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1.- ABSTRACT 

Lectins from decapods seem to mediate irnmune recognition. In the freshwater prawn 

Macrobrachium rosenbergii hemolymph, there is a 19 kDa glycosylated lectin (MrL), 

specific for N-acetylated sugar residues such as N-acetyl galactosamine, N-acetyl 

glucosamine and sialic acid derivatives. In young stases of the prawn, the lectin have a 

bigher concentration but lower agglutinating activity, however the adults stases have a lower 

concentration and bigher agglutinating activity. This oscillations on Ihe concentration and 

aggIutinating activity have a correlation with experimental observations about Ihe bigh 

susceptibility of youngs prawns to suffer infections. With the goal of better understand the 

participation of MrL on tbis phenomenon, Ihe lectins from Ihe young and adult stages and Ihe 

protein and saccharidic portions from the adult prawn were characterized. The lectins in both 

stages were purified by affinity chromatography using stroma from rat erythrocytes. The 

results show that the molecular weight and amino acid composition of Ihe lectin from youngs 

and adults prawns are similar; however, chromatofocusing assays identified four isolectins in 

the young <at pI: 5.6, 5.1, 4.6, 4.2) and only one in adult <at pI: 4.2). Their functional 

characterization shows different recognition capability and glycosilation rates. 

MrL from adult prawn contain 11 % of glycans, its characterization by affinity 

chromatography wilh lectins and gas chromatography indicated Ihe presence of 2 N-glycans 

1) Manose,N-acetylglucosamine,GaIactoseu, 2) Manose,N-acetylglucosamine,." and 

probably one O-glycan, Galactose"N-acetylglucosamine"N-acetylgalactosamineo.. sialic 

acid.o.,. The amino acid sequence obtained by mass spectrometry MALDI-TOF, have a 54% 

of identity with Ihe hyperglucemic hormone from M rosenbergii and 22 % and 27% with 

Ihe variable portion of the K and A chain from human antibody respectively, however tbis 

sequence not show identity with any animal lectin. The combination of circular dichroism 

and secondary structure prediction show a content and a pattem of 4 13 strands, a1temated 

by 3 random coil and two ct. helix, similar to !he folding of the irnmunoglobulin superfamily. 

Our results indicated that the saccharidic portion could be responsible of generating 

isolectins wilh different recognition capability, and that MrL could be a new member of the 

immunoglobulin superfamily proteins. 
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L- RESUMEN 

Las lectinas de decápodos son responsables del reconocimiento inmune. En la hemolinfa del 

langostino de agua dulce Macrobrachium rosenbergii, se encuentra una lectina glicosilada de 

19 leDa (MrL), específica para azúcares N-acetilados y derivados de ácido siálico. En estados 

juveniles del langostino la lectina tiene una concentración alta pero una baja actividad 

aglutinante, sin embargo los estados adultos poseen una baja concentración pero mayor 

actividad aglutinante. Estas oscilaciones en la concentración y la actividad aglutinante, 

correlacionan con observaciones en donde el langostino juvenil es altamente susceptible a 

infecciones. Con la finalidad de entender la participación de MrL en este fenómeno, se carac­

terizó la MrL de langostino juvenil, asi como la porción proteica y sacaridica del adulto. 

La lectina de ambos estadios de maduración se purificó por cromatografía de afinidad 

empleando estroma de eritrocitos de rata. Los resultados muestran que el peso molecular y la 

composición de aminoácidos de MrL de ambos estados no presentan diferencias, sin 

embargo, por cromatoenfoque se identificaron en la lectina del langostino juvenil cuatro 

isolectinas (a pI: 5.6, 5.,4.2) Y sólo una en el adulto (a pI:4.2), y como única caracteristica 

particular, poseen diferentes porcentajes de glicosilación y capacidades aglutinantes. 

La MrL del langostino adulto contiene un 11 % de carbohidratos, su purificación y caracte­

rización por cromatografia de afinidad con lectinas y cromatografia de gases, indican 2 N­

glicanos constituidos por: 1) Manosa,N-acetiI-glucosamina,Ga1actosal3, 2)Manosa,N-acetiI­

glucosamina ~', y 1 O-glicano, Galactosa,N-acetil-glucosamina,N-acetil-galactosamina o .• 

ácido siálico.o.2. La secuencia de aminoácidos obtenida por espectrometria de masas 

(MAWI -TOF), no mostró similitud con ninguna lectina animal, pero sí un 54% de identi­

dad con la hormona hiperglucemica de M rosenbergii y 22 Y 27% con la porción variable de 

las cadenas K y A. de anticuerpo humano. La combinación de dicroísmo circular y pre­

dicción de estructura secundaria mostró que MrL de langostino adulto posee un contenido y 

un patrón estructural de 3 hebras beta, alternado por 6 estructuras aleatorias y dos alfa 

hélices, similar al plegamiento de la superfamilia de las inmunoglobulinas. En conclusión, 

nuestros resultados indican que la porción sacaridica podria ser la responsable de generar 

isolectinas con diferentes capacidades de reconocimiento, y que MrL del langostino adulto 

podria ser un nuevo miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas. 
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n. INTRODUCCIÓN 

