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RESUMEN

Las lectinas son proteinas de origen no inmune que poseen al menos un dominio
capaz de unir especifica y reversiblemente mono u oligosacaridos. Son moléculas
que participan en uno de los principales mecanismos de defensa empleado por
invertebrados marinos, ya que al carecer de un sistema inmune mediado por
anticuerpos dependen exclusivamente de la respuesta inmune innata para
defenderse de patdgenos. Estas proteinas estan relacionadas con procesos de
aglutinacion, actividad citotéxica, anticancerigena y hemdlisis entre otras.

En el presente estudio se purificd y caracterizd6 a una lectina del molusco marino
Aplysia californica. La purificacion se realizdé por cromatografia de afinidad utilizando
una resina de p-Aminobenzil-1-tio-D-galactopiranosido. Se logré secuenciar a la
proteina que mostré6 una masa de 26.4 kDa. Esta lectina reconoce galactdsidos,
mostrando la mayor afinidad para la B-lactosa con una concentracibn minima
inhibitoria de 1.15 pg/mL mientras que con la D(+) galactosa y la a-lactosa fue de
13.41 ug/mL, tiene una fuerte tendencia a agregarse irreversiblemente a
concentraciones mayores a 97 ug/mL, por lo que requiere aditivos como el

polipropilenglicol P400 para mantenerla activa y estable a mayores concentraciones .

Por técnicas de fluorometria diferencial de barrido, se observé que la lectina pura
aumenta su estabilidad en presencia de diversos aditivos, principalmente de
naturaleza hidrofébica, algunos iones y con su ligando, los que inducen la

oligomerizacion ordenada de la proteina.

Con la secuencia de la lectina la lectina de Aplysica californica se obtuvo un modelo
estructural que muestra la presencia de dos dominios, uno de reconocimiento de
carbohidratos (Dominio 1) y el otro de oligomerizacion (Dominio 2). El primero esta
bien estructurado con un predominio de hojas B, mientras que el segundo esta
desestructurado, siendo probablemente el responsable de la inestabilidad de la
proteina. La proteina presenta un gran numero de cisteinas expuestas y de sitios
potenciales de glicosilacion que pueden estar favoreciendo la oligomerizacion. Por
acoplamiento molecular se observé que la lectina tiene 3 sitios de reconocimiento de

carbohidratos.



CONTENIDO

RESUMEN........cciiiiiimsssssssssss s AR AR RS RER AR AR AR RS 3
L0 8 I ] | 4
ABREVIATURAS ...t R AR e 6
1. INTRODUGCCION ...ttt ss st s s ss s st snsssasas s snsssasasenens 7
2. MARCO TEORICO........cueereerueessesssessssssssssssessssssssssssassssassssassssassssassssassssasessassssassssassssasessassssasessas 8
2.1. ESTRUCTURA DE LOS CARBOHIDRATOS ....cvveurerrermeresessneans 8
/700 2 04 4 01 NSO 8
2.2.1. Especificidad de las lectinas 9
2.2.2. Clasificacion de las lectinas de animales con base en las secuencias de los DRC................ 11
Lectinas Tipo C

Lectinas Tipo F
Lectinas Tipo R
Lectinas Tipo |

Galectinas

2.3. FUNCIONES DE LAS LECTINAS ANIMALES. 15
2.4. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LAS LECTINAS 15
2.5. ASPECTOS BIOLOGICOS DE APLYSIA CALIFORNICA 16
3.0 ANTECEDENTES ..o irrrtrrrsssersesse s ssssssses s ssessssss s ssssasssssssse sasssssnsse s e ssssnssnssessesasnnssnssssasnnssnns 18
3.1. LECTINAS EN INVERTEBRADOS MARINOS 18
2.5. LECTINAS EN MOLUSCOS DEL GENERO APLYSIA 22
4.0 HIPOTESIS ...oureerussessssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssassssassssssssssssssasssssssssassssasssssssassssesssssssssssasesss 23
5.0 OBJETIVO GENERAL ........coccvetrirnerersersessssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassnssssssssssnssnns 23
5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS weuuuurreessessmsessssssesnns 23
6.0 DISENO EXPERIMENTAL ....covcuinisscscsssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssasssssssssssssassssmssssassesssssssassans 23
6.1. ORGANISMO DE ESTUDIO...cceurverrerrerrersessenennes 24
6.2. OBTENCION DE EXTRACTO..voonireireisesisanssanesens 24
6.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA LECTINA 24
6.3.1. Formalinizacion de eritrocitos de conejo 24
6.3.2. Pruebas de actividad hemaglutinante 25

6.4. PURIFICACION ...oovreeermeseesssessesssssesesssssesssssssessssssss 26
6.5. CUANTIFICACION DE PROTEINA.....cconmrerrermereersae 27
6.5.1. Curva de calibracion 27

6.6. ELECTROFORESIS SDS-PAGE ... 28
6.6.1. Tincién con nitrato de plata 29

6.7. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DE LA LECTINA 29
6.8. PRUEBAS DE ESPECIFICIDAD.....ccomeunernersernesans 32
6.9. SECUENCIACION DE LA LECTINA DE APLYSIA CALIFORNICA 32
6.10. BIOINFORMATICA ...covurrrerrmssessssmssesssmssesssssessssssssasesssssnes 33




7. RESULTADOS Y DISCUSION

8.0 CONCLUSIONES
9.0 PERSPECTIVAS
10. REFERENCIAS

6.10.1 Modelado de la estructura de la lectina de A. californica

6.10.2. Andlisis de la estructura

7.1 VERIFICACION DE LA PRESENCIA DE LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE EN EXTRACTOS DE APLYSIA
CALIFORNICA. cuiiiriiisiissssssssssssssssssssssssssssnnns

7.2 PURIFICACION w.ooeieeeererseesessessessessessessesssssessessessssssens

7.3. PRUEBAS DE ESPECIFICIDAD ...vcrvereesreesseessessseens

7.4. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD TERMICA UTILIZANDO FLUOROMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO .........

7.5. SECUENCIACION DE LA LECTINA DE APLYSIA CALIFORNICA

7.6. ANALISIS BIOINFORMATICO...eceeeereereeresrersennsens

7.6.1. Modelo estructural de la lectina de Aplysia californica

7.6.2 Andlisis de la agregacion de la lectina.

7.6.3. Andlisis de los sitios de glicosilacién de la lectina de A. californica

7.6.4. Andlisis de los sitios de unidn a azticares por acoplamiento molecular (Docking)..........

7.6.5. Sitios de union a iones
7.6.6. Andlisis de cisteinas




ABREVIATURAS

AF: Amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4, 150 mM de NaCl
BCA: Acido bicinconinico

BSA: Albumina de suero de bovino

CMI: Concentracién minima inhibitoria

Da: Daltones

DRC: Dominio de reconocimiento a carbohidratos
DTT: Ditiotreitol

ECF: Eritrocitos de conejo formalinizados

FDB: Fluorometria diferencial de barrido

G: Gravedades

GalNAc: N-acetil galactosamina

Glc: Glucosa

GIcNAc:N-acetl glucosamina

kDa: kilo daltones

Man: Manosa

nm: Nanometros

PEG: Polietilenglicol

PPG-P400: Polipropilenglicol P400

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacriilamida en presencia de docedil sulfato

de sodio

Tm: Temperatura de fusion, temperatura a la que la mitad de las moléculas de

proteina en solucién estan desplegadas y la mitad plegadas
U: Unidad de actividad

pl: Punto isoeléctrico



1. INTRODUCCION

Las lectinas son moléculas que participan en uno de los principales mecanismos de
defensa empleado por invertebrados marinos, ya que al carecer de un sistema
inmune mediado por anticuerpos dependen exclusivamente de la respuesta inmune
innata para defenderse de patogenos [1]. Estas proteinas aunque forman parte del
sistema inmune de muchos organismos son de origen distinto a las inmunoglobulinas
y reconocen carbohidratos sin modificarlos. Actualmente la definicion mas aceptada
de lo que es una lectina es la propuesta por Peumans y Van Damme en 1995 [2]: las
lectinas son proteinas de origen no inmune que poseen al menos un dominio no
catalitico capaz de unir especifica y reversiblemente mono u oligosacaridos, y cuya
estructura puede o no presentar cualquier otro dominio protéico. Segun su estructura
se diferencian tres tipos principales de lectinas: a) Merolectinas. Son proteinas
constituidas por un unico dominio estructural que alberga un solo sitio de unién a
carbohidratos. Estas lectinas no poseen actividad hemoaglutinante. b) Hololectinas.
Estas lectinas poseen dos o mas dominios del mismo tipo estructural y funcional. Al
menos dos de estos dominios deben presentar actividad de unidn a carbohidratos
por lo que son capaces de aglutinar células o precipitar glicoconjugados. c)
Quimerolectinas. Estas proteinas ademas de poseer un dominio de unién a
carbohidratos, presentan otro(s) dominio(s) con una actividad biolégica distinta del
reconocimiento de carbohidratos (por ejemplo con actividad enzimatica, inactivadora
de ribosomas, etc). Dependiendo del numero y topologia de los sitios de unién a
carbohidratos [2], estas lectinas pueden presentar o no actividad hemoaglutinante.
Ademas, estan relacionadas con procesos de aglutinacion, actividad citotoxica en
bacterias y hemdlisis [3].

A pesar de que existen numerosos estudios de lectinas tanto vegetales como
animales, en invertebrados han sido poco estudiadas y existen pocos articulos que
las describen parcialmente y sélo unos cuantos llegan a un analisis estructural de
dichas proteinas [4]. Un caso interesante de analizar son las lectinas del molusco
marino Aplysia californica. En estudios previos en el laboratorio de Quimica de

Biomacromoléculas del Instituto de Quimica, UNAM se detectd en este molusco la
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presencia de una lectina que reconoce galactosa. Sin embargo, la lectina presenté
una fuerte tendencia a agregarse bajo las condiciones experimentales perdiendo
rapidamente la actividad y precipitando [5]. Con el fin de encontrar las condiciones
que permitieran estudiar a nivel estructural y funcional a la lectina de A. californica,
en el presente estudio se analizaron nuevas estrategias de purificacion y de

estabilidad de la proteina.

2. MARCO TEORICO

2.1. Estructura de los carbohidratos

Los carbohidratos son las moléculas organicas mas abundantes de la naturaleza y
debido a su importancia energética, la mayoria de los organismos son capaces de
sintetizarlos y metabolizarlos. La heterogeneidad de los carbohidratos en los
sistemas vivos es el resultado de las propiedades de los mismos. Esto es su
capacidad de formar enlaces glicosidicos entre diferentes azucares, sus
caracteristicas estructurales, la presencia o ausencia de ramificaciones y |la
existencia de andmeros. Como consecuencia de toda esta variabilidad, los
glicopolimeros de membrana (moléculas proteicas unidas por un enlace covalente a
un carbohidrato), funcionan como moléculas de seRalizacion, reconocimiento vy

adhesion para proteinas involucradas en distintas funciones metabdlicas [6]

2.2. Lectinas

Las lectinas (del latin lectus, pasado participio de legere, que significa seleccionar)
son proteinas (no enzimas ni anticuerpos) que tienen la capacidad de reconocer y
unirse de manera selectiva a carbohidratos principalmente complejos, presentes en
glicolipidos y glicoproteinas y en menor medida a monosacaridos libres. La
interaccion de las lectinas con un determinado carbohidrato puede ser tan especifica
como la interaccion antigeno-anticuerpo o enzima-sustrato [1,2,6].

Las lectinas se encontraron y describieron inicialmente en plantas, sin embargo, a la
fecha se han aislado también de micoorganismos y animales [7]. Algo interesante
que se ha observado en lectinas de plantas y animales es que no presentan
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homologia en secuencia sin embargo, su funcidén y especificidad es similar. Esto
sugiere que los genes de estas lectinas co-evolucionaron y destaca la importancia de
la interaccion lectina carbohidrato en los sistemas vivos. La que se observa en el
reconocimiento célula-célula, crecimiento celular, diferenciacion, respuesta inmune,
procesos inflamatorios, interacciones hospedero-patégeno, plegamiento de
glicoproteinas de membrana, entre otras [1,2,6-8]. En los ultimos afios se ha
determinado la estructura primaria y terciaria de diversas lectinas lo que ha permitido
observar que lectinas de diferentes fuentes no tienen similitud en estructura primaria,
pero comparten similitudes en estructura terciaria. Estudios estructurales en lectinas
de animales sugieren que la unién a carbohidratos por parte de las lectinas esta
limitada por una secuencia de aminoacidos conocida como el Dominio de
Reconocimiento de Carbohidratos (DRC). EI DRC reconoce el extremo no reductor
del carbohidrato de las glicoproteinas y glicolipidos de la membrana celular y tiene la

capacidad de discriminar entre diferentes anémeros [6,7].

