necesario comprender el concepto de luz eircularmente polarizada.

31



Si suponemos que dos haces de luz polarizada se encuentran orientados
perpendicularmente uno con respecto al otro, tal como cuando pasan a través de un cristal
biaxial y las dimensiones del cristal son tales que provocan un retraso o “diferencia de
fase” entre los dos haces de ¥ de longitud de onda, entonces la radiacién resultante serd

“circularmente polarizada™ (figura 6).
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Figura 6: Ejemplo de lez polarizada de manera circular hacia la derecha. La combinacién de dos haces
perpedincularmente orientados en planos polarizados y con un desfase de Al/4 (A) genera un haz
circularmente polarizado hacia la derecha (B). Tomado de Bayley, 1980.

Dependiendo del signo de retraso serd la direccién de la luz emergente, es decir
levégira o dextrégira (I o R). Ahora bien, dado que el sentido helicoidal y la quiralidad
de una molécula son propiedades intrinsecas a las mismas, independientemente de su
orientacién molecular o de que se encuentren en movimiento €n una solucién, entonces es
posible que una solucién que contenga moléculas asimétricas desvie y/o absorba de

manera diferencial luz polarizada ya sea en sentido levégiro o dextrégiro.

Como se muestra en la figara 7, la suma de 2 haces, uno levégiro y el otro
dextrogiro en fase producen una luz plano polarizada (P + P*; = Pp). La desviacion de la
luz circularmente polarizada hacia la izquierda y la derecha se define por los coeficientes
np y ng respectivamente. Cuando en una solucién dpticamente activa hay una desviacidén
del plano polarizado, es decir que nyys ng, entonces la Iuz polarizada izquierda (LH) y la
luz polarizada derecha (LR) se transmiten con diferente velocidad, lo que da por
resultado una onda con un plano de polarizacién rotado con respecto a lo que fue el rayo

incidente inicial en la molécula (figura 7) (Bayley, 1980).
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Figura 7. Rotacién optica: en este caso el plano de luz polarizada (pp) esta compuesto de elementos
circulares (p; y p’r), los cuales cuando se encuentran dentro de un medio con actividad Sptica (entre las
posiciones p; y psy se transmiten con diferentes velocidades. Debido a que m, # ng, entonces Ia
recombinacion de ps y p's ¥ posteriormente py y p’4 dan Py Y P, orientadas en la direccién p’y y pot fo
tanto, el plano de polarizacién ha sido rotado. Tomado de Bayley, 1980.

Si a la desviacién de rotacién de la luz se le afiade la absorcién, es decir que en
este caso, los coeficientes de absorcion molar g y &g son diferentes es decir, £, 4 €,
entonces, la luz emergente ha sido elipticamente polarizada (ver figura 8). Por lo tanto, el

dicrofsmo circular molar se define como la diferencia de absorcién que existe entre

ambos coeficientes, es decir Ag = (g, - €g).

Figura 8. Para el caso del Dicrismo Circular, los componentes gl y q'1 cuando se encuentran entre las
posiciones g ¥ qs se absorthen en diferente proporcién, dado que L # £R; la recombinacidn de q3 vy q’s v
posteriormente ¢4 ¥ q°s dan 3 ¥ Qu, los cuales se trazan fuera de la elipse con sus ejes mayor y menor en

direccién a gy’ y o™, por lo cual la luz ha sido elipticamente polarizada. Tomado de Bayley, 1980.
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Cuando las proteinas se estudian mediante DC, estas muestran sefial
principalmente en dos intervalos de la regién del ultravioleta; en el U.V. lejano, (170-260
nm), los croméforos son los enlaces peptidicos, ya que aunque como grupos quimicos
aislados no presentan actividad 6ptica dado que carecen de centros quirales, la asimetria
del medio generada por las conformaciones de la estructura secundaria que adquiere Ia
proteina provoca que un conjunto de enlaces peptidicos se comporte como un centro
quiral (Hennessey y Johnson, 1982). En el U.V. cercano (260-320 nm), la sefial se debe a
la absorcién por parte de los grupos aromdlicos, que aunque tampoco presentan
quiralidad per se, su entorno asimétrico en la proteina les proporciona esa actividad
(Hooker y Schellman, 1970; mencionado en Garcia-Hernandez, E. 1994).

*En términos de rotacién optica, la rotacion especifica [ot] de una solucién de
concentracidn Cy g ml™ y una longitud de celda 1. en decimetros con una rotacién
observada s (en grados) estd dada por:

[t} = Clows/Cut.

Y de la misma manera, 1a rotaciéon molar [¢], estd dada por:

[¢] = [o.]MW/100
donde, MW es el peso molecular y ¢ estd expresada en deg cm?dmol™. En el caso de los
biopolimeros el valor de MW se toma como el promedio del peso de los residuos
moleculares (MRW) y es igual al peso molecular del polimero dividido por el nimero de
residuos. Entonces, la rotacién promedio por residuo [m] se da por:

fm] = [c] MRW/100
Donde [m] se expresa en grados cm*dmol .

La elipticidad, se define como aquél dngulo cuya tangente es el cociente del ¢je
mayor y eje menor de la elipse (ver figura 8). Las unidades de elipticidad son por lo tanto
fas mismas que las de la rotacion dptica de tal manera que la elipticidad especifica, la
elipticidad molar y la elipticidad promedio por residuo se definen mediante las siguientes

ecuaciones:

elipticidad especifica (W] = yf ghefewL
elipticidad molar [B] =[] MW/100 v,
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elipticidad promedio por residuo  [B]mgw = [Ww] MRW/100
La relaciodn entre la elipticidad molar y el dicrofsmo circular es:
[6] = 3300 At

En la literatura, el dicroismo circular se reporta generalmente en términos de [@]naw (y
ocasionalmente en términos de AA o como miligrados de elipticidad).

Debido a que gran parte de la sefial de DC en el U.V. lejano proviene de los
enlaces amido, el espectro que se obtiene depende sensiblemente del contenido de
estructura secundaria de la proteina (Hennessey y Johnson, 1982). Por lo tanto, existen
métodos para determinar el contenido de estructura secundaria dominante a partir del
anélisis de espectros de DC.

Para analizar la conformacién de [a proteina en solucion mediante DC existen
muchos métodos en la literatura, fos cuales asumen que el espectro de una proteina se
puede representar por una combinacién lineal de los espectros de sus elementos
estructurales secundarios mas efectos no considerados, entre ellos el “ruido”
experimental, de tal suerte que lo anterior se puede resumir mediante la siguiente
ecuacion:

©; = ZF, Sy; + “ruido”

Donde, ©;, es la sefial de DC de la proteina como funcién de la longitud de onda,
F es la fraccidn de cada tipo de elemento de estructura secundaria i, y Sy; es la elipticidad
a cada longitud de onda de cada iésimo elemento estructural secundario. En términos
estrictos, la suma del peso de todas las fracciones estructurales, F;, deberia serigual a 1.