Glicoconjugados 

Durante las últimas 3 décadas la química y la biología de los glicoconjugados, carbohidratos 

unidos covalentemente a proteínas y Iípidos, ha adquirido gran importancia (Varki, 1993; 

Varki el al., 2000), ya que pueden participar en: 1) influenciar la conformación estructural de 

una proteína (Oheda el al., 1990); 2) funcionar como receptores de diversos agentes 

patógenos como bacterias o virus (Zenteno el al., 1998a); 3) como glicoantigenos, modular 

la respuesta inmune y pemñtir por enmascarantiento la evasión inmunológíca de patógenos 

(WetzIer el al., 1992); 4) determinar el periodo de vida de glicoproteínas y células de 

acuerdo al nivel de glicosilación de ciertos g1icoconjugados de superlicie (Drickamer, 1991); 

5) pueden funcionar como receptores para hormonas y patógenos (GIick el al., 1991); 6) 

controlar la permeabilidad de la membrana y regular el metabolismo y la división celular, 

debido a ciertos glicoconjugados de superficie celular (Ferntini y Nathan, 1991); 7) ser los 

responsables del reconocinúento y adhesión celular, manteniendo a órganos y tejidos en sus 

puntos de confinamiento (St. John el al., 1990) y sus alteraciones están intimarnente 

relacionadas con una gran cantidad de patologías y metástasis de cánceres (Varki el al., 

2000). 

Lectinas de Invertebrados 

Una de las herramientas importantes para el estudio de los glicoconjugados han sido las 

lectinas, proteínas con capacidad de reconocer carbohidratos de manera específica. Estas 

proteínas se encuentran en todas las entidades biológicas conocidas, desde animales hasta 

virus, pasando por plantas, insectos y protozoarios (Lis y Sharon, 1999). 

La capacidad de las lectinas para aglutinar eritrocitos es una propiedad que ha pemñtido su 

identificación en t<:jidos, diversos órganos (Komano y Natori, 1985), fluído celómico, seminal y 

hemolinfu de varias especies de invertebrados (Arason, 1996). Uno de los primeros reportes de 

lectínas en invertebrados proviene de Camus (1899), quien identificó una lectina en el t<:jido de 
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varias especies de caracoles del género Helir. En 1903 Noguchi (\ 903) demostró la presencia de 

una lectina en la hemolinfa del cangn;jo cacerola Limulus polyphemus y de la langosta Homaros 

americanus, con lo que se confinnó la presencia de lectinas asociadas a membrnna y solubles en 

la hemoUinfa La primera fase en la caracterización de \as lectinas en invertebrados se basó en 

identificar su funcionalidad y proponer su participación como elementos importantes para el 

reconocimiento y respuesta inmune (Cheng y Sander, 1962). La segunda fase se inició. partir de 

la identificación en la ostra Saxidomus giganteus (Jo08Oo, 1964) y en el caracol Helir hortensis 

(Prokop el al., 1965) de lectinas con capacidad de identificar grupos sanguíneos humanos A Y B 

respectivamente, lo cual colocó. \as lectinas de invertebrados como herramientas útiles para la 

tipificación sanguínea. Las tercera Y ultima etapa se inició. principios de la década de los 70's, 

con tmbajos tendientes • identificar y caracterizar lectinas de invertebrados desde un punto de 

vista molecular, bioquímico, estructurnI y fisiológico, con el objetivo de establecer con mayor 

certeza sus papeles biológicos y su aplicación como herramientas para la caracterización de 

glicoconjugados(Vasta, 1992; Varlci, 1993; Varkielal., 2000). 

Papeles biológicos de las 1ectinas de invertebrados 

Dentro de los papeles biológicos plenamente identificados en \as lectinas de invertebrados se 

puede mencionar que: 1) Confieren protección al huevo contra patógenos y permiten el 

desarrollo embrionario, como ocurre con los embriones del cangn;jo cacerola Tachypkus gigas 

(Slñshikura y Sekiguchi, 1984). 2) Varias lectinas con diferentes especificidades, en 

protozoarios de vida libre, como Acanthoamoebea SflP, están implicadas en el reconocimiento y 

unión de particulas o de alimento (Brown el aL. 1975). 3) Algunas lectinas regu1an \as 

interacciones simbióticas especificas, como ocurre con ciertas especies bacterianas y el alga 

Didemniwn prochloron (Muller el al., 1984). 4) Las células espermáticas de todas \as especies 

de invertebrados poseen en su superncie, lectinas Y glicoconjugados con reoeptores especificos en 

la superficie de los oocitos los cuales poseen también lectinas y glicoconjugados, por lo que \as 

interacciones entre ambos son sumamente especificas y son \as responsables de la restricción de la 

fecundación entre especies, como ocurre con \as restricciones de diversas especies de erizos de 

mar (Vacquier y Moll, 1977). 5) Algunas lectinas de superficie celular reconocen ligandos 
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endógenos y son las responsables de formar agregados celulares, como ocurre con las lectinas de 

esponjas (YeaIon, 1981). 6) La variación en la concentración de lectinas antes, durante y después 

de la metamoIÍosis de los insectos sugiere su participación en la reorganización de tejidos y 

construcción del exoesqueleto (Mauchamp, 1982). 7) La localización de lectinas en epitelios, 

secreciones mucosa, hemolinfa, y en