2.2.1. Especificidad de las lectinas

Las interacciones proteina carbohidrato son la base de numerosos procesos
biolégicos tanto normales como patoldgicos. Ellos incluyen la sintesis enzimatica y
degradacion de oligo y polisacaridos, clasificacion de glicoconjugados transporte de
carbohidratos en las células vivas y de sus derivados en organelos subcelulares, la
respuesta inmunologica a los antigenos de carbohidrato, y la migracién de leucocitos
a los sitios de inflamacién. Estas interacciones también juegan un papel clave en una
variedad de fendmenos de adhesion celular, entre ellos la fijacion de parasitos,
hongos, bacterias y virus a las células huésped, el primer paso en la iniciacion de la
infeccion.La alta selectividad requerida para esta unién, asi como la unién de una
variedad de toxinas microbianas a las células, es proporcionada por un ajuste
estereoquimico especifico entre moléculas complementarias, uno un portador de
informacion biolégica (tales como carbohidratos complejos) y el otro capaz de
decodificar dicha informacién (proteinas que unen carbohidratos como las lectinas)
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El estudio de las interacciones con los carbohidratos es importante para
establecer el papel de los carbohidratos de la superficie celular que son esenciales
para muchos eventos que suceden en cascada en las paredes celulares. Las
lectinas se unen a carbohidratos con bajas afinidades que van de concentraciones
molares a milimolares, incluso cuando tienen altas especificidades. La naturaleza
supera las barreras de las afinidades de union débil con la llamada multivalencia, en
la que los parches de azucares mejoran las afinidades de unién de la lectina de
manera exponencial, haciendo que dichas interacciones sean fisiolégicamente
relevantes [10].

La selectividad en la interaccion lectina-carbohidrato tiene lugar por la
interaccién estereoquimica y especifica entre moléculas complementarias. Las
lectinas se unen a sus ligandos principalmente por enlaces de hidrogeno e
interacciones hidrofobicas, aunque pueden ocurrir interacciones ionicas y de
coordinacion con iones metalicos como el calcio, algo muy observado en lectinas
calcio dependientes donde la interaccion con el azucar no es directa sino por medio
de un ion Ca2+. También se ha observado la interaccion por medio de apilamiento
de anillos y las interacciones cation-m. Los puentes de hidrégeno son los
responsables de la especificidad de la interaccion, estos tienen lugar entre la los
grupos hidroxilo del carbohidrato y la cadena lateral de aminoacidos, siendo los mas
comunes la asparagina, glutamina, arginina, serina y los acidos glutamico y
aspartico. El hidroxilo del carbohidrato puede fungir como donador y aceptor de
electrones ya que tiene pares de electrones desapareados. Cuando actua como
donador de electrones tiene la ventaja de tener libertad de rotacion sobre el angulo
formado por el C-OH permitiendo una mejor interacciéon con el grupo aceptor de
electrones dandole a la lectina la especificidad [9,11-13]. Se ha observado que la
afinidad se incrementa dramaticamente cuando la proteina se oligomeriza
exponiendo un mayor numero de sitios de unidon. La geometria de dichos oligbmeros
ayuda a establecer la capacidad de las lectinas de distinguir arreglos superficiales de
polisacaridos en algunos casos y para entrecruzar glicoconjugados en otros [11].
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2.2.2. Clasificacién de las lectinas de animales con base en las secuencias de
los DRC

Debido a la gran diversidad de las lectinas, éstas se han clasificado de varias
formas, ya sea de acuerdo a su fuente de origen, estructura, en el numero de DRC,
afinidad a ciertos carbohidratos y requerimiento a iones divalente y recientemente de
acuerdo a la homologia de la secuencia de los DRC. Para los fines del presente
estudio, nos centraremos en esta ultima clasificacion y enfocandonos unicamente en
las lectinas de origen animal.

En las ultimas décadas, el interés por las lectinas animales se ha
incrementado en gran medida después de determinar que actuan como mediadores
de reconocimiento celular en sistemas bioldgicos. Se han identificado actividades de
lectinas con especificidades por mono o oligosacaridos (fucosa, galactosa, manosa,
N-aceilglucosamina, N-acetilgalactosamina, acido N-acetilneuraminico y heparina).
La mayoria de ellos muestran especificidad celular y regulacion del desarrollo.
Algunas de ellas estan implicadas en sefalizacion de eventos intracelulares (lectinas
nucleares) o en la superficie celular. En 1988 se pensaba que pertenecian a una o
dos familias estructurales primarias, las lectinas tipo C y tipo S (actualmente
conocidas como galectinas). Sin embargo, ahora esta claro que la actividad de
lectina animales se encuentra en asociacion con una asombrosa diversidad de
estructuras primarias. Se sabe que existen, al menos 15 familias estructurales, en la
actualidad (Tabla 1) [14]. Descritas en el servidor de lectinas animales desarrollado

por Drickamer [15]
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Tabla 1. Clasificacion y generalidades de las familias de lectinas animales [14].

Familia Ligando tipico Localizacion en la Funciones
célula

Calnexina y | GlciMang Reticulo Eleccién de proteinas vy
calreticulina Endoplasmico chaperonas
Lectinas tipo-M | Mang Reticulo Asociadas a la
relacionadas con las Endoplasmico degradacion de
a-manosidasas glicoproteinas
Lectinas tipo-L | Varios Reticulo Eleccion de proteinas

(pentraxinas)

Endoplasmico, Golgi

Lectinas tipo-P

Man6-fosfato,

Eleccién de proteinas

. ost-Golgi, Transporte

receptores de | Via secretora P 9 . p
. de glicoproteinas,

fosfomanosil )

marcado de enzimas.
Lectinas tipo-C | Mandésidos, Membrana celular y | Adhesién celular
(colectinas, selectinas, | galactdsidos, acido | extracelular (selectina), eliminacion
otros) sialico, otros de glicoproteinas,
sistema de defensa

innato (colectina)

Lectinas
(Galectinas)

tipo S

-Galactocidos

Citoplasma y
extracelular

Entrecruzamiento de
azucares en la matriz
extracelular.

Lectinas tipo-l (Siglec-

Acido sidlico y otros

Membrana celular

Adhesion celular.

1,-2,-3 otros) glicosamino glicanos

Lectinas tipo-R | Varios Golgi, membrana | Blanco de enzimas,
(receptor de manosa celular. regulador de hormonas
de macrofagos, glicoproteicas.
discoidinas)

Lectinas F-box (Fbs1, | GIcNAc, Citoplasma Degradacion de

Fbs2,Fbg3, otras)

proteinas mal plegadas.

Lectinas tipo | GlcNAc, GalNAc Membrana celular y | Respuesta inmune
fibrindgeno (Ficolinas, extracelular innata.

taquilectinas 5% y 5B)

Lectinas tipo Quitinasa | Quito-oligosacaridos | Extracelular Metabolismo de
(CHI3L1, CI3L4, Ym1, Colageno.

Ym2)

Lectinas tipo-F | Oligosacaridos con | Extracelular Respuesta inmune
(Aglutininas Eel, | Fucosa terminal innata.

fucolectinas)

Intelectinas  (Lectina | Gal, Membrana celular y | Respuesta inmune
endotelial HL-1, | galactofuranosas extracelular innata, Fertilizacién vy
Eglectina pentosas embriogénesis.
Anexinas (Anexina | Glicosaminoglicanos, | Membrana celular Adesion celular,
IV,V,VI) heparina y heparan formacién de vesiculas

sulfato)

secretoras apicales

Para fines de este trabajo, se describiran mas a detalle algunas familias de estas
lectinas.
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Lectinas Tipo C

Las lectinas Tipo-C generalmente se localizan en la membrana celular y
extracelularmente. Estas requieren la presencia del ion divalente Calcio para el
reconocimiento del azucar porque estabiliza su estructura mediante la formacion de
enlaces coordinados con la superficie de la proteina y el grupo hidroxilo clave para el
reconocimiento del azucar. EI DRC de estas lectinas estd caracterizado
estructuralmente por dos hélices alfa y dos hojas beta antiparalelas, con varios giros;
en uno de ellos, se encuentra el sitio de union del carbohidrato, asi como los dos
sitios de coordinacion del Calcio, pequefias variaciones en esta regién daran como
resultado diferencias en la especificidad de la lectina.

Los residuos de aminoacidos presentes en el DRC de las lectinas Tipo C,
tienen la capacidad de formar puentes de hidrégeno con los grupos hidroxilo del
azucar, dando mayor estabilidad y fuerza a la interaccion, por lo que entre mayor sea
el numero de estos residuos asi como la extension del sitio de unién, la afinidad
hacia el azucar sera mayor y tendra la capacidad de reconocer oligosacaridos de

mayor tamafno [15, 6].

Lectinas Tipo F

Esta familia de lectinas extracelulares, forman parte del sistema de defensa innato.
Se han reportado principalmente en el hemolinfa de invertebrados, como el cangrejo
japonés Tachypleus tridentatus. Se ha observado que esta lectina tiende a unir
residuos de fucosa terminales, algunas mediante un dominio de unién Tipo C por lo
que el reconocimiento de la fucosa es dependiente de calcio y la presencia de un
residuo de histidina, sin embargo, existen otras como la lectina del erizo de mar
Strongylocentrotus purpuratus, posee dominios de tipo F sin histidina pero con

diversas cisteinas [15,6].

Lectinas Tipo R
Las lectinas tipo R estan presentes tanto en procariontes como en eucariontes, la
proteina modelo de este grupo es la ricina, que fue la primer lectina reportada. Esta

posee dos subunidades: la subunidad A lleva a cabo actividades citotoxicas al
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remover un fragmento de RNA ribosomal inhibiendo, asi, la sintesis de proteinas.
Por otro lado, la subunidad B, que consiste en el DRC el cual esta formado por una
estructura de trébol beta con tres dominios: a, B y y [6,8]. Este se caracteriza por la
presencia de varios residuos aromaticos en uno o dos dominios, los cuales
interaccionan con la forma ciclica del ligando, en su mayoria manosa y en menor
frecuencia galactosa, mientras que los residuos hidrofilicos forman puentes
hidrogeno con los grupos hidroxilo de los carbohidratos. En algunos casos se ha
observado que en cada dominio existe un DRC, aumentando la probabilidad de la
formacion de interacciones multiples con un solo glicano o con un azucar de mayor

tamano [15, 6]

Lectinas Tipo |

Estas lectinas forman parte de la familia de las inmunoglobulinas al poseer un DRC
similar a éstas, el cual estad formado por dos hojas-p unidas covalentemente por un
puente disulfuro. Se encuentran ampliamente distribuidas en virus, bacterias y
organismos multicelulares. Las lectinas Tipo | se caracterizan por ser proteinas

transmembranales y por reconocer el acido sialico y sus derivados [15,6,16].

Galectinas

Es una familia de lectinas altamente conservada y distribuida principalmente en
invertebrados marinos, que se caracteriza por su afinidad a los B-galactésidos. Las
galectinas participan en procesos del desarrollo, adhesidén celular, regulacion del
sistema inmune tanto adaptativo en el caso de vertebrados como innato en el caso
de invertebrados.