Para obtener la informacién estructural de un espectro de DC existen distintos
programas, pero en este caso solo se mencionaran los que se utilizaron en este trabajo.

El método de autoconsistencia o SELCON (Steerama y Woody, 1993), consiste
en incluir el espectro de la proteina cuya estructura se desconoce en el grupo de 33
espectros de proteinas conocidas, pero restando 3 de los espectros conocidos. Se hace una
primera suposicion para la estructura desconocida como una primera aproximacion, La

ecuacién matricial se resuelve utilizando el algoritmo de valor dnico de descomposicidn
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¥, la suposicién inicial se sustituye por la solucién. El proceso se repite restando de 3 en 3
espectros de proteinas conocidas hasta que se llega a una consistencia entre el resultado y
la suposicién inicial, es decir una autocensistencia

Dada la naturaleza de los datos que se obtienen con el DC, ésta los convierte en
una herramienta fundamental para el estudio de las proteinas no sélo como clementos
estructurales pasivos, sino como entidades bioldgicas que pueden sufrir cambios
conformacionales de acuerdo a factores fisicos, quimicos y biolégicos como son,
variacién del pH en el medio, cambios en la temperatura y unién a ligandos o cofactores.

Por otro lado, puede definirse que la descripcién del arreglo de los elementos de
estructura secundaria de una proteina es su estructura supersecundaria. De tal forma el
DC puede acercar al conocimiento de este nivel de organizacién estructural de las
protefr;as, tal como lo demostraron Venyaminov y Vassilenko (1994) mediante el
programa DEFCLASS. El principio de este programa consiste en que de diferentes
protefnas cuya estructura supersecundaria era conocida mediante rayos X, se tomaron sus
espectros de 190 a 236nm con intervalos de 2nm los cuales fueron descritos como puntos
en un hiperespacio de 24 dimensiones, y los valores de las coordenadas fueron tomados
como valores de elipticidad en longitudes de onda fijas. Esto permitid utilizar a los
espectros como patrones y posteriormente analizarlos wsando algoritmos “patrdn” de
reconocimiento. Cuando ya se tuvieron suficientes patrones de espectros y sus
algoritmos, €stos se llevaron a andlisis de clusters o agrupamientos, resultando que la
aproximacién mediante los clusters fue bastante acertada respecto a la estructura
supersecundaria de las proteinas. Dado lo anterior existen métodos que permiten
determinar el tipo de estiuctura supersecundaria a la cual una proteina pertenece a través
de tratamientos matemdaticos y estadisticos de sus datos de DC. Los tipos de estructura
supersecundaria de las proteinas han sido clasificadas en 5 de acuerdo a su tipo de
estructura secundaria: aquéllas en las que predomina la estructura o-hélice, denominadas
todo-o; en las que predomina la estructura B son las todo-f, las o+ se refieren a
aquellas proteinas que tienen estructuras o y 3 pero, en dominios separados mientras que,
las o/} poseen segmentos intercalados de ambas estructuras a lo largo de la cadena,
finalmente las proteinas que no presentan un arreglo periddico pero que sin embargo,

presentan una estructura “ordenada’{Venyaminov y Yang, 1996). Para cada tipo de
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proteina existen espectros caracteristicos que funcionan como patrones que se comparan

con los espectros obtenidos de otras proteinas.
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5 METODOLOGIA

5.1 Diagrama de flujo metodolégico para determinar la huella genémica de PFA

Colecta de organismos

l

Diseccidn

l

Tejido muscular

l

Homogenizacion del tejido en DNAzol

l

Extraccion del DNA

l

Precipitacién

|
v

Cuantificacién

l

Recuperacidn de DNA de alto peso molecular

l

Amplificacidn con RAPDS

l

Huella genémica de P. flagellata
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5.2 Diagrama de flujo metodoldgico para la purificacion y caracterizacion de PFA

Colecta de organismos de P. flagellata

.

Diseccion

Miisculo Hepatopidncreas (Gdnada

\/

Homogenizacién en TBS
Centrifugacidn

Prueba de hemaglutinacidn

|

Determinar extracto de tejido con
mayor actividad aglutinante

Extracta
Columna de afinidad

Diilisis {Amicon YM-3}

!

Prueba de hemaglutinacidn con
tipos sanguineos Al, A2, By O

Liofilizacién

Columna de inteycambio anidnico

Determinacién de PM por Dicroismo Secuenciacitn
Espectrometria de Masas de circular
Ahta resolucidn

Resultados compararlos en el banco de datos Swiss Prot
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5.3 Extraccién de DNA de P. flageliata

La extraccién de DNA se llevd a cabo utilizando el kit de extraccién para DNA
DNAzol de LIFE TECHNOLOGIES, y se realizd con algunas modificaciones. El tejido de
miisculo de P. flagellata (0.3g) se homogenizd en un mortero con 0.86ml de solucién de
DNAzol y se sonicé durante 10 minutos. Posteriormente, el homogenado se centrifugd a
10,000 x g durante 10 minutos a 4°C y se recuperd la fase acuosa. Se precipitd con etanol
al 100% en una proporcién de 0.5ml de etanol por ml de fase acuosa. Posteriormente, el
precipitado se centrifugd a 4,000 xg durante 90 segundos y la pastilla recuperada se lavé
dos veces con etanol al 75%. El DNA se solubilizé en una solucién de NaOH §mM vy el

pH se ajustd a 7.8 con una solucién de HEPES.

5.4 Cuantificacién y determinacion de la pureza del DNA

Como todos los compuestos orgénicos, ¢l DNA presenta un espectro de absorcién
caracteristico cuya maxima absorcidn se presenta a los 2060nm. De tal forma el
coeficiente de extincidn a esta longitud de onda es de Ejso = 20, lo que indica que el
DNA a una concentracién de lmg/ml tiene una absorcion de 20 (Acg= 20). A una
absorcion Ajge= 2 la relacion entre el DNA y la absorcién es lineal, por lo que es posible
determinar la concentracién del DNA en una solucién. Por ejemplo Aggp= 0.5 indica una
concentracidn de 25ng/ml y Azqp= 0.1 corresponde a Sug/ml.

El uso del factor de conversién en el que 30ug/ml =1 es una unidad de
absorbancia a 260 nm (Aze=1) por lo tanto, es posible determinar ficilmente la
concentracion de 1a mayoria de la soluciones de DNA.

Por otia parte, como la presencia de RNA, proteinas, detergentes y solventes
organicos pueden contribuir en la absorbancia de una solucién de DNA, para determinar
la pureza se utiliza la relacién Aag/ Azge, sabiendo que el méximo de absorcioén del DNA
es a 260nm y para proteinas es a 280nm, se considera que un DINA esta puro cuando la
reacion da aproximadamente 1.6 y, excelente cuando da 1.9.

Finalmente para visualizar las calidad del DNA recuperado, éste se someti6 a una
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% en TBE 1X (Tris 89mM, 4cido bdrico 89 mM
y EDTA 2mM, pH §.4), se tifio con bromuro de etidio y se visualizd bajo luz U.V. en un

transiluminador.
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5.5 Recuperacién de DNA de alto peso molecular (APM)

El DNA de APM se recuperd a partir de un gel de agarosa al 0.8% en TAEIX
(Tris 40mM, 4cido acético 20mM y EDTA 1mM, pH 8.3) utilizando el kit de extraccidn
de GENE CLEAN 1I BI0O 101, Asi, la banda del gel donde se visualizé el DNA de APM se
cortd y se introdujo en un tubo Ependorff donde se corté en pedazos mds pequeiios.
Posteriormente, por cada 0.1g de peso de gel se agregaron 300ul de solucién de Nal
incluida en el kit, y se incubd a 50°C durante 5 minutos agitando intermitentemente.
Posteriormente se incorpord la solucion de Glass Milk también incluida en el kit,
agitando vigorosamente y se dejo incubar a temperatura ambiente durante 2 minutos,
agitando algunas veces. Una vez que la solucion de Glass Milk aparecia homogénea en el
tubo, se centrifugd 5 segundos y la pastilla se lavé tres veces con la solucién de New
Wash: incluida en el kit, y se verificé que en el Gltimo lavado no quedaran restos del
sobrenadante. La pastilla que quedé en el tubo se resuspendié en una solucién de TE
(Tris-EDTA), y se centrifugd para posteriormente recuperar el DNA en el sobrenadante.
Los sobrenadantes recuperados se cuantificaron en el espectrofotémetro para determinar

la cantidad de DNA disponible para amplificacién.

5.6 Amplificacién de ADN de alto peso molecular por RAPDS
La amplificacién se llevd a cabo con el kit de Ready to Go RAPD Analisis Beads
(Pharmacia Biotech), el cual posee ¢ primers o iniciadores para la amplificacién de
distintos foci.
Las secuencias de los primers o iniciadores son las siguientes:
RAPD Anilisis Primer 1-(53’-d[GGTGCGGGAA]-3")
RAPD Anélisis Primer 2-(5’-d[GTTTCGCTCC]-3")
RAPD Anilisis Primer 3-(5’-d{GTAGACCCGT]-3"}
RAPD Andlisis Primer 4-(5’-d[AAGAGCCCGT]-3")
RAPD Andlisis Primer 5-(5’-d[AACGCGCAAC]-3")
RAPD Andlisis Primer 6-(5’-d[CCCGTCAGCA]-3")
La amplificacién se Hevd a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. En la
mezcla de reaccion para PCR se tuvo especial cuidado de mantener los 10ng de DNA de

templado que recomienda el fabricante asi como los 25pmel de primers o iniciadores
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para evitar otro tipo de patrén de bandeo. Los ciclos del PCR fueron como sigue: 1 ciclo
a 95°C durante 5 minutos, seguido por 45 ciclos de 1 minuto a 95°C, Iminuto de 36°C y
2 minutos a 72°C. La amplificacién con todos los primers se llevé a cabo con el DNA
obtenido de 3 organismos.

Las amplificaciones se visualizaron en un gel de acrilamida al 5% (tefiido con Bromuro
de etidio), el cual sirve para tener una resolucién optima de bandas cuyo tamafio va de

500 a 80pb.

5.7 Extraccion de PFA-I

La extraccién se realizd de acuerdo a lo reportado en Arreguin-Espinosa y
Arreguin-Lozano (1992), s6lo que en esta ocasion, después de colectar los organismos de
P. ﬂagellam, sus tepidos se separaron de acuerdo a las partes anatdmicas mis evidentes.
Cada parte se desintegré y homogenizd en una solucién amortiguadora de TBS (Tris-HCl
pH 7.5; NaCl 50mM). Posteriormente, se centrifugaron a 100,000 x g durante 30 minutos
a4°C.

Con cada extracto se realizaron pruebas de hemaglutinacién con el objeto de
determinar si PFA se produce en todo el organismo o es particular de alguna zona

anatémica en especifico.

5.8 Pruebas de hemaglutinacion

La sangre de los donadores de los tipos sanguineos Ay, A, B y O, (obtenida del
banco de sangre del IMSS), se colectd bajo condiciones estériles usando una solucién
amortiguadora de citrato de sodio al 3% en TBS. Las células se lavaron 2 veces con TBS
mediante un pulso de centrifugacién de 3,500 r.p.m. y posteriormente los eritrocitos se
diluyeron en una solucidén amortiguadora de fosfatos a una concentracion final de 3%. La
actividad de hemaglutinacidn se llevd a cabo en cajas elisa en la cuales, para cada pozo se
agregaron 25ul de solucién amortignadora, y 25ul de solucién de extractos crudos
(extractos de miisculo, hepatopancreas y génada) con diluciones sucesivas a paitir del
primer pozo. Después a todos los pozos se les agregaron 25pl de solucidn de eritrocitos al
3%. Las cajas de elisa se dejaron reposar durante 4 hrs a temperatura ambiente. En cada

prueba de hemaglutinacién se utilizé un control positivo (hemaglutininas de esponja) y
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un control negativo para tener pardmetros de comparacion de actividad hemaglutinante.

Las pruebas de hemaglutinacién se repitieron cinco veces.

5.9 Purificacién de PFA

El extracto con resultado positivo de hemaglutinacién fue sometido a una purificacion
mediante cromatografia de afinidad en Sefarosa 4-B activada con acido, y se eluyo con
una solucién de D-galactosa 200mM en TBS. Las fracciones con actividad
hemaglutinante se concentraron en una membrana de ultrafiltraciéon UK-10 y la fraccidn
retenida posteriormente se dializé contra una solucién de Tris-HC1 25mM. La separacion
de las dos isolectinas se logré en este punto mediante un equipo de HPLC usando una
columna de DEAE-Toyopearl 6508 previamente equilibrada con Tris-HCl 25mM. La
pr‘oteiﬁa se eluyé en un gradiente linear de NaCl (0 a 300mM). Posteriormente se

concentrd por ultrafiltracién y se dializé contra agua destilada.