Recientemente, se han identificado secuencias de galectinas de bivalvos vy
gasterépodos, las cuales se ha observado estan menos diversificadas que las de los
vertebrados, ya que solo se han encontrado como maximo cuatro diferentes
galectinas en la mayoria de las especies de moluscos marinos, mientras que en
mamiferos se han reportado mas de doce. También se ha visto, que la expresiéon de
las galectinas esta regulada por procesos infecciosos, lo cual nos habla de su

importancia en la respuesta inmune y, por ende, que sea una proteina conservada.
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Las galectinas de moluscos marinos, se han clasificado en dos grupos,
dependiendo del numero de DRC’s: Las galectinas tipo 2-DRC vy las 4-DRC. Las
primeras, se caracterizan por tener una secuencia entre 280-300 aminoacidos de un
peso molecular de 32 kDa, con dos DRC's similares pero no idénticos unidos por un
péptido de entre 10 y 15 aminoacidos. Mientras que la galectina tipo 4-DRC, se
caracteriza por tener una secuencia entre 560 residuos de aminoacidos y un peso
molecular de 64 kDa, cuyos DRC'’s, son similares y la secuencia de aminoacidos que
lo une tiene una longitud aproximada de 17 residuos.

El analisis filogenético de las secuencias de 2-DRC de galectinas de bivalvos
y gasteropodos, mostré que forman dos cladas monofiléticas y resulta interesante
observar que la divergencia de ambas galectinas concuerda con la divergencia de

los taxa de bivalvos y gasterépodos [15,6,17,18].

2.3. Funciones de las lectinas animales.

Mientras que las lectinas animales, sin duda cumplen una variedad de funciones,
muchas podrian considerarse en términos generales como moléculas de
reconocimiento dentro del sistema inmunolégico. Mas especificamente, las lectinas
han sido implicados en la primera linea de defensa contra patégenos, en el traslado
de glicoconjugados en la célula, como chaperonas durante la sintesis de
glicoproteinas, mediacion de endocitos, regulacion del crecimiento celular, como
puente extracelular, interacciones célula-célula, accién antiinflamatoria,
compactacion de desechos celulares, pueden activar la respuesta inmune antiviral,

pero también pueden ayudar a la entrada de los virus en la membrana celular [19].

2.4. Aplicaciones biotecnoldgicas de las lectinas
Las lectinas pueden tener diversas aplicaciones, tanto en la industria farmacéutica
como en la de alimentos.

Se pueden utilizar para [20-23]:

e Purificar y caracterizar glicoproteinas

e |dentificacion y separacion de células
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Para la investigacion de carbohidratos en células, organelos subcelulares, en
histoquimica y citoquimica

Mapeo de rutas neuronales

Estimulacién mitogénica de linfocitos

Purgado de la médula ésea durante los transplantes

Estudios de biosintesis de glicoproteinas.

Son utilizadas como marcadores de membrana para la caracterizacion de
células sanas y cancerigenas de diversos tipos porque son capaces de
discernir entre sutiles diferencias entre los patrones de carbohidratos de
membrana de las mismas. Por lo tanto, pueden dar un diagndstico certero de
cancer.

Para terapias dirigidas contra células cancerigenas porque es posible acoplar
un farmaco para una terapia, ademas de que poseen actividad antitumoral y
promueven la mitosis de células sanas.

Algunas lectinas, poseen actividad antimicrobiana, porque al reconocer los
carbohidratos de membrana aglutinan las células de microorganismos.
Especificamente las lectinas de invertebrados marinos, por su actividad
antimicrobiana, pueden ser utilizadas para la prevencion y tratamiento de
enfermedades relacionadas con la produccién de cultivos acuicolas de
importancia comercial como el camaron.

Es posible aprovechar la selectividad de ciertas lectinas para aplicaciones
biotecnoldgicas y bioquimicas para el disefio de columnas de cromatografia

de afinidad para la purificacion de glicoconjugados.

2.5. Aspectos biolégicos de Aplysia californica

A. californica también conocida como liebre de mar es un molusco que pertenece a

la clase Gastropoda, orden Anaspidea y familia Aplysiidae; puede crecer hasta 40

cm y pesar 2.3 kg, sin embargo el promedio oscila alrededor de 20 cmy 1 kg. Este

molusco, no posee concha externa pero posee una interna que protege 6rganos

vitales como el corazdn; habita en zonas intermareales y sublitorales entre las costas

del pacifico que abarcan las regiones benténicas del norte del estado de California,
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USA vy la peninsula de Baja California, México. Posee pigmentos que van de café a
morado, dependiendo del alga de que se alimente, como mecanismo de defensa
quimico excreta tinta color purpura, la cual posee diversos compuestos para su
proteccion, entre ellos lectinas. Este organismo se alimenta principalmente de algas
verdes y rojas, muchos de los metabolitos secundarios que las algas contienen, son
acumulados por Aplysia para ser utilizados como mecanismo de defensa quimica,
gasta la mayoria del tiempo alimentandose, consume aproximadamente un tercio de
su peso corporal al dia, generando una velocidad de crecimiento acelerada. Por
ende, se puede localizar facilmente entre los campos de algas y pastos marinos,
donde también, puede esconderse de sus principales depredadores, como focas,
pulpos y anguilas, entre otros [24-27].

A. californica (Figura 1), son hermafroditas, al reproducirse un individuo actua
como el donador de esperma y una sola hembra puede poner alrededor de 478
millones de huevos en 27 ovoposiciones en un periodo de un mes, posteriormente,
acomoda los huevos en forma de cordones y los fija al sustrato. La fertilizacién de los
mismos puede llevarse a cabo en cuestién de horas, o bien, hasta 15 dias después,
por lo que resulta de gran importancia que los huevos tengan un mecanismo de
defensa adecuado para seguir siendo viables, estos mecanismos, los brinda la
madre por medio de una mucosa que secreta al poner los huevos, siendo vital para
el éxito de la descendencia [24]. Se han reportado la presencia de lectinas tanto en
las gonadas, mucosa y los huevos de otras especies del género Aplysia, entre ellos

de Aplysia depilans, kurodai y dactylomela [28-30].

El primer molusco al que se le secuencié el genoma fue a A. californica [31],
esto es particularmente importante porque se trata de un molusco modelo que puede
ayudar a estudiar la evolucion de invertebrados, desarrollo, poliploidia y toxicidad.
Sin embargo, para lo que se ha utilizado mas es para estudios neurolégicos debido a
que posee el sistema nervioso mas primitivo, con pocas neuronas (s6lo 20000 en
vez de las 10" que tienen los mamiferos). Ademas, dichas neuronas son muy
grandes desde 0.1-1 mm de diametro lo que las convierte en las células somaticas
mas grandes del reino animal; solo los huevos son mas grandes. Las neuronas de

Aplysia son tan grandes que las estructuras subcelulares se pueden disectar
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facilmente, el ADN y los anticuerpos pueden ser facilmente inyectados en ellas.

Ademas se han utilizado para el estudio del aprendizaje y la memoria [31-33].

Figura 1. Liebre marina, Aplysia californica.

3.0 ANTECEDENTES

3.1. Lectinas en invertebrados marinos
Los invertebrados, no poseen un sistema inmune adaptativo, es decir, que tenga la

capacidad de generar inmunoglobulinas especificas contra diversos patégenos. Por
lo que diversos crustaceos y moluscos, reconocen Patrones Moleculares Asociados
a Patogenos (PAMPs) que, generalmente, son peptidoglicanos mediante Receptores
de Patrones de Reconocimiento altamente conservados entre las especies, entre los
cuales se destacan las lectinas, que inactivan a las células microbianas mediante
aglutinacion de las mismas y posiblemente por cambios de hidrofobicidad de la
membrana celular al interaccionar con las lectinas [34-36].

En invertebrados marinos se han reportado a la fecha lectinas de las familias:
tipo C, L, P, Calnexina, Intelectinas, galectinas y tipo R, asi como las lectinas
aisladas del cangrejo Tachypleus tridentatus las cuales estan involucradas en los
procesos de coagulacion del hemolinfa como mecanismo de defensa [37]. De estas
lectinas, las mas comunes son las tipo C [38]. A la fecha se han aislado un gran
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numero de lectinas de otros invertebrados marinos, de las cuales no se ha
caracterizado su secuencia o su estructura terciaria, sin embargo se han reportado
sus especificidades, tal es el caso de la lectina de Octopus maya, una lectina
oligdbmerica de 66 kDa, para la cual se reporté especificidad por galactosamina sin
dependencia por cationes divalentes [39].

Especificamente en invertebrados marinos, las lectinas juegan un papel
importante en la respuesta innata reconociendo y uniendo de forma especifica
diferentes carbohidratos que estan presentes en las membranas de patégenos a
través de sus dominios de reconocimiento a carbohidratos, una caracteristica
particular es la capacidad de formar oligobmeros, como la lectina del crustaceo
Macrobrachium rosenbergii, la cual se determiné que es un homodimero de 19 kDa,
tiene especificidad por acido sialico, la presencia de cationes divalentes es esencial
para que lleve a cabo su actividad aglutinante y en presencia de agentes reductores
como ditioetreitol pierde por completo su actividad, lo que sugiere que el oligbmero
es estabilizado por puentes disulfuro para llevar acabo su actividad aglutinante [40],
también se encontré que tiene la capacidad de aglutinar bacterias como Aeromonas

sp. a una concentracion de 0.1ug/mL de proteina por cada 2 x 10° células [41].

Los mecanismos de oligomerizacion de estas proteinas pueden estar
mediados por diversas interacciones como puentes disulfuro, interacciones
electrostaticas e interacciones hidrofobicas, las cuales favorecen la unién de mas
sitios de reconocimiento a carbohidratos facilitando la interaccion con los azucares
de las membranas de los patdgenos al contar con mas sitios de union disponibles
[42], muchos de estos mecanismos también involucran cambios conformacionales en
donde se exponen regiones hidrofébicas que permiten la formacién de oligémeros,
como es el caso de la lectina CEL-Ill del pepino de mar Cucumaria echinata [43], la
cual mediante un mecanismo de oligomerizacion desencadenado por el
reconocimiento a su respectivo ligando (N-acetilgalactosamina). Una vez que Cel-lll
reconoce su ligando a través de sus dominios de reconocimiento a carbohidrato
(ambos de tipo ricina) un tercer dominio, llamado dominio de oligomerizacion, sufre

un cambio conformacional que ocasiona la exposicién de residuos hidrofébicos al
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desplegar por completo las hélices que lo conformaban, formando interacciones
beta-beta con las hélices desplegadas de los demas mondmeros que se encuentran
también reconociendo azucares en la membrana, lo que permite la formacion de un
poro constituido por siete subunidades y de esta forma permitiéndole penetrar la
bicapa lipidica de las membranas de los patéogenos produciendo hemolisis [44]. Este
mecanismo de oligomerizacion se corroboré6 mediante experimentos de microscopia
confocal de fluorescencia en glicoliposomas y eritrocitos de conejo donde se
demostré que la oligomerizacion estaba mediada por el reconocimiento de su ligando
[45-47].

También se han aislado dos lectinas de los organismos Mytilus
galloprovincialis 'y Crenomytilus grayanus con masas de 17 y 18 KkDa,
respectivamente, con la capacidad de aglutinar eritrocitos de todos los tipos
sanguineos humanos y que debido a su especificidad por N-acetilgalactosamina y
galactosa las ubicaria dentro de la familia de las galectinas, sin embargo el analisis
de la secuencia no mostré identidad con galectinas o alguna lectina reportada con
anterioridad en invertebrados y vertebrados. Se generd un modelo estructural a partir
de la secuencia de aminoacidos y se encontré que posee un plegamiento similar al
de la ricina, también se evaluo la capacidad antimicrobiana de esta lectina [38,48], ya
que se reportd con anterioridad que posee la capacidad de inhibir el crecimiento de
bacterias gram-positivas y gram-negativas lo que ubica a estas lectinas como
miembros de una nueva familia de lectinas, las cuales poseen en su secuencia de
aminoacidos tres repeticiones de péptidos de 6.14 kDa, lo que sugiere que esta

simetria en su secuencia provenga de un péptido ancestral comun.