5.10 Espectrometria de masas

Los experimentos de espectrometria de masas se llevaron a cabo en los
laboratorios a cargo del Dr. Srukroski en la compafifa KRATOS en Austin Texas. Los
espectros de masas se adquirieron en un especirdmetro de masas de trampa de iones
Esquire, tal como se describe en Jensen, O. N. er al. 1998. La PFA-I se disolvié en 500l
de 50:530 metanol/agua, con 0.1% de 4cido férmico. Se determind el contenido de
carbohidratos, tratando la aglutinina con F-endoglucosidasa-N y Glucosidasa-O y

volviendo a determinar la masa mediante espectrometria de masas.

5.11 Secuenciacién de aminodcidos

La secuencia amino-terminal se determind a través de la degradacion en un
secuenciador automatico Edman (Mod 477A, Applicd Biosystems, USA), equipado con
un sistema de HPLC (Mod. 120A on-line phenylthiohydantoin analyzer, Applied
Biosystems, USA). El andlisis del extremo carboxi se llevé a cabo mediante una
digestién progresiva de la PFA con una mezcla de carboxipepetidasas P y Y (Boehringer,

Germany) en combinacién con un andlisis de espectrometria de masas (Bonetto, V., ef al.
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1997). Estos experimentos también sc Ilevaron a cabo en la compaiifa KRATOS (Austin

Texas).

5.12 Caracterizacion estructural mediante dicroismo circular.

Los espectros de DC se registraron en un espectropolarimetro Jasco J-720, el cual
fue previamente calibrado con dcido (+)-camforsulfénico. Los espectros en el UV lejano
{180-260nm) se obtuvieron de soluciones de proteina de concentracién 0.2mg/ml, usando
una celda de 2mm de recorrido dptico. Para el UV cercano (260-320 nm), la
concentracion de protefna fué de 1mg/ml, usando una celda de 1 cm de recorrido Sptico.
La elipticidad media residual, @, , fué calculada usando un peso molecular promedio
por residuo de 110g/mol.

\Los espectros de DC en el UV legjano se analizaron mediante el programa de
deconvolucién SELCON (Sreerama & Woody 1993) para estimar el contenido de
estructura secundaria de PFA. Adicionalmente, los espectros se analizaron mediante el

programa DEFCLASS para definir la clase estructural terciaria de la proteina.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Colecta

Durante la colecta de los organismos de P. flugellata en la laguna de Coba, en
Campeche, se observo que los organismos se localizan en la orilla de la laguna, en Jos
lugares ocultos al sol y que en su mayotia estdn adheridos a 1a superficie sumergida y
oculta de rocas asi como en la rajz o tallos sumergidos de los pastos que se encuentran en
esta laguna. La colecta se realizd en el mes de septiembre pero al parecer la mejor época
de colecta es en los meses de junio, julio y agosto ya que es temporada de Huvias y la

poblacitn de organismos es mayor.

Figura 9. Tmégen de P. flagellata después de la colecta y antes de la diseccién
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6.2 Extraccion y recuperacion de DNA

Después de extraer el DNA de 12 organismos de P. flagellata, se procedid a
determinar su concentracion, recuperacion y pureza. A continuacién en la siguiente tabla
se presentan los datos de recuperacion, concentracion y pureza de DNA para cada uno de
los organismos que se trabajaron.

Tabla 4: Datos de recuperacion de DNA obtenido del pie 0 musculo de P. flagellata.

Organismo  Recuperacién total Recuperacidn de DNA por  Conceniracifn Pureza

de DNA (myg) gramao de tejido (my/g) DNA (mg/ml) (260/280)
| .36 0.9 1.2 1.%6
2 0.315 1.05 1.05 1.9
3 0.218 0.054 1.09 1.88
4 0.292 0.97 1.46 1.9
5, 0.083 0.22 0.44 1.7
6 0.05 0.1 0.25 1.8
7 0.297 0.%9 0.9% 1.7
8 0.052 0.26 0.26 1.6
9 0.046 0.46 0.23 1.5
10 0.105 0.33 0.35 1.75
11 {.108 0.27 0.36 1.8
12 0.105 0.35 0.35 1.75

Comeo puede verse en la tabla anterior, la recuperacion de DNA fue satisfactoria, y a
pesar de las modificaciones que se realizaron al método original, la pureza y cantidad
recuperada de DNA fue aceptable. Posteriormente, para verificar que el DNA se
encontraba en condiciones para llevar a cabo la amplificacién, éste se sometié a una
electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% y se tifid con bromuro de etidio, con el
objetivo de visnalizarlo. En la figura 10, se puede observar que aunque la cantidad de
DNA en el gel coincide con las cuantificaciones realizadas en el espectrofotémetro, éste
se encuentra en todos los casos degradado, es decir, no se visualiza como una sola banda
de alto peso molecular (APM), sino que ademés de esta banda, muy notoria en algunos

carriles, se observa un barrido hacia abajo en todos ellos, lo cual indica que parte del

DNA sufrié degradacion.
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23130 bp

2027 bp

Figura 10. Gel de agarosa al (.8% en TBE 1X. Carrit 1, marcador de PM A Hind III; carriles 2 al 8 DNA de
los organismos 1,2, 3,4, 5, 6,y 7 respectivamente. Se observa una banda de APM de aproximadamente 20
Kb ea todos los carriles, dicha banda cotresponde a DNA no degradado. Sin embargo en todos los carriles
también se observa DNA degradado.

Es posible que durante la extraccion del DNA el manejo mecénico de los tejidos o
Ia sonicacién haya influido en la degradacién del mismo. Por ofra parte, aunqgue todo el
material que se utilizé para la extraccién fue esterilizado, la accion de DN Aasas presentes
en el mismo tejido (se sugiere que este tipo de moluscos poseen gran cantidad de
DNAasas en sus tejidos, comunicacién personal), pudo contribuir a la degradacién del

DNA recuperado.

Debido a que para realizar amplificaciones con RAPDS se requiere que el DNA
gendmico se encuentre integro con el fin de evitar falsas amplificaciones o resultados
ambiguoos, fue necesario recuperar o aislar el DNA de APM mediante el kit de extraccion
de GENE CLEAN 1l B10 101. Sin embargo, la cantidad de DNA recuperado para cada
muestra mediante esta técnica disminuyd en un faclor de 10. Aunque esto no fue un

obsticulo para llevar a cabo la amplificacién, serfa conveniente optimizar el método de
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extraccion para disminuir la degradacion de DNA. En este caso se propone el uso de
EDTA para eliminar la accién de DNAasas, aumentar la concentracion de inhibidores de

estas proteinas, o bien llevar a cabo otro método de recuperacién de DNA de APM.,

6.3 Amplificacion con RAPDS

Una vez que terminaron los ciclos de amplificacién, las muestras se sometieron a
una electroforesis en un gel de acrilamida que posteriormente se tifié con bromuro de

etidio, se visualizé bajo luz UV y se procedié a tomar la fotografia (Figura 11).

103 1ph -
G600pE-

250ph

s

Figura 11. Gel de acrilamida para DNA al 5%. Caril 1, marcador de peso molecular de 50pb; carril 2
control positivo de amplificacién con DNA de E. coli BL21; carril 3, amplificacion de DNA de P
flagellata con el prirser 1; carril 4, amplificacién de DNA de P. flugellata con el primer 2; camit 5,
amplificacion dc DNA de P. flagellata con el primer 3; cartil 6, amplificacién de DNA de P. flagellafa con
el primer 4; carril 7, amplificacién de DNA de P. flageflata con el primer 3, carril 8, amplificacién de DNA
de P. flagellata con el primer 6; carril 9, control negativo de amplificacion.
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Para determinar el tamafio de las bandas caracteristicas de P. flagellata con estos
marcadores genéticos, la imagen de los RAPD’s se analizé contra un marcador de 50 pb
(Fermentas) en un densitémetro Bio-rad, y los resultados fueron los siguientes. En el
primer carril se aplicé el marcador de peso molecular mientras que en el segundo carril se
encuentra el control positivo con DNA de la cepa de E. coli BL.2Z1 amplificada con el
primer 2 para comparar lo reportade con la bibliografia y asi determinar que las
condiciones de amplificacion fueron las adecuadas. A partir del carril 3 se trata de
amplificacién del DNA de APM P, flagellata con el primer o iniciador 1, y en el se
obtienen 6 bandas visibles; para el carril 4 es la amplificacién del DNA de P.flagellata
con el primer 2 y se obtuvieron 10 bandas, en el carril 5 es la amplificacién con el primer
3 obteniéndose sélo 3 bandas, en el carril 6 es la amplificacién con el primer 4 y da por
I'esulta.ﬁo 5 bandas, en el carril 7 con ¢l primer 5 se obtienen 5 bandas y, en el carril con
el primer 6 se obtienen 6 bandas, finalmente en el carril § se aplicd el control negativo
con el primer 2, y dado que no aparecen bandas en dicho carril entonces se confirma que
no existid la posibilidad de contaminacion durante el proceso de amplificacién. De
acuerdo al andlisis realizado con el densitémetro (ver tabla 5), se puede ver que para cada
primer o iniciador, la amplificacidon del DNA de P. flagellata dio no sdlo distinto nimero
de “bandas marcadoras” sino que cada una posee un peso molecular distintivo, el cual la
identifica respecto a cualquier banda obtenida con los otros primers. Ademds, hay que
resaltar que las bandas de este experimento se repiticron en las amplificaciones con los
mismos primers, llevadas a cabo con el DNA de otros dos organismos de P. flagellara.
Lo anterior confirma la utilidad que los RAPD’s tienen como marcadores genéticos, ya
que mediante amplificaciones con iniciadores arbitrarios dan amplificaciones
caracteristicas de organismos pertenecientes a la misma especie. Hay que aclarar, sin
embargo, que las amplificaciones se llevaron a cabo con las mismas condiciones de
temperatura tiempo, nimero de ciclos y cantidad de primers utilizados para cada reaccidn
de PCR (25 pmol), ya que si se varia algo en estos pardmetros, entonces las bandas
resultantes son distintas. Las condiciones éptimas utilizadas en este trabajo son las que

reportan y recomiendan utilizar los laboratorios de Pharmacia Biotech.
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El vso de los RAPD’s confirmé que los diferentes individuos de caracol utilizados
para este estudio pertenecen a la misma especie y por lo tanto, proporciona las bases
moleculares para identificar organismos de nuevas colectas, lo cual es importante para
identificar al organismo con el que se trabajo puesto que no se basa Unicamente en
diseccidén y caracteristicas anatémicas sino que se trata de pruebas de tipo genético

moleculares.

Otra ventaja de los RAPD’s para este caso es que si se desea volver a extiaer PFA
y 1o se estd seguro de Ja identidad taxondmica de los organismos bastard con sélo utilizar
uno de los primers y comparar el patrén de bandas obtenido con el patrén de bandas de

referencia de P. flagellata.



s

- - AU - o6 0%
B - - €L - 0ct - B 001
- avl1 - 1'orl - 691 - " 081
- " ¥o1c 881 LY ['50¢ T6lT [AY4 00¢
- ¥ I8C Poce - VLT - - 05¢
- €o¢ Sar c9¢ Lere cor gELY - 0ct
- - 26y AR - 6°0CL To1¢ 90V 00¢
- ¥98¢ L19 - - LTIg §989 - 009
- - - - - SL9007 - - 0SL
- SeTr8 - - - §9°CL0¢C 91001 8'GL8 06%
3 89571 - - - SeOve L] - 1€01

6 IHE) g {1 L TIe’) 9 [UIED 1 i LA LA ¢ [LUBD) ¢ [HRD) T [HIED)

uo qd U9 sepurq SB[ 9p Jepnosjowr osad 19 BUTMLIOND 9P SOIPEND SO] 9P ONUA(] ‘ONDWQNSUAP JurIpaty ugrroydumn

JUAPUIISIP UIPIO
ap SOPEINSAI AP SISTEUY °C TIQR],



6.4 Pruebas de hemaglutinacion

Las pruebas de hemaglutinacién se realizaron con exiractos de tejidos de miusculo,
hepatopéncreas y génada, para determinar la distribucién y localizacién de PFA en el
organismo. En la tabla 6 es posible observar que la actividad de hemaglutinacién es
mayor para los 4 tipos sanguineos cuando el extracto es de misculo, en hepatopdncreas la
actividad es minima, mientras que en génada se presenta actividad hemolitica. Lo
anterior indica una distribucién especifica de PFA en el caracol P. flagellata. Las
unidades UHA (Unidades de Hemaglutinacién) representan la minima dilucién del
extracto hasta donde es posible observar actividad hemaglutinante. Por lo tanto, es
posible determinar que la hemaglutinacién es mayor en los tipos sanguineos A; y Aj, lo
cual indica una afinidad con mayor selectividad hacia los grupos N-acetilgalactosamina,

Tabla 6. Comparacién de la actividad hemaglutinante de los distintos extractos de P. flagellata
con los 4 tipos sanguineos.