En vertebrados sin mandibula como Lamprea japonica, se identificé y aislo de
su suero, una lectina perteneciente a la familia de las intelectinas, con una secuencia
de 334 aminoacidos, que ademas presento homologia con otras intelectinas de
mamiferos y organismos marinos, esta lectina tiene la capacidad de oligomerizarse y
formar tetrameros, mecanismo que permite aglutinar bacterias gram-positivas,
bacterias gram-negativas y hongos, lo que sugiere, que esta lectina, juega un papel
importante en la defensa contra patdégenos del sistema de circulaciéon de la lamprea.
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Mediante experimentos de interaccion, se encontré que esta intelectina era inhibida
competitivamente por la proteina G, en presencia de inmunoglobulinas, indicando
que la region Fc de la Ig y la intelectina, se unen a la proteina G en el mismo sitio.
Esto sugiere que la estructura terciaria de ambas proteinas, es similar; aun mas
importante, es resaltar que en estos organismos carentes de un sistema de defensa
adaptativo, participan moléculas como esta intelectina, capaz de llevar acabo

funciones similares a las de las inmunoglobulinas [49].
Lectinas en moluscos

El phyllum mollusca es uno de los mas grandes e importantes del reino animal, hay
cerca de 200,000 especies distribuidas en medios terrestres, de agua dulce y
ambientes marinos [50]. Estos organismos carecen de un sistema inmune
adaptativo, sin embargo tienen estrategias muy sofisticadas y unicas en su
inmunidad innata para defenderse de una gran variedad de patogenos [51]. La
primer lectina que se identificé en los moluscos tenia una especificidad por acido
sialico y se obtuvo de la babosa Limax flavus [52] y desde entonces, un gran numero
de lectinas se han aislado, siendo las tipo C las mas estudiadas [53], seguidas de las
galectinas que son de suma importancia por estar involucradas en la respuesta
inmune de estos organismos [17, 18].

Algunos ejemplos de familias de lectinas identificadas en moluscos son:

Lectinas Tipo C en el pepino de mar Apostichopus japonicus y la ostra
Crassostrea gigas, las cuales actuan como Receptores de Patrones de
Reconocimiento asociados en la respuesta inmune de estos organismos [54,55].
Especificamente, la lectina del pepino de mar, presenta actividad antimicrobiana
contra organismos Gram negativos entre ellos Listonella anguillarum, Escherichia coli
y Gram positivo Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus [54]. También la lectina
del abulon Haliotis discus hannai presenta actividad antimicrobiana contra
patogenos  como: Edwardsiella  tarda, Vibrio/Listonella ~ anguillarum C312,
y Streptococcus iniae [13]. Lectinas tipo | en la almeja de Manila (Venerupis
philippinarum), la cual esta involucrada en las interacciones célula —célula ademas
de la regulacién de funciones celulares en el sistema de defensa innato del
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organismo [56, 16]. Se han reportado lectinas afines a N-acetilgalactosamina, en el
caracol terrestre Helix pomatia, la cual es transferida de la madre a los huevos
durante el desarrollo de los mismos como mecanismo de defensa ante
microorganismos. Se ha visto que en otras especies de caracoles como
Biomphalaria glabrata, el caracol marino pomacea scalaris y en Aplysia kurodai
poseen lectinas tipo- C y afines a galactosa respectivamente, con la misma funcién
[15,30].

2.5. Lectinas en moluscos del género Aplysia

Desde 1980, diversos investigadores han reportado la presencia de lectinas o bien,
aglutininas en algunas especies del género Aplysia, sin embargo, el papel que éstas
juegan biolégicamente, no se ha logrado comprender del todo.

Algunos estudios realizados con Aplysia depilans, describen la presencia de
una lectina afin a galactosa, presente tanto en las gbnadas, como en los huevos de
este organismo, cuya concentracion aumenta conforme aumenta su edad, lo cual se
relaciona con la madurez del sistema inmune del animal [28].

También, se ha reportado la presencia de lectinas, no sdlo con actividad
hematoglutinante sino antimicrobiana tanto en el hemolinfa, manto y tinta de A.
Dactylomela, kurodai, californica entre otras [29-30].

Durante 2010, en el laboratorio de Biomacromoléculas del Instituto de
Quimica, UNAM, se realizaron experimentos con una lectina de Aplysia californica
afin a D (+) Galactosa, a-Lactosa, Trehalosa, L-manosa, D(+) Rafinosa, Acido D-
galacturénico, entre otros carbohidratos. La cual se purific6 con una resina de
afinidad de p-Aminobenzil-1-tio -D-galactopiranosido, en amortiguador de fosfatos
50 mM, utilizando un perfil de pH acido (7.4, 4 y 2), sin embargo, la lectina presentd
una gran tendencia a agregarse bajo las condiciones del experimento [5] y, por el pH
utilizado para su obtencion, es posible que la proteina se desnaturalizara.

Con el fin de estudiar mas a fondo los mecanismos que lleva a cabo la
lectina, asi como su funcion biolégica, es necesario optimizar la técnica de
purificacion de la lectina, asi como encontrar las condiciones ideales de trabajo para

mantenerla activa y estable.
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4.0 HIPOTESIS

Las caracteristicas estructurales de la lectina de Aplysia californica, favorecen la
oligomerizacion de la misma, dando como resultado variaciones en su actividad y
estabilidad.

5.0 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar estructural y funcionalmente a una lectina del organismo marino Aplysia
californica.

5.1. Objetivos especificos

1) Optimizar la técnica de purificacién de una lectina del molusco marino Aplysia
californica.

2) Con la lectina pura determinar:

e Las condiciones ideales para mantener estable y activa a la proteina
e La especificidad de la lectina

e La secuencia

3) Obtener un modelo estructural con base en la secuencia de la lectina y
analizar las posibles causas de su baja estabilidad.

6.0 DISENO EXPERIMENTAL
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6.1. Organismo de estudio

En el presente estudio se utilizaron organismos adultos de entre 10-15 cm de
longitud del molusco Aplysia californica colectados en Ensenada, Baja California,
México. Dichos organismos se transportaron vivos hasta el instituto de Quimica,

UNAM donde se congelaron a -55 °C hasta su uso.

6.2. Obtencién de extracto

Para evitar la desnaturalizacion de la lectina, todos los pasos de purificacién se
realizaron a 4°C. El organismo completo de A. californica se homogeneizd en un
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4, 150 mM NaCl y 1.5 mM PMSF. El extracto
obtenido se centrifugé a 30,000 x g por 30 minutos a 4°C, en una centrifuga
Beckman Rotor JA-14. El sobrenadante fue conservado a 4°C para su posterior

purificacion.

6.3. Determinacién de la actividad de la lectina

La mayoria de las lectinas son di o polivalentes, lo que permite que al reconocer a su
ligando en la pared celular de los eritrocitos, se formen complejos de
entrecruzamientos que se observa al aglutinar este tipo de células [57].
Aprovechando esta caracteristica, la actividad de la lectina de A. californica se
determinara mediante pruebas de hemaglutinacion de eritrocitos de conejo

formalinizados.

6.3.1. Formalinizacion de eritrocitos de conejo

Para sensibilizar y hacer mas resistentes a los eritrocitos de conejo que se utilizaron
en las pruebas de actividad, estos se formalinizaron siguiendo el protocolo reportado
por Fragkiadakis [57]. Se colectd sangre de conejo en una solucién de NaCl 0.9% y
se centrifugd a 3,000 x g por 20 min. Se realizaron varios lavados con la solucién de
NaCl hasta obtener un sobrenadante transparente.

Los eritrocitos se suspendieron en un amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4,
150mM NaCl (AF) para obtener una solucion 20 % v/v. Por cada 100 mL de esta

solucién de eritrocitos, se prepararon 25 mL de formalina (Formaldehido 37 %) a pH

24



5.0 usando un amortiguador de fosfatos 0.7 M, pH 7.0. Esta solucioén fue colocada en
una bolsa de dialisis con tamafo de corte de 12.5 kDa. La bolsa se sumergi6 en los
eritrocitos y se dejo interaccionar por 12 h a 4°C con agitacion suave.
Posteriormente, la bolsa se perfor6 y se liber6 el formol restante dejando

interaccionar la solucion de formaldehido por 36 h mas a 4°C con agitacion suave.

Después de la fijacidon, los eritrocitos de conejo formalinizados (ECF) se
centrifugaron a 3,000 x g, durante 5 min a 4°C y se lavaron exhaustivamente con una
solucion 0.9 % NaCl para eliminar los residuos de formaldehido. Con el fin de
eliminar los grupos aldehidos libres de la membrana celular, los ECF (20 % v/v) se
suspendieron en el amortiguador AF con 2 % w/v de BSA y se incubaron 24 h a 4°C
con agitacién suave. Finalmente, los eritrocitos fueron centrifugados a 3,000 x g, por
5 min a 4°C y lavados exhaustivamente con la solucion de 0.9% NaCl y 0.05 % de

azida de sodio. Los eritrocitos formalinizados se almacenaron a 4°C hasta su uso.

6.3.2. Pruebas de actividad hemaglutinante
Para este ensayo, se utilizé una placa de 96 micropozos con fondo de “U”. Se

colocaron 50 uL de amortiguador AF, en cada pozo de una hilera de la placa. En el
primer pozo se adicioné 50 pyL de la muestra, se mezclé con el amortiguador y se
tomaron 50 microlitros y se pasaron al segundo pozo haciendo los mismo hasta
llegar al ultimo pozo (dilucion seriada 1:2). Posteriormente, a cada pozo se le
adicionaron 50 pL de la solucion de eritrocitos formalinizados al 2 % y se incubd la
placa a 37°C sin agitacién por 1 h. Al mismo tiempo se corrié un control positivo
adicionando una lectina comercial en lugar de la muestra y que se sabe aglutina
eritrocitos y un control negativo en donde se adicion6 el amortiguador de fosfatos en
lugar de la muestra (Figura 3).

La actividad hemaglutinante se define como el reciproco del titulo, que
corresponde al factor de dilucion de proteina (numero de pozo) mas alto que
presenta hemaglutinacion. La actividad especifica se expres6 como U/ug de
proteina.
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Figura 2. Actividad hemaglutinante Utilizando eritrocitos de
conejo formalinizados. Pozo 1 a 3: Control positivo lectina

comercial. Pozo 4 a 6: control negativo.

6.4. Purificacion
La lectina de A. californica se purifico utilizando una cromatografia de afinidad en
columna. La resina utilizada fue de p-aminobenzil-1-tio-D-galactopiranosido. Esta
resina se selecciond con base en los resultados obtenidos por Guinea-Ramirez [5].
La columna se equilibré6 con 20 volumenes de amortiguador AF.
Posteriormente se recircularon 50 mL del extracto en un flujo continuo por 12 h., con
el fin de permitir la interaccién de la lectina con la resina y se logre la union de la
mayor cantidad posible. Después, se lavo la columna con amortiguador AF con 0.5 M
de NaCl, esto con el fin de eliminar todas las proteinas que no reconozcan a la
resina. Para eluir a la proteina unida a la resina se utilizé el mismo amortiguador de
fosfatos con 200 mM de D (+) galactosa colectando fracciones de 2.0 mL. Dichas
fracciones se dializaron exhaustivamente utilizando una membrana con tamafo de
corte de 3500 Da para eliminar la galactosa y poder medirle la actividad

hemaglutinante

Figura 3. Estructura del azucar unido a la agarosa (resina de afinidad de p-
aminobenzil-1-tio -D-galactopiranosido) con la que se purificé a la lectina de

A. californica.
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6.5. Cuantificacion de proteina

La concentracion de proteina total se determiné utilizando el kit BCA Thermoscientific
basado en el método de Smith y Krohn [58]. Este reactivo es muy sensible en la
determinacién espectrofotométrica de la concentracion de proteina en soluciones

acuosas. Este sistema de reactivos combina la reaccion de proteinas con Cu*? en
, : . +1 : : .
un medio alcalino (produciendo Cu ), con un reactivo altamente selectivo y sensible

de deteccion para Cu+1 llamado acido bicinconinico. El color purpura del producto de
la reaccion es formado por la interaccion de dos moléculas de BCA con un ion
cuproso (Cu*"), este es soluble en agua y exhibe una fuerte absorbancia a 562 nm.
La cantidad de proteina contenida en la muestra se determiné interpolando el
dato de absorbancia en una curva de calibracion elaborada con estandares de

albumina de bovino a diferentes concentraciones.

6.5.1. Curva de calibracion
Para el analisis de las muestras y la construccion de la curva de calibracion, se

siguiod el protocolo de PIERCE, reduciendo los volumenes a la mitad.

Se colocaron 50 pl de cada estandar en tubos apropiadamente marcados, utilizando

50 pl del diluyente como blanco.