Tipo sanguineo UHA de extracto de UHA de extracto de tejido UHA de extracto de
tejido muscular de hepatopéancreas tejido de gbénada
Ay 341 64 Nulo (hemalisis 1,280 HU)
Ay 363 80 Nulo (hemdlisis 1,280 HU)
B 176 96 Nulo {hemsélisis 1,280 HU)
O 128 112 Nulo (hemélisis 1,280 HU)

6.5 Fraccionamiento mediante columna de afinidad

Una vez que se determiné que la mayor actividad hemaglutinante se encuentra en
miisculo, el extracto se sometié a una columna de afinidad de Sefarosa 4-B tratada con
acido y se eluyé con soluciones cuya concentracion de D-Galactosa aumenté de 70mM, a
140mM y termind con 200mM. Se recolectaron fracciones de 1ml y posteriormente se
hicieron lecturas en el espectrofotometro a 280nm para determinar las fracciones
dondeexistia mayor concentracion de proteina. En la grifica de la figura 12 se muestran

con puntos las fracciones recolectadas y sus correspondientes absorbancias

52




08

Qalactosa 200 mM

05

044 Galactosa 140 mM

¢34

02 Galactaga 7 mid \M
:/F A

014

D.0. 280nm

o T T r R AmR

1 5 9@ 13 47 21 25 29 33 37 4t 45 49 53 57 61 65 69 73 TP B & 89 93 HY 101 105 108
fracciones eluidas

Figura 12 En esta grifica en el eje de las abscisas se encuentran las fracciones de Iml que fueron
colectadas de la columna de afinidad, en el eje de las ordenadas la absorbancia registiada a 280nm La
recuperacion de PFA se obtuvo en las fracciones marcadas como 90 a 94 las cnales se unieron en una
misma fraccin. El pico de absorbancia correspondiente a PFA es muy pequefio con respecto al resto de
proteina total, quizd debido a que en el miisculo hay gran cantidad de proteinas, ne solo las estructurales
sino también las funcionales como las que estdn involucradas en el movimiento. Asf la recuperacién y
parcial purificacién de PFA se puede considerar como exitosa ya que proviene de un extracto crudo con
una gran cantidad de proteinas

Para cada pico correspondiente a fracciones de elusion se dializaron las muestras
y se procedié a determinar en cual de ellas existfa actividad aglutinante. En la siguiente
tabla se puede observar que fue en las dos ultimas fracciones de recoleccién donde se
observé actividad aglutinante. Por lo anterior, es posible decir que estas aglutininas
muestran el mds alto grado de afinidad, dado que eluyen en las concentraciones mds altas
de D-galactosa. Hay que notar que los dos dltimos picos de absorbancia son muy
pequefios con respecto a los otros y que el tltimo es aquél en donde se encontrd la mayor
concentracién de PFA correspondiendo a un 0.23% del total de la proteina, es decir,
~70ug de proteina. Por lo cual el dltimo pico se recirculd para tener la proteina “mds
pura”. Con respecto a los otros picos de elucion se puede decir que éstos también
presentan afinidad por la D-galactosa (siempre menor a la de PFA). Sin embargo, no
poseen actividad hemaglutinante probablemente porque presentan un solo sitio de

reconocimiento a la D-galactosa o bien no son proteinas oligoméricas.
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Tabla 7. Actividad aglutinante de las fracciones colectadas a partir de 1a columna de afinidad

Tipo UHA | UHA | UHA | UHA | UHA | UHA | UHA | UHA | UHA
Sanguineo frac 92 ; frac 82 | frac 71 | frac 65 | frac44 | frac 40 § frac 33 | frac 25 | frac 7

A, 320 - - - - - - - -
A 160 | 160 | - - - ; ) - ;

160 - ; ; - _ ; R -

Por otro lado, al realizar las pruebas de hemaglutinacion con las distintas
fracciones de la coluning se obsetvo que en la fraccion 92 es donde se presentd mayot
capacidad aglutinante. En esta fraccién la afinidad es mayor por Jos grupos sanguineos A
¥y Az que por el grupo B, mientras que por el grupo sanguineo O no existe actividad
aglutinante. De acuerdo con la figura 13 y los resultados presentados en la tabla 7 se
puede decir que la afinidad superior de la proteina por los grupos sanguineos A con
respecto a los grupos B se debe a que en los carbohidratos de membrana de estos
eritrocitos se encuentra un grupo acetil unido a el carbono 2 de la galactosa externa
mientras que, en los grupos sanguineos B el carbono 2 de la galactosa externa posee un
grupo hidroxilo. As{ mismo, se puede observar que la afinidad en los grupos A es
diferente, de tal forma que en A; es mayor que en Az, csto se debe quizd a que el sitio de
reconocimiento de la lectina es un sitio extendido y por lo mismo, es posible que la
estructura del trisacdride influya en la afinidad de reconocimiento. De acuerde a lo
anterior, es posible sugerir que la diferencia de afinidad se debe a la estructura del
trisacarido, donde en A; la segunda galactosa se une al carbono 3 de de la glucoss,
mientras que en A; la galactosa se une al carbono 4 de la glucosa, influyendo este cambio

de configuracidn en el reconocimiento a la proteina.
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Figura 13. Estructura quimica de los determinantes A y B basados en las cadenas de carbohidratos
Tipo-1 y Tipo-2. Tomado de Watkins e, al. (1981)

De acuerdo a la tabla 8 de especificidad por azdcar (reportada anteriormente por
Arreguin-Espinosa y Arreguin-Lozano (1997), se observa que la galactosa en si es una
estructura molecular propicia para la unién de PFA, pero que dicha unién se potencia
cuando se trata de N-Acetil-galactosamina. Asi, la galactosa presenta un factor de
inhibicién de 1 a una concentracién de 200mM mientras que la N-acetil-galactosamina
presenta un factor de inhibicidén de 4 a una concentracién de 50 mM. Lo anterior es
consistente con los resultados en los grupos sanguineos A y B los cuales presentan
aglutinacién en presencia de PFA pero con diferente intensidad. También es posible

observar que cuando se trata de polisacaridos aumenta la afinad de la proteina por éstos.

Aunque la recuperacién de PFA mediante la columna de afinidad fue aceptable,
quizd seria recomendable realizar ensayos de elucién con otros aziicares tales como los -
galactdsidos y la N-acetil-galactosamina, de tal manera que permitieran una recuperacion

mas rapida y especifica de 1a PFA.
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Tabla 8. Especificidad por aziicar de PFA*

Inhibidor Concentracién Factor Inhibidor Concentracién Factor
(nM) inhibitorio! (mM) inhibitorio'
Galactosa 200 1 Lactulosa 200 1
Lactosa 100 2 NeuAc NI -
Melibiosa 100 2 Ovoalbumina NI -
Lactulosa 100 2 Transferrina 002 10,000
Sialolactosa (¢2,3) 100 2 Orosomucoide 0.001 200,000
Sialolactosa (¢2,6) 100 2 Asialo-orosomucoide 0 0001 2,000,000
GalNAc 30 4 Asialo-agalacto- NI -
orosomucoide
Galactosamina 100 Fetuina 0 0005 400,000
Fenil-ct-D-galactosa 50 4 Asialo fetuina 0.00002 10,000,000
Fenil-f-D-galactosa 3 40 Asjalo-agalacto- 0.002 200,000
fetuina
Metil-oeD-galactosa 30 4 mucina (.00001 200,000,000
Metil-pB-D-galactosa 5 40

(Tomado de Arreguin-Espinoza y Arreguin Lozano, 1997)

#*Concentracién minima necesaria para inhibir 4 dosis de hemaglutinacidn en eritrocitos de conejo.

'A concentracién de 10 mg/ml. NI=No inhibié a una concentracién de 200mM para aziicares simple y
10uM en presencia de glicoproteinas. Los azlicares simples sin efecto inhibitorio a 200mM son: D-glucosa,
D vy L-fucosa, GlcNAc, D-Manosa, D-arabinosa, D-fructosa, glucdsidos (o y ). Tampoco el 4cido

colomimico a 10mg/ml fue inhibidor.
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6.6 Separacién de PFA-1 y PFA-II mediante intercambio idnico. Después de
concentrar y recircular la proteina por la columna de afinidad, esta se someti6 a una
separacion mediante un HPLC y una columna de intercambio i6nico. Puede observarse
que ambas protefnas se encuentran muy cerca, siendo el pico mds alto el correspondiente
a PFA-T y el menor a PFA-IL. Se observa que PFA-I comienza a eluir al 75 mM de NaCl

mientras que PFA-II comienza a fluir al 140mM, cuando PFA-I ya terminé de eluir.
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Figura 14. Purificacion de PFA-I y PFA-II mediante cromatografia de intercambio idnico.
La fraccion de proteinas con actividad hemaglutinante se efluyeron en una columma
aniénica con un gradiente lineal de NaCl (0-300mM). El primer pico corresponde a PFA-
I mientras que el segln pico corresponde a PFA-IL




6.7 Espectrometria de masas de PFA-I

A partir de este momento los resultados que se mencionan se refieren nicamente
a PFA-1. De acuerdo al trabajo de Arreguin-Espinosa y Arreguin-Lozano (1997), se habia
determinado mediante electroforesis en geles de poliacrilamida de SDS que el peso
molecular de 1a proteina era de 30, 000 Da. Sin embargo, de acuerdo a las mediciones
mediante espectrometria de masas el peso de PFA-I corresponde a 32 444 Da es decir, 2
kDa méas grande que lo que se habia determinado antes Cuando la proteina se sometio a
digestion con las glicosidasas F,N-glicosidasa y O-glicosidasa v se volvid a determinar su
peso molecular mediante masas, éste resultd ser de 30, 040 Da. De acuerdo a lo anterior,
se deriva que 7.41% del peso total de la proteina intacta corresponde a carbohidratos. Con
este nuevo dato, y utilizando los porcentajes de composicion de aminoéacidos reportados
previamente {Arreguin-Espinosa v Arreguin-Lozano 1997), se tecalculd el numero total
de aminoacidos como 273, es decir 13 aminoacidos mas que los que se habian calculado

mediante PAGE-SDS.

6.8 Secuenciacion de aminoacidos de PFA-I

En el trabajo de Arreguin-Espinosa y Arreguin—~Lozano (1997) se determind la
secuencia de 12 aminoacidos en el extremo amino. En este trabajo se presenta la
secuencia de 43 aminoacidos de] extremo amino mediante la degradacion de Edmany 11
del extremo carboxilo mediante digestion progresiva con carboxipeptidasas Py Y. Los
experimentos se realizaron dos veces dando los mismos resultados y coincidiendo con el
resultado anterior. Por lo tanto, la secuencia de PFA obtenida hasta el momento es la

siguiente:

PFA-1 L-AKT-N-FP TMFP THVRDA GVQUSPLGRL, TTGADVRHEI PVLSNR 43
2632  ARVGHRLARWA 273

Figura 15. Secuencia parcial de aminodcidos obtenida de PFA. En azul se Tauestran 108 Tesiduos
pertenccientes al extremo amino (1-43) v cr negro los pertenecientes al extremo carboxilo (263-273)
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Durante el proceso de secuenciacién no se encontré que alguno de los extremos
de la cadena peptidica estuviera quimicamente bloqueado. Posteriormente, se busco si
existia similitud de secuencia con alguna otra proteina reportada, y ambos segmentos de
PFA fueron comparados contra aproximadamente 575,000 secuencias peptidicas del
banco de informacidon SWISS-PROT utilizando el programa BLAST (Altschul, et al.,
1997). De acuerdo a este andlisis, se encontré que PFA y la ricina, la cual es una
citotoxina que proviene de las semillas de la planta del castor, son homoélogas en su
amino terminal. Cabe aclarar que ninguna otra protefna presentd una alineacién o

similitud de secuencia con la PFA bajo los estdndares de BLAST.

De acuerdo a Peumans y Van Damme (1995), la ricina es un claro ejemplo de
quimerolectinas, es decir, proteinas constituidas por un dominio de reconocimiento al
carbohidrato més otro dominio que puede tener actividad catalitica (u otra actividad) y
que funciona de manera independiente al dominio que reconoce al carbohidrato, Asi, la
ricina es una N-glicosidasa heterodimérica que estd compuesta de dos fracciones
proteicas, una cadena A denominada RA que consiste de 267 residuos aminodcidos que
se encuentra unida por un puente disuifuro a la cadena B, denominada RB, la cual es una
cadena de 262 residuos. RB es una lectina especifica para galactosa que cuando se une a
la membrana de células eucaridticas permite la interiorizacién de RA. Una vez que RA se
encuentra dentio de la célula cataliza la hidrélisis de la unién N-glicosidica de una
adenosina especifica que se encuentra en un asa altamente conservada en el RNA
ribosomal 28S vy, de esta forma, la sintesis de proteinas se inhibe completamente, El
mecanismo de toxicicidad de RA, es a su vez compartido por otras citotoxinas que se han
denominado RIP’s (de las siglas en inglés Ribosome Inactivating Proteins), las cuales se
dividen en dos grandes grupos, las RIP7s-1, que estdn constituidas por una sola cadena
sencilla, y las RIP’s-2 las cuales, como la ricina, consisten de dos cadenas polipepticas, la
cadena A con funcidn catalitica en los ribosomas y Ja cadena B con propiedad de

reconocimiento a recepiores galactosilados (Barbieri et al. 1993).
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Respecto a la homologia de PFA con la ricina, se encontr6 que la similitud es con
respecto a la ricina justamente en el extremo amino de la unidad catalitica de ésta, es
decir en la cadena A De los 43 aminoécidos secuenciados de PFA, 24 se corresponden
con la secuencia de RA, y 16 de estos forman un segmento continuo mientras otros 5

presentan mutaciones conservadas (figura 16).