Se adiciond a cada tubo 1 ml del reactivo de trabajo (El reactivo de trabajo se
prepara mezclando 50 partes del reactivo A del kit de BCA con una parte del reactivo
B. Este reactivo se debe preparar el dia de su uso). Se mezclé e incubd por 30 min a
60°C. Se dejo enfriar las muestras y se leyo la absorbancia a 562 nm. Este método

permite detectar de 5 a 250 ug/ml de proteina

27



o
(o]
1

E
& 0.6-
(Lo}
n
)
S 0.4
®
Ke]
[
2 0.24
av A=0.00257C+0.0053
< 12=0.9966
0.0 . . .
0 100 200 300

Concentracion (ng/mL)

Figura 4. Curva de calibracion de proteina utilizando el método de

BCA a 60 °C y albumina de suero de bovino como estandar.

6.6. Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis es un método que se fundamenta en la separacion de proteinas
sobre un gel poroso, con base en su carga y masa moleculares, ante la aplicacion de
una corriente eléctrica. Dicha separacion se realizé utilizando geles de poliacrilamida
al 12% en condiciones desnaturalizantes por la presencia del detergente dodecil
sulfato de sodio (SDS). Para ello 6 ug de la lectina se desnaturalizaron y redujeron al
colocar a cada una de estas muestras a ebullicion por 30 min en presencia de una
solucion amortiguadora 2X (glicerol 20 mL, 2-mercaptoetanol 10 mL, SDS 5 g, tris
base 1.51 g, azul de bromofenol 0.01 g y agua para aforar a 100 mL). La separaciéon
se realizo utilizando una corriente constante de 90 V por 30 min y después una hora
a 120 V en amortiguador de electroforesis 1X (Tris base 3.025 g, 30.25 g, glicina
144 g, 144 g, SDS 1.0 g, aforado a 1L con agua destilada, para tener un
amortiguador de electroforesis 10X), en un sistema electroforético de BioRad® (Mini-
PROTEAN®TGXTM) [59]. Como referencia de migracion se utilizd el marcador de
masa molecular de 200 kDa a 6.5 kDa (SDS-PAGE Molecular weight Standars
BioRad®, Broad Range No. 161-0317).
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6.6.1. Tincién con nitrato de plata
La tincidn con nitrato de plata, es una técnica utilizada para la visualizacion de

las proteinas en geles de poliacrilamida; proceso que se fundamenta en la reduccion
del ion plata a su forma metalica, uniéndose con los grupos amino de las proteinas
particularmente con el amino-¢ de la lisina [60] y con los sulfuros de las cisteinas y
metioninas [61]; es muy utilizado por su elevada sensibilidad, de 10 a 50 veces mas
que el azul de Coomasie R-250 [62].

La realizacion de la tincion de plata para observar las bandas de proteina en
el gel se inicié con la colocacién del gel en 25 mL de solucién fijadora durante 1h (40
% etanol, 10 % acido acético y agua destilada). Transcurrido el tiempo se retird la
solucion fijadora y se anadieron 25 mL de solucién incubadora (30 % etanol, 4.1 %
acetato de sodio anhidro, 0.2 % tiosulfato de sodio pentahidratado, 0.5 %
glutaraldehido y agua destilada) en donde se dejé por 30 min como minimo y 12 h
maximo. Al finalizar el tiempo se lavd el gel con 5 recambios con 50 mL de agua
destilada con agitacién suave, durante 3 min. cada uno. Se elimin6 el agua destilada
para aplicar 25 mL de solucion de nitrato de plata (0.1% nitrato de plata, 20 % etanol,

0.027 % formaldehido y agua destilada) por un periodo de 20 min; finalizado el

tiempo se lavod el gel con H20 destilada y se seco perfectamente con papel sin tocar

el gel, esto para retirar el exceso de plata que pudiese haber quedado. Luego se
aplico la solucion reveladora, 25 mL, (2.5 % carbonato de sodio, 20 % etanol, 0.037
% formaldehido y agua destilada). Una vez que aparecieron las bandas de proteina
con una intensidad adecuada, se detuvo la reaccidon con la solucién de frenado
(1.86 % EDTA, 20 % etanol y agua destilada) [63].

6.7. Determinacioén de la estabilidad de la lectina

Debido a que se observo una fuerte tendencia a oligomerizar por parte de la lectina
de A. californica y que este proceso llevaba a la pérdida de actividad de la proteina,
se realizaron estudios de estabilidad utilizando la técnica de Fluorometria Diferencial
de Barrido (FDB). Esta técnica se basa en exponer a la macromolécula a un
incremento en temperatura en un intervalo que puede ir de 5 a 95°C, en presencia
de un marcador fluorescente como el SYPRO® Orange y de un agente del cual se
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desea evaluar su efecto sobre la estabilidad de la proteina. La macromolécula al ser
expuesta al gradiente de temperatura tiende a desplegarse haciendo que las
regiones hidrofébicas se expongan y puedan interactuar con el agente fluorescente
que al unirse a estas regiones, presenta una maxima emision a 570nm [64].

Para el analisis se llevd a la lectina a una concentracién de 0.15 mg/mL y se le
adicion6 1uL de SYPRO® Orange para tener una dilucion final de 1:1000.
Posteriormente se colocaron 10 pyL de la proteina en cada pozo de la placa de
reaccion MicroAmp Fast de Applied Biosystems® y se afiadieron 10 yL de cada una
de las soluciones de los kits de a) Solubilidad-estabilidad, b) Aditivos y c) pH y sales
amortiguadoras a probar. Los tres kits se adquirieron de Hampton Research® y cada
uno de ellos consta de 96 soluciones. Posteriormente se cubrié la placa con
adhesivos 6pticos de Applied Biosystems® y se centrifugaron por 2 min. a 300 rpm a
25°C y se procedio a someter las muestras a un gradiente de temperatura que inicié
con la exposicion a 25°C por 2 min, seguido de un incremento del 1% la temperatura
en forma continua hasta llegar a 98°C permaneciendo en dicha temperatura por 15 s;
para esto se utilizé un equipo Real-Time PCR System StepOneTM. Terminado el
ciclo se colectaron los datos de la curva de fusion de la derivada negativa (dRFU)/dT
de cada uno de los datos. El punto medio de inflexibn de la curva al que se
denomina Tm (Temperatura en la que se ha desnaturalizado el 50 % de la proteina)
se obtuvo utilizando la ecuacion de Boltzmann (Figura 4). Para posteriormente
obtener la fluorescencia contra la temperatura normalizada. Valores de Tm mayores

indican que la proteina ha ganado estabilidad y reduce su flexibilidad

= A+ BB
1 + e (Tm-TYQ

Figura 5. Representacibn matematica de la ecuacion de Boltzmann.

conformacional.

Donde | es igual a la intensidad de fluorescencia a la temperatura T; A
intensidad de fluorescencia pretransicional; B intensidad de

fluorescencia postransicional; C factor de la pendiente [65].
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Figura 6. Ensayo de desnaturalizacion térmica tipico usando termofluorescencia. (A)
Curva de fusién de la glucosa isomerasa en 100 mM de Tris-HCI pH 8.5. La solucion
de proteina se calento6 en presencia de SYPRO Orange. Cuando la proteina empieza a
desnaturalizarse, la sonda fluorescente se une al nucleo hidrofébico de la proteina
incrementando la fluorescencia. La maxima fluorescencia se obtiene cuando la
proteina se despliega por completo, después la sefial del SYPRO Orange decrece
cuando el fluoréforo se disocia de la proteina. Una sefial residual de este se explica
por la interaccidon con agregados de proteina. Generalmente, la sefial de fluorescencia
es graficada como una funcién de la temperatura que genera una curva sigmoide que
permite determinar la fraccion de proteina desplegada. El punto de inflexion
corresponde a la temperatura de fusién (Tm ) en la cual el 50% de la proteina esta
desplegada. En este caso la Tm fue de 81.3 °C. (B) Representacién alternativa de la
curva de fusién utilizando la primera derivada de los datos crudos — (dRFU)/dT de los

datos crudos. La Tm corresponde con el apice. Tomado de Boivin et al, 2013 [64].
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6.8. Pruebas de Especificidad

La determinacion de la especificidad de la lectina, es decir, qué azucares
reconoce se basa en la inhibicion de la actividad hemaglutinante en presencia de su
ligando. En este ensayo se utilizaron placas de 96 micropozos con fondo en “U”, en
las que se colocaron 25 pL de amortiguador Bis-Tris/HCI 50 mM pH 7.4 con 150 mM
de NaCl. En el primer pozo se cargaron 25 L de la solucién del carbohidrato (Tabla
2) vy se realizaron 12 diluciones seriadas 1:2. Posteriormente se colocaron 25 L de
la lectina pura con una concentracion de 0.2 mg/mL en cada pozo. La placa se
incubd por 1 h a 20 °C para permitir la interaccién de la proteina con el azucar,
transcurrido este tiempo se agregd en cada pozo 25 uL de ECF al 2 % y se incubd la
placa por una hora a 37°C.

Para cada azucar se elabord un blanco positivo, el cual consistia en sustituir el
volumen de la lectina con el amortiguador de fosfatos (no hay eritroaglutinacién) y un
blanco negativo el cual contenia 50 uL del amortiguador, 25 uL de la lectina y 25 uL
de ECF al 2 % (se observa eritroaglutinacién), los cuales fueron sometidos a las
mismas condiciones que las muestras.

Después de la incubacion, se procediéo a estimar la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI), esto es, la concentracion de azucar minima que produce inhibicién

de la eritroaglutincion.

6.9. Secuenciacion de la lectina de Aplysia californica

Con el fin de obtener la secuencia de la lectina pura, se realizé una electroforesis en
condiciones desnaturalizantes utilizando un gel de poliacrilamida al 12 % y la tincién
con Azul de Coomassie. Una vez revelada la banda, esta se corté y se envio al
Consorcio de Proteémica de la Universidad de Arizona, USA. En dicho laboratorio
realizaron una digestién enzimatica con tripsina y la posterior identificacién de los
fragmentos peptidicos por espectrometria de masas. Es interesante notar que ya se
cuenta con el genoma completo de A. californica que esta disponible en el National
Center of Biotechnology Information (NCBI) con el cédigo AASC00000000.3
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6.10. Bioinformatica

6.10.1 Modelado de la estructura de la lectina de A. californica

Una vez obtenida la secuencia de la lectina, esta se envid al servidor Robetta [66].
para obtener un modelo de la estructura terciaria de la proteina Este servidor ofrece
un servicio de prediccién de la estructura terciaria de proteinas ab initio y por
homologia con otras estructuras. Primero inicia con la busqueda de homodlogos
estructurales utilizando BLAST o PSI-BLAST [67], después analiza dominios
individuales o plegamientos independientes mediante la busqueda de familias
estructurales en la base de datos Pfam. Los dominios con homologia estructural son
utilizados como referencia para crear diversos modelos; y aquel que posea la
energia mas baja, es el que se tomara como la estructura final. La conformacién de
la cadena principal del modelo fue calculada analizando los angulos de torsién phi y
psi utilizando Rampage [68] y la calidad fue evaluada con Molprobity [69]. Para
visualizar los modelos obtenidos se utilizé el programa Chimera 1.8.1 [70] y COOT
[71].

6.10.2. Analisis de la estructura

Con el fin de entender el comportamiento de la lectina de A. californica, se analizé
tanto la secuencia como el modelo de la estructura terciaria con diferentes servidores
como son el PDBsum [72] y el servidor Expasy [73]. Sabiendo que la lectina presenta
una gran tendencia a agregarse, se utilizaron los servidores: PASTA 2.0 [74] y
Aggrescan [75], el primero permite conocer las regiones de la proteina que tienden a
agregarse en forma de fibras amiloides y el segundo, permite reconocer los sitios de
agregacion en general. Para detectar los posibles sitios de glicosilacion, se utilizo el
servidor Glycosylation Predictor [76] y para el acoplamiento molecular (Docking) de
la lectina con su ligando se utilizé el servidor SwissDock [77]. Finalmente, se realizé
un analisis de los posibles sitios de coordinacion de iones con el servidor COACH
[78].
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Verificacién de la presencia de la actividad hemaglutinante en
extractos de Aplysia californica.

Como primer paso, para la purificacion y caracterizacion de la lectina de A.
californica se realizaron pruebas de actividad con el extracto del organismo entero,
asi como con la tinta y el hemolinfa (Figura 7). Observamos que la mayor actividad
se obtiene utilizando el organismo entero en amortiguador AF. Otro punto que resulté
clave para obtener un extracto con actividad, fue seleccionar a los organismos
adultos (10-15 cm), lo cual puede estar relacionado con el desarrollo de su sistema
de defensa o bien que la lectina se encuentre en las gonadas del organismo, como
es en el caso de la lectina de Aplysia deplilans [28]. Es importante mencionar que los
invertebrados marinos carecen de un sistema de defensa adaptativo, por lo que su
respuesta inmune se basa principalmente en componentes celulares como los
hemocitos y en un gran numero de proteinas que forman parte de un componente
humoral. Dichas proteinas entre las que se encuentran las lectinas, juegan un papel
importante en la defensa de estos organismos ya que tienen la capacidad de
reconocer los antigenos de superficie que son expresados en bacterias como los
lipopolisacaridos y llevar acabo mecanismos de aglutinacion y de hemolisis.
Anteriormente se consideraba que una respuesta innata era inespecifica, hecho que
se ha replanteado, ya que la alta especificidad de las lectinas demuestra que la Unica
diferencia entre la respuesta inmune innata y la respuesta inmune adaptativa es que
esta ultima posee una memoria [79-83]. Una vez detectada y bajo que condiciones
de extraccidon se obtenia la actividad de la lectina, se procedié con la purificacién de

la misma.
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Figura 7. Evaluacion de la actividad eritroaglutinante en A.
californica en la tinta que excreta, en el hemolinfa y en el
extracto del organismo completo. Fila A y B:Tinta, Fila C y
D: Hemolinfa, Fila E y F: Extracto en Bicina/NaOH 50 mM
pH 9, 150 mM NaCl y 2Mm MgCl,. Fila G y H: Extracto en
Fosfatos 50 mM pH 7.4, 150 mM NaCl.

7.2 Purificacion

La lectina de Aplysia californica, se purificd en un solo paso utilizando una resina de
afinidad de p-Aminobenzil-1-tio-D-galactopiranosido unido a agarosa. Esta resina es
reconocida por lectinas cuya especificidad es hacia galactdsidos. En estudios previos
en el laboratorio se habia purificado esta lectina eluyendo con un gradiente de pH
[5]; sin embargo, como la proteina era muy afin a la resina, esta soélo eluia con un pH
de 2.0 por lo que al ser tan bajo el pH, se piensa, que quiza este era el motivo de la
inestabilidad de la proteina reportada por Guinea en 2011 [5]. Por lo anterior, se optd
por modificar la forma de purificacion, esta vez, eluyendo con su ligando, es decir
galactosa.

Una vez eluida la lectina con galactosa y dializada, se verificd su pureza por
electroforesis en condiciones desnaturalizantes, observando una sola banda que
corresponde a una masa de aproximadamente 24 kDa (Figura 8). Algo interesante
que se observa, es que la masa era cuatro veces mayor a la reportada por Guinea
en 2011 [5], sin embargo la actividad y la especificidad era la misma. Es muy
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probable que debido a las condiciones extremas de elucién, la proteina se haya
hidrolizado, manteniendo el sitio de reconocimiento intacto, de ahi que no pierda la
actividad. Por lo que nuestro método de purificacion permite obtener a la lectina pura
y completa. El intervalo de masa observado en lectinas es muy amplio y abarca
desde masas pequefias como 4.7 kDa de la heveina del arbol Hevea brasiliensis
[83], hasta masas tan grandes como 400 kDa como la observada en la lectina de la

bacteria Limulus polyphemus [84].

A B
KkDa
Std 1 2 3 4
200
116.25 201
97.40
. LogMWs= -0.8994xRY + 2.0487
66.20 - 38 R?=09934
45.00 16
e z
o
o
= 1.4}
21.50 LR BB |
10 ;
0.0 05 1.0 15
14.40 - Rf

6.50 “=

Figura 8. Separacion electroforética de la lectina purificada.Lectina de A.
californica eluida en Bis-Tris 50 mM con 150 mM de NaCl. Carril 1,2:
Lectina eluida con ligando 2mg/mL en Bis-Tris/HCI pH 7.5 10mM con 50 mM
de NaCl. Carril 3,4 adicionado 1% de Polipropilenglicol P400. B) Regresion
lineal obtenida de los estandares de peso molecular del carril Std, para el

calculo de la masa molecular de la lectina.

7.3. Pruebas de especificidad

Al analizar la especificidad de la lectina pura, se observd que su especificidad es
hacia galactdsidos, mostrando la mayor afinidad por la B-Lactosa (Figura 9 y Tabla
2). Esta lectina tiene la capacidad de reconocer los dos andmeros de la lactosa, sin
embargo, tiene preferencia por el anomero beta. Comparando las CMI de la lectina
de Aplysia californica, con las de otros invertebrados marinos, se observa que la D
(+) Galactosa inhibe a la lectina con una CMI 13.41 ug/mL y sélo es superada por

una lectina de la esponja de mar con una CMI de 6.25 ug/mL [85], lo mismo sucede
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en el caso de la inhibicion con a-Lactosa. Sin embargo, es importante destacar la

gran afinidad que tiene la lectina de Aplysia californica por la B-Lactosa y la

capacidad de reconocer ambos andmeros en comparacion a todas las otras lectinas

mostradas en la Tabla 2.

Tabla 2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los galactdsidos reconocidos por la

lectina de A. califérnica y valores reportados para otras lectinas de origen marino

CMI (ug/mL)
Azucar Lectina de Lectina del Lectina de la Lectina del
Aplysia bagre Clarias esponja de mar pepino de mar
californica batrachus Halichondria okadai Apostichopus
[86] [85] japonicus [87]
D(+) Galactosa 13.41 25 6.25 111.6
B-Lactosa 1.15 No inhibe ND ND
a-Lactosa 13.41 No inhibe 3.13 180.0
ND: No determinada
A) B) C)
HO HO HO
O o OH
O OH O HO oM OH HO
OH HO O OH HO OO OH
OH OH
OH
OH OH

Figura 9. Estructura molecular de los carbohidratos reconocidos por la lectina de A.

californica. A) D (+) Galactosa,B) B- Lactosa y C) a—Lactosa.

Durante el proceso de purificaciéon se observd que empleando el amortiguador de

fosfatos 50 mM pH 7.4 y 150 mM NaCl (AF), que es donde, se observé la mayor

actividad aglutinante, la proteina tendia a agregarse rapida e irreversiblemente,

37




perdiendo su actividad en periodos de tiempo muy cortos. Se observd ademas que
este proceso tenia una fuerte dependencia de la concentracién de proteina. Cuando
ésta excedia los 97 yg/mL, la proteina se agregaba, perdia la actividad y precipitaba.
Por lo anterior, y considerando, que en la resina de afinidad, la lectina se
concentraba y al eluir, se alcanzaban concentraciones cercanas a 1 mg/mL, se
decidié recibir a la proteina en un amortiguador, para que inmediatamente se
redujera la concentracion a aproximadamente 97 ug/mL. Con la finalidad, de
encontrar una condicidén, que nos permitiera mantener a la proteina activa y estable,
aun a concentraciones mayores a la mencionada, se realizdé una optimizacion de la

técnica de purificacion con ayuda de ensayos de Fluorometria Diferencial de Barrido.

7.4. Estudios de estabilidad térmica utilizando Fluorometria Diferencial
de Barrido

Con el fin de estudiar la estabilidad de A. californica se utilizaron 2 kits, que
contienen cada uno 96 soluciones, que permiten evaluar el efecto de agentes
solubilizantes, diversos iones y pH y sales amortiguadoras. Con este ensayo se
obtuvieron los valores de Tm (Temperatura de fusion, es la temperatura a la que la
mitad de las moléculas estan desplegadas y la mitad plegadas) bajo diferentes
condiciones. Se observé que la Tm de la lectina, bajo las condiciones en las que se
estaba trabajando, era muy baja (24.5°C) lo que muestra su poca estabilidad y
explica su comportamiento y pérdida de actividad.

Al emplear el kit de pH y sales amortiguadoras, se identifico que la proteina es
sensible tanto al pH, como a las sales utilizadas para preparar los amortiguadores
(Figura 10). A valores de pH menores a 6.8, la Tm disminuye drasticamente; los
optimos para su estabilidad son a valores de pH entre 8.8 y 9. Es interesante notar,
que a un mismo pH (7.4), pero variando la sal del amortiguador, el cambio en
estabilidad es impresionante: 24.5 °C con el amortiguador AF a 82 °C con
Bicina/NaOH. Ademas, se observé que el amortiguador Bis-Tris/HCI fue el que
favorecio mas la estabilidad de la lectina, incrementando su Tm hasta 84 °C, sin
embargo, un incremento en la estabilidad, no necesariamente implica un incremento
en la actividad.
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Fraccion Desnaturalizada

65 70 75 80 85 90
Temperatura (°C)

-# 1M Bis-Tris/HCI 7.2 (Tm=82 °C) —— 1M Bicina/NaOH pH9 (Tm =80.5 °C)
1M Bis-Tris/HCI pH8.0 (Tm=84 °C) 1M bicina/NaOH pH9.4 (Tm=81 °C)
—* 1M HEPES /NaOH pH6.8 (Tm=83.5 °C)

Figura 10. Estabilidad de la lectina de A. californica en diferentes
condiciones de pH y sales amortiguadoras. Sélo se muestran las

condiciones que incrementaron la Tm de la lectina a valores arriba de 80 °C.

La estabilidad estructural no tiene necesariamente una relacion directa con la
estabilidad funcional. Muchas proteinas logran una mayor estabilidad estructural
mediante mecanismos de oligomerizacion, que le permiten proteger zonas labiles
[88,89], sin embargo, es necesario poder controlar este proceso a fin de evitar la
pérdida de actividad. Por lo anterior, se decidid verificar lo que ocurria con la
actividad al incrementar la estabilidad, para esto se eligi6 el amortiguador de
Bicina/NaOH a pH 9.0, debido al comportamiento de la funcion sigmoidal y el valor
obtenido de la Tm (80°C), y al Bis-Tris/HCI pH 8.0 que fue el que aumentd la
estabilidad de la lectina, lo que se reflejo en un incremento de la Tm, hasta un valor
de 84 °C (Figura 10). Se observo que con el amortiguador de Bicina, la actividad casi
se perdid por completo, mientras que con Bis-Tris disminuia 50%. La actividad
mayor, se observé con las condiciones iniciales (amortiguador AF), sin embargo, la
estabilidad es muy baja, por lo que se pierde facilmente (Tabla 3). Es posible que
esta actividad tan alta sea el resultado de la oligomerizacion que sufre la proteina al
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extraerla de su medio natural, lo que permite una mayor exposicién de sitios de
reconocimiento de carbohidratos [89, 90, 91]. Esto es algo favorable, sin embargo, se
debe encontrar una condicion que impida que el proceso de oligomerizacién continue
de manera descontrolada, provocando la precipitaciéon de la proteina. Es importante
notar, que en ocasiones, es necesario sacrificar un poco de actividad con tal de
lograr una mayor estabilidad, que nos permita estudiar a esta proteina, esta
condicion la tenemos con el amortiguador de Bis-Tris, por lo anterior, se decidi

trabajar con esta sal.
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Figura 11. Actividad de la lectina de A. californica en diferentes
amortiguadores. Fila A y B: En Bicina/NaOH 50 mM pH 9.0. Fila C y D: En Bis-
Tris/HCI 50 mM pH 8.0, Fila E y F: En Bis-Tris/HCI 50 mM pH 7.5, Fila G y H:
En Fosfatos 50 mM pH 7.4. Todos los amortiguadores contenian 150 mM NaCl.

Tabla 3. Actividad de la lectina de Aplysia californica en diferentes

amortiguadores (Ver Figura 10).