* & wok wd Fohkdk ok Rk ok ko ko Wk
PFA-] L-AKT-N-FP -LNFEIHVRDA GVOWSEL GRLTTCADYVREEIPVLSNR 43 263
RA 14 AGE~TVQSYT ME: RAVR-- - = = GRUTGRDVRIINM . PVLEME 48

Figura 16 AnAlisis de alincacién de PFA v RA. Los residuos idénticos para ambas proteinas se marcan
mediante asteriscos mientras quc los residuos faltantes s¢ marcan por guiones. Los residuos invariables en
las RIP’s estin subrayados y en azul para RA mientras que sus homologos en PFA s6lo se encuentran en
fondo azul

Como se mencionaba arriba, RA pertenece a la familia de las RIP’s, y se ha
identificado que éstas proteinas poseen 13 residuos altamente conservados (Funatsu ef al
1991). Tres de estos residuos se encuentran en el extremo amino con un patrdén de
secuencia YxxFxxxxR (ver figura 16) y aunque ninguno de etlos participa en la catalisis,
su ausencia (especialmente F y R) provocan la inactivacién de RA, lo cual sugiere que
estan involucrados en la unién con el sustrato o bien en el plegamiento del centro
catalitico (Munishkin y Wool, 1995}, Como puede observarse en la figura 16, el patron en
PFA (FxxFxxxxR), es muy semejante al de los tres aminoacidos conservados en las RIP's
(YxxFxxxxR), s6lo que en este caso se presenta una mutacion de Y por F (tirosina por
fenilalanina), ademas de una insercion de un aminodacido con relacion a la RA. Por otra
parte, se observa que PFA y RA poseen una cadena peptidica muy similar en longitud,
267 aminoicidos para RA y 273 aminoécidos para PFA, aunque ésta dltima carece de los

13 primeros amino4cidos de RA.

(B3I CON
FALLA DE ORIGEN

60




6.9 Dicroismo Circular

Dado que los resultados de secuenciacion indicaron similitud entre PFA y RA
entonces, se procedié a hacer una comparacion de los espectros de DC en el UV lgjano de
ambas proteinas, encontrandose que ambos pricticamente se superponen, y por lo mismo,
puede sugerirse que ambas glicoproteinas comparten caracteristicas tanto en su nivel de

arreglo estructural secundario como en ¢l supersecundario (ver ligura 17),
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Figuta 17. Espectro de DC en U.V. lgjano. Los circulos cerrados representan lo datos
experimentales y los citculos abiertos los datos calculados con el programa de SELCON. La figura interior
corresponde al espectro de RA tomado de Argent, ef @/ (2000}
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Después analizar el espectro mediante el programa SELCON, se determiné que
PFA posee en su cadena peptidica segmentos significativos de estructuras hélice-¢t y
hebras-f3, los cuales, de acuerdo al programa DEFCLASS, se encuentran separados como
se observa para las proteinas tipo o + . Como puede ser observado en la tabla 9, la
composicién de estructura secundaria y el arreglo supersecundario son muy similares a

aquellos observados en la estructura tridimensional de RA (cddigo PDB xxx).

Tabla 9. Comparacién de las estructuras secundarias de PFA y RA*

Protefna Contenido total | Contenido total | Contenido de Clase de
de hélice-o de hebras-f} | otras estructuras proteina
PFA 30 18 52 o+ P
RA 35 20 45 o+

* El contenido de estructura secundaria y el tipo de estructura supersecudaria de PFA
fueron estimados del andlisis de su espectro de DC mediante los programas SELCON vy
DEFCLASS, respectivamente. Los datos para RA son los observados en su estructura

tridimensional resuelta mediante rayos X (cédigo PDB 1IFS, Katzin, e al. 1991)
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7 CONCLUSIONES.

De acuerdo a los experimentos de aglutinacion se determiné que en el caracol P. flagellata, PFA
se encuentra en mayor proporcién en el misculo o pie del organismo por lo que en siguientes

extracciones se puede obtener un extracto crudo sin las proteinas de otros tejidos del organismo.

En este trabajo la PFA demostrd tener una mayor afinidad por 1a N-acetil galactosamina cuando
se realizaron las pruebas de hemaglutinacidn con distintos grupos sanguineos, aunque se sabe que

presenta afinidad por galactosa y -galactésidos.

De los experimentos de espectrometria de masas se determiné que PFA tiene un peso molecular
de 32,444 Da'y sin su porcion glicosidica de 30,040 Da. por lo que un 7.4% de su peso total corresponde

a carbohidratos.

Al comparar la secuencia de aminodcidos obtenida de PFA en el banco de datos SWISS-Prot se
encontrd que esta proteina presenta homoelogia en su extremo amino con la subunidad activa de la toxina
ricina (RA} v que de 43 aminoécidos secuenciados de PFA 25 se corresponden con la secuencia de RA,
y 19 de estos forman un segmento continuo mientras otros 4 presentan mutaciones conservadas.
Ademis, presenta la secuencia FxxxFxxxxR la cual es muy similar a la secuencia YxxFxxxxR, dicha
secuencia corresponde a aminodcidos cruciales (aunque no mvolucrados) en la actividad téxica no sélo
de 1a RA sino del grupo de proteinas conocidas como inactivadoras de ribosomas (RIP’s). Asi mismo, la

longitud de la cadena de PFA (267 residuos) es muy similar a la de RA (273 residuos).

De acuerdo al andlisis del espectro de DC, la composicién en estructura secundaria de PFA es de
30% para la hélice-¢, 18% de hebra-f y 52% de estructura no periddica y, al comparar con RA, las
composiciones en estructura secundaria son muy similares. De la misma manera, ambas pertenecen al

grupo de proteinas catalogadas como o + f3.

De acuerdo a lo anterior, se determina que existe una gran similitud entre PFA y RA y, por ende,
entre PFA y las RIPs. PFA representa la primera lectina animal con un motivo estructural RIP. Dado que
el motivo estructural de las RIPs se encuentra en organismos filogenéticamente distantes, este puede ser
un caso de evolucién divergente de una protefna ancestro comin, en la que se mantuvo el motivo
estructural. Sin embargo, como sélo se secuencid el 20% del total de aminodcidos en la cadena no fue
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posible encontrar proteinas semejantes en otros invertebrados ni por lo mismo inferir drboles

filogenéticos.

Seria importante en estudios posteriores llevar a cabo pruebas para conocer s1 PFA presenta
afinidad por patdgenos como las bacterias, y si por lo mismo se trata de una proteina de defensa. Por
otra parte, seria conveniente determinar si PFA posee actividad catalitica inactivadora de la sintesis
proteica. Asi mismo, no debe olvidarse gue la biologia molecular ofrece muchas posibilidades para

avanzar en el conocimiento de las proteinas cuando se logra aislar ¢l gen o genes que Tas codifican.
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