Amortiguador Dilucién con | Actividad Actividad especifica
actividad (U/mL) (U/pg de proteina)
Bicina pH 9.0 1: 32 320 5.09
Bis-Tris pH8.0 1:256 2560 40.72
Bis-Tris pH 7.5 1:256 2560 40.72
Fosfatos pH 7.5 1:512 5120 81.44
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Es importante mencionar que la lectina de Aplysia californica, destaca por la alta
actividad hematoglutinante que posee aun diluida, lo cual se ve reflejada en los
valores de actividad especifica. En amortiguador Bis-Tris, la lectina resulta ser casi
nueve veces mas activa que la lectina comercial del trigo utilizada como control
positivo (Tabla 4). Con respecto a los valores reportados en la literatura para otros
invertebrados marinos, se encontrd6 que posee valores de actividad
hematoaglutinante con sangre de conejo, mayores que la lectina del bagre y el
pepino de mar [86,87], sin embargo, la actividad especifica de la lectina de gonada
de Aplysia kurodai es mayor [30], y cuando la lectina de Aplysia californica esta en

amortiguador de fosfatos, ésta la supera.

Tabla 4. Valores reportados de actividad especifica de algunas lectinas
con afinidad por galactosa.
Organismo Actividad
especifica (U/ug
de proteina)

Lectina de esponja marina Halichondria okadai [86] 0.748
Lectina del pepino de mar Holothuria scabra [87]. 32
Lectina de gonada Aplysia kurodai [30] 64
Lectina comercial de Trigo Triticum vulgaris [92]. 4.6

Por otro lado, se evaluo el efecto de diferentes aditivos en la estabilidad de la
proteina pura. Se observo que la lectina es mas estable en presencia de algunos
disolventes organicos y polioles (Figura 12), indicativo de su hidrofobicidad. Se sabe
que, los compuestos organicos no volatiles y polioles (Polietilenglicol y
polipropilenglicol P400), tiene la propiedad de alterar la solubilidad de las proteinas al
interaccionar con ellas y modificar las caracteristicas fisicas del disolvente, debido a
que disminuyen la viscosidad del agua a concentraciones bajas, lo cual los hace
excelentes reactivos para cristalizacion [93]. Se ha reportado que aditivos como el
Glicerol y el PEG en concentraciones entre 5-10 % w/v evitan la pérdida de
actividad enzimatica, aumentan el valor de Tm y controlan la agregacién irreversible
de las proteinas [94,95], al disminuir la tensidén superficial del agua hidrata las
regiones hidrofobicas de las proteinas de manera ordenada [95], por lo que cuando

la proteina se desnaturaliza y las regiones hidrofébicas quedan expuestas, este
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ordenamiento es mayor evitando asi las interacciones proteina-proteina [96]. Es
importante mencionar, que el aumento en la estabilidad no necesariamente
incrementara la solubilidad de la proteina, por lo que es necesario tener establecida
una concentracion 6ptima del aditivo [95]. También se ha observado que ciertos
iones como el Co*, Na'', Mg™, Ca*, Zn™ o Ni*3, entre otros, favorecen la
estabilidad de proteinas al coordinarse principalmente con aminoacidos acidos
(glutamico o aspartico) o con Histidina estabilizando zonas flexibles, como son las
asas y en otros casos, favorecen la actividad de las proteinas. Es decir, pueden tener
una funcidn catalitica o una funcion estructural [97].

Por otro lado, los aditivos organicos volatiles (alcoholes), cambian la polaridad
del medio y podrian estar formando interacciones tipo puente hidrégeno con los
residuos polares de la molécula [98], entre ellos cisteinas, tirosina o la serina,
generando un menor numero de interacciones inter e intramoleculares, disminuyendo
asi, la agregacion, sin embargo, si las lectinas tienen en su DRC aminoéacidos de

este tipo, la actividad se vera disminuida.
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Figura 12. Efecto de diferentes aditivos en la estabilidad térmica de la lectina de A.
californica. Se muestran las condiciones del kit de aditivos de Hampton Research®

que favorecieron la estabilidad de la lectina.
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Para determinar si las condiciones de mayor estabilidad correspondian a las
de mayor actividad, se realizaron pruebas de actividad hemaglutinante en presencia
de algunos de estos aditivos disponibles en el laboratorio (Tabla 5). Observamos que
en presencia de metanol, etanol y 2-Propanol, la actividad disminuia a la mitad y
después de 72 h la actividad se perdia por completo. En presencia de Polietilenglicol
3500 al 5 % y Polipropilenglicol P400 al 1 % la lectina permanecio estable y activa
alrededor de una semana. Finalmente, en presencia de Cloruro de cobalto la lectina
incrementd su actividad al triple (120 U/ug) con 10 mM de CoCl,, mientras que con 2
mM y 5 mM de esta sal, la actividad se incrementé al doble (81.44 U/ug). Sin
embargo, después de 24 horas la actividad se pierde y se observo a la proteina
precipitada [98]. También se intentd purificar a la proteina en presencia de este i6n a
una baja concentracién (1 mM) pero se observo que la proteina formaba oligdmeros
de gran tamafio que se quedaban atrapados en la matriz, por lo que no se siguid
utilizando. Esto sugiere que quizas la lectina se estabiliz6 mediante mecanismos de
oligomerizacion, los cuales en un principio le confieren mayor actividad a la lectina al
exponer mas sitios de reconocimiento, pero si el proceso no se detiene, la proteina
pierde la actividad y precipita. Cabe sefialar que en el medio marino se encuentran
cantidades altas de diversos iones (Tabla 6) algunos son requeridos por las

proteinas para su funcion.

Tabla 5. Actividad de la lectina de A. californica en presencia de distintos aditivos

Tipo de aditivo Aditivo Dilucién Actividad Actividad
(U/mL) especifica
(Ulug)
Control 1:256 2560 40.72
Organico volatil Metanol 10% 1:128 1280 20.36
Etanol 10% 1:128 1280 20.36
2-Propanol10% 1:128 1280 20.36
Poliol Etilenglicol 10% 1:256 2560 40.72
Polimero Polietilenglicol 3500 5% 1:256 2560 40.72
Organico no volatil | Polipropilenglicol P400 1:256 2560
5% 40.72
16n multivalente Cobalto 5y 2 mM 1:512 5120 81.44
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Tabla 6. Concentracion de algunos iones
divalentes presentes en el agua del Océano

Pacifico [99].

lon divalente Concentracion
(mg/L)
Calcio 400
Magnesio 1.26
Hierro 4x107
Cobalto 2.5x10™
Zinc 1.4x10™

Debido a que se ha reportado que las lectinas se estabilizan en presencia de
su ligando [100], se realiz6 un ensayo de termofluorescencia en presencia de
algunos galactosidos. En la Figura 13, se puede observar el incremento de la Tm en
presencia de galactosa y de ambos anémeros de la lactosa. En presencia de la D(+)
Galactosa y a-Lactosa la Tm se incrementa 6°C, mientras que en presencia de [3-
Lactosa el incremento es de 2.5 °C. Es interesante notar que aun cuando en
presencia de la a-Lactosa y de galactosa el valor de la Tm es practicamente el
mismo, la desnaturalizacion se inicia antes en presencia de a-Lactosa, por lo que el

ligando que favorece la estabilidad de la lectina es la galactosa.

Fraccion desnaturalizada

60
Temperatura (°C)

-o- Lectina + D(+) Galactosa -#- |ectina + B-Lactosa

Lectina + a-Lactosa - Lectina
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Figura 13. Efecto de los ligandos que reconoce la lectina de

A. californica en su estabilidad.

7.5. Secuenciacion de la lectina de Aplysia californica

Una vez determinada la pureza de la lectina, se determiné6 su secuencia de
aminoacidos por espectrometria de masas. La secuencia obtenida se muestra en la
Figura 14. La lectina consta de 238 aminoacidos y esta reportada en el analisis del
genoma de Aplysia californica, esta secuencia esta depositada en el NCBI con el
numero de referencia: XP_005099808.1, en donde, esta reportada como una
proteina de funcién desconocida. Su masa molecular fue determinada a partir de su
secuencia con el servidor ProtParam [73] es de 26422.8, el punto isoeléctrico (pl) de
5.05 y el coeficiente de extincién Abs 0.1% de 2.067 M cm™ a 280 nm. Ademas, se
determind en el mismo servidor el indice de inestabilidad, que fue de 46.7, lo que

significa que la proteina es inestable (arriba de 40 se consideran inestables).
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51
TVVDRQSEAA
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LRARVESWNYKY
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WVDNGCRADF
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NQQSAAPCTL

1
LSVLAATQAC
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CTLGESFGYAQ
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TTTVNVSSWN
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FSVSYYSV
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VQGVSYVVNM
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LPVRPTECAQL
141
FGFYNENSTV
191
SSCIYSMRVA

Figura 14. Secuencia de la lectina de Aplysia californica. Cddigo NCBI
XP_005099808.1.

Es sabido que una proteina tiende a precipitarse cuando esta a un pH cercano a su
punto isoeléctrico, sin embargo, en el presente estudio se trabajé a un pH de 7.4,
por lo que no fue la cercania con el pl lo que provocd la inestabilidad de la proteina,
sino que debe ser otro el motivo, es posible que la proteina posea parches
hidrofébicos que en medio acuoso la desestabilicen o bien zonas altamente

desestructuradas.
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7.6. Analisis bioinformatico

7.6.1. Modelo estructural de la lectina de Aplysia californica
Con el fin de conocer aspectos estructurales de la lectina de A. californica, e intentar

encontrar una explicacion del comportamiento de inestabilidad de la misma, se
obtuvo el modelo de la estructura terciaria de la proteina utilizando el servidor
Robetta [66]. Este servidor proporcioné 5 modelos con la menor energia libre global
requerida para favorecer termodinamicamente el plegamiento de la proteina. Tres de
ellos, tenian una puntuacion de 0, lo que indicaba que era poco probable que esa
estructura correspondiera con la real. Los dos modelos restantes, se analizaron con
Molprobity y COOT [69,71] para determinar cual tenia la mejor estereoquimica, y los
menores errores estructurales. En todos los modelos, se observaron dos dominios:
Uno, que comprende los residuos del 1 al 151 (Dominio 1) y el segundo, que
comprende del residuo 152 al 238 (Dominio 2) (Figura 15 A). Es importante sefalar,
que aun el mejor modelo tuvo una puntuacion de confianza de 0.15 para el dominio 1
(dominio N terminal), mientras que para el dominio 2 (dominio C terminal) la
puntuacion fue de 0.08. Esto implica que hay una mayor confianza en la estructura
del dominio N terminal, que en el C terminal. Sin embargo, los valores de confianza
son muy bajos. Esto se debe a que no hay ningun modelo en el Protein Data Bank
(PDB) que tenga una alta homologia con la secuencia de la proteina de A.
californica. Por lo que se trata de una proteina con un plegamiento diferente. En
casos como éste, en donde, no se puede realizar una prediccion por homologia, el
servidor Robetta realiza un modelo ab initio. EI modelo obtenido, presenta una
predominancia de hebras beta en su estructura y apenas una pequefia hélice en el
extremo amino terminal (Figura 15 A y B). El Dominio 2, es el que presenta zonas
altamente desestructuradas, que pueden favorecer la agregacién de la proteina, al
ser zonas muy flexibles que interaccionan facilmente con otras secciones

desestructuradas de otros monémeros de la misma proteina [100].
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Figura 15. Modelo estructural de la lectina de A. californica obtenido con el servidor
Robetta. A) Modelo donde se muestran los dos dominios que forman a la proteina B)

Contenido de estructura secundaria donde se observa que predominan las hebras [3.
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7.6.2 Analisis de la agregacion de la lectina.

Durante todo el proceso de purificacion y caracterizacion de la lectina de A.
californica, se observo la fuerte tendencia que esta mostraba para oligomerizarse.
Por lo anterior, se determinaron los segmentos de la proteina que favorecian dicho
comportamiento. Para ello, se utilizaron dos servidores: Uno que analiza los
segmentos de una proteina que tienden a agregarse de una forma un tanto
ordenada, dando lugar a fibras amiloides y el otro, que identifica en general puntos
importantes dentro de la secuencia de una proteina que favorecen la agregacion en
general. En el primer caso, se utilizd el servidor PASTA 2.0 [74]. Este servidor
detecto la presencia de 2 zonas que favorecen este tipo de agregacion (Figura 16 A
zona marcada en azul), ambas localizadas en el Dominio 1. La mas factible, que
inicie este proceso, es la hélice que se encuentra en el extremo amino terminal, ya
que esta expuesta. Para que las hebras pudieran interaccionar con otra molécula, se
requeriria que la proteina sufriera un cambio conformacional que le permitiera
exponer esta zona. Este tipo de cambios conformacionales no son imposibles, de
hecho, se ha observado en proteinas de varios organismos marinos que al
interaccionar con su ligando se induce este tipo de comportamientos. Tal es el caso
de la lectina CEL-III del pepino de mar Cucumaria echinata [43], en donde, se inicia
un mecanismo de oligomerizacion, desencadenado por el reconocimiento de su
ligando (N-acetilgalactosamina). Esta proteina esta formada por dos Dominios de
Reconocimiento de Carbohidratos y uno de oligomerizacion, una vez que reconoce
su ligando, a través de sus DRC el tercer dominio, llamado dominio de
oligomerizacion, sufre un cambio conformacional, que ocasiona la exposicion de
residuos hidrofébicos, formando interacciones beta-beta con las zonas desplegadas
de los demas mondmeros, que se encuentran también reconociendo azucares en la
membrana, lo que permite, la formacion de un poro constituido por siete subunidades
que le permite penetrar la bicapa lipidica de las membranas de los patdgenos,
produciendo hemodlisis.

El segundo servidor, Aggrescan [75] detectd 10 sitios potenciales que pueden inducir
la agregacion de la proteina, estos se pueden observar en verde en la Figura 16 B y
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C. En este caso, la mayoria de los sitios de agregacién se localizan en el Dominio 2,

lo que sugiere, que este dominio es el de oligomerizacion.

A

Figura 16. Determinantes estructurales de la agregacion de la lectina de A.
californica. A) Sitios potenciales para la formacion de fibras como determiné el
servidor PASTA estan marcados en azul y B) sitios de agregacion detectados

por el servidor Aggrescan marcados en verde.

7.6.3. Andlisis de los sitios de glicosilacion de la lectina de A. californica
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Otro factor que puede favorecer la agregacion de la proteina, es la presencia de
glicosilaciones. Este tipo de modificaciones postrasduccionales, favorecen la
agregacion al favorecer las interacciones azucar-azucar o bien azucar-proteina.
Mientras mayor es el grado de glicosilacion, mayor la tendencia a agregarse. Al
hacer el analisis de los posibles sitios de glicosilacidon, utilizando el servidor
Glycosylation Predictor [76] se observo que la proteina tiene 20 posibles sitios de
glicosilacion y que predominan las O-glicosilaciones, con 15 posibles sitios. Este tipo
de glicosilacion puede ocurrir en residuos como la serina y la treonina. Los 5 sitios
restantes corresponden a posibles N-glicosilaciones, que ocurren en residuos de
asparagina. Como se observa en la Figura 17, el mayor numero de sitios de
glicosilacion se encuentran en el Dominio 2 con 11 sitios para O-glicosilaciones y 3
para N glicosilaciones, mientras que en el Dominio 1 sélo hay 4 sitios para O-
Glicosilaciones y 2 para N-Glicosilaciones [101-103]. Debido al gran numero de sitios
de glicosilacion detectados y aunado a su poca estructura, el Dominio 2 debe ser
muy poco estable y el responsable de la agregacion de la lectina. Por lo anterior,
seria importante en un futuro determinar el contenido de azucares totales presentes
en la lectina.

Es importante destacar, que las N-Glicosilaciones son el resultado de
modificaciones postraduccionales que sufren las proteinas y pueden ser de suma
importancia para llevar a cabo la funcién biolégica de las mismas. Este tipo de
modificaciones, estan relacionadas con varios fendmenos como las interacciones
patdégeno-hospedero, asociaciones simbidticas, adhesion celular, reconocimiento
célula-célula, desarrollo embridnico, desarrollo y diferenciacion. Se ha observado
también, que la glicosilacion puede favorecer la estabilidad en proteinas extremofilas
y, que en un gran numero de proteinas si se desglicosilan pierden o disminuyen
notablemente su actividad. En lectinas pueden favorecer la especificidad de las

mismas, es por eso que un gran numero de ellas estan glicosiladas [101-103].
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Figura 17. Posibles sitios de glicosilacion presentes en la lectina de A.
californica obtenidos con el servidor Glycosylation Predictor [76]. En verde,
se pueden observar que el mayor nimero de sitios se localizan en el

Dominio 2.

7.6.4. Andlisis de los sitios de union a azucares por acoplamiento molecular
(Docking)

Con el fin de conocer los posibles sitios de reconocimientos de carbohidratos, se
realizé un acoplamiento molecular (Docking) de la galactosa en el modelo obtenido
por Robetta. Dicho acoplamiento, se realizdé con el servidor SwissDock [77]. En la
Figura 18, se observan los 3 sitios que mostraron la puntuacion mas alta. El que
tiene la puntuacion mas alta (Sitio 1), se localiza en el Dominio 1, el segundo (Sitio 2)
en puntuacion, se localiza en la interface entre los Dominios 1y 2 y el tercero (Sitio
3), esta en el Dominio 2. Es interesante notar, que en los tres sitios, en el fondo del
bolsillo, que forma el sitio de reconocimiento, se encuentran aminoacidos
hidrofébicos y en la parte mas superficial, se localizan aminoacidos hidrofilicos. El
Sitio 1, que mostrd la mayor puntuacién, es el que tiene mas interacciones que
estabilizan esta unidn, en él, se pueden observar interacciones hidrofébicas en la
base, puentes de hidrégeno en la parte externa, ademas de interacciones cation-pi y
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de apilamiento de anillos, este tipo de interacciones son comunes en el
reconocimiento de su ligando por lectinas [9,11,13].

Durante la purificacion y caracterizacién de esta lectina, la actividad se siguo
por medio de pruebas de aglutinacion de eritrocitos de conejo, este tipo de actividad
s6lo se puede observar si la lectina presenta al menos 2 sitios de reconocimiento,
para asi poder formar los entrecruzamientos y aglutinar. Si s6lo presenta un sitio, no
puede aglutinar [1,7], por lo que al menos, los dos primeros sitios deben estar
presentes en la lectina. Sin embargo, y dada la actividad tan alta que presenta esta
lectina es posible, que tenga los 3 sitios y que el tercero favorezca la oligomerizacion
de la lectina, organizandola de tal forma, que permita la exposicion de un mayor
numero de sitios de reconocimiento, como ocurre con la lectina del pepino de mar
[44]. Es interesante notar, que los ligandos estan unidos en sitios que favorecen la
estabilidad de la lectina, al inmovilizar las zonas flexibles, como las asas y la hélice
del amino terminal, impidiendo la agregacién desordenada y favoreciendo la
oligomerizacion ordenada. Es por esto, que en presencia de su ligando, la lectina es

estable, como se observo incluso en la termofluorescencia y ademas es posible

7

concentrarla lo que sin su ligando es imposible.

\

| ) Sitio 2
Sitio 1

Figura 18. Acoplamiento molecular de la lectina con su ligando,
galactosa obtenido con el servidor SwissDock. Se observan 3 DRC.
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7.6.5. Sitios de unién aiones

Para detectar que tipo de iones o ligandos puede reconocer la lectina de A.
californica, la secuencia se sometié a un analisis con el servidor COACH [78]. Este
servidor determind que la lectina tenia la capacidad de unir cationes divalentes,
como Ca**, Mg®* y Co?*, ademas puede unir galactésidos y glucésidos. Para verificar
si la lectina era cation dependiente, se hicieron pruebas de actividad con y sin Ca®*y
Co?*. Se observd, que si bien, la actividad se incrementa en presencia de estos
iones, no se pierde en ausencia de ellos. Por lo que dichos iones, deben tener una
funcién estructural mas que catalitica. Se ha observado que en general, estos iones
estabilizan zonas muy flexibles como las asas por medio de enlaces de coordinacién
que dependiendo del ién, puede ser con aminoacidos acidos o histidinas, dandole
una mayor estabilidad a la proteina [97, 104-105]. Esto corrobora, lo observado en la
termofluorescencia en presencia de Co®*. Ademas, este servidor detectd como sitio
de unién a galactdsidos el Sitio 1, determinado en el acoplamiento molecular, lo que

corrobora éste como el mas probable.

7.6.6. Andlisis de cisteinas

Un aspecto interesante de la estructura de A. californica, es la presencia de un gran
numero de cisteinas, 13 en total, ocho de ellas localizadas en el Dominio 1 y cinco en
el Dominio 2. Cuatro de ellas, localizadas en el dominio 1 estan a distancia apropiada
para poder establecer 2 puentes disulfuro (Figura 19). Sin embargo, se requiere
hacer un ensayo que nos permita detectar el numero de cisteinas libres para
corroborar esto [106,107]. De existir, le darian mayor estabilidad al Dominio 1. Sin
embargo, la existencia de tantas cisteinas libres (nueve) puede provocar
inestabilidad en la proteina, ya que se trata de aminoacidos muy reactivos que
pueden estar interaccionando y formar enlaces disulfuro con otros monémeros de la
misma proteina, provocando interacciones covalentes y por ende agregacion
irreversible [83,84, 108,109]. Por lo anterior, quizas sea necesario agregar un agente

reductor como el ditiotreitol (DTT) para impedir este tipo de interacciones.
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Figura 19. Cisteinas presentes en la estructura de A. californica.

Con lo anterior, se logré entender el motivo de la fuerte tendencia a oligomerizar
por parte de la lectina de A. californica, que ocurre principalmente por la presencia
del Dominio 2, que posee poca estructura ordenada. Dicha oligomerizacién, se
podria controlar, adicionando al amortiguador, que seria el Bis-Tris pH 7.4 un agente

reductor, polipropilenglicol P400 y Cloruro de sodio, sin embargo aun falta probarlo.

54



8.0 CONCLUSIONES

En el presente estudio se logré la optimizacion de la purificacién de la lectina de

A. californica, de tal modo, que se logré obtener por primera vez a la proteina

completa, que segun la secuencia obtenida, posee una masa de 26.4 kDa y pl
de 5.05.

La lectina tiene fuerte tendencia a oligomerizarse, siendo mas activa en su forma

oligomérica, el reto es controlar dicho proceso, lo que puede lograrse en

presencia de polietilenglicol, polipropilenglicol P400 y con su ligando.

Mediante un modelo estructural obtenido a partir de la secuencia obtenida, se

observo que:

Presenta dos dominios: El primero, es probablemente el de reconocimiento

del ligando y el segundo, es el de oligomerizacion.

Tiene un gran numero de sitios posibles de oligomerizacion, sobretodo en

el Dominio 2.

Tiene un gran numero de cisteinas expuestas y de sitios potenciales de

glicosilacion, que pueden estar favoreciendo la oligomerizacion.
Puede coordinar cationes divalentes y azucares.

Mediante estudios de acoplamiento molecular, se detectaron 3 posibles

sitios de union a su ligando, galactosa, lo que explica su alta actividad.
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9.0 PERSPECTIVAS

Localizar el érgano donde se encuentra la mayor concentracién de la lectina
de Aplysia californica, con el fin de prevenir la agregacién generada al
interaccionar con otros componentes del extracto crudo, asi como para
conocer con mayor exactitud su funcion bioldgica.

Realizar experimentos de FDB y actividad, utilizando agentes reductores y
oxidantes, con el fin de observar el efecto de estos sobre los residuos de
cisteina presentes y en la oligomerizacion.

Determinar el numero de cisteinas libres con la reaccién de Ellman.
Determinar los 6ptimos de pH y temperatura para la actividad de la lectina.
Realizar estudios de interaccién de la proteina con distintos ligandos por
calorimetria de titulacion isotérmica.

Realizar estudios de actividad antimicrobiana y con lineas celulares de cancer.
Realizar estudios de Dispersion Dinamica de Luz, con el fin de estudiar los
mecanismos de oligomerizacién, que sigue esta lectina y la forma de
controlarlos.

De ser posible, cristalizar la proteina para la obtencion de la estructura
cristalografica de la misma por difraccién de rayos X.

Una vez estandariza la purificacion realizar una tabla de rendimiento de la

purificacion.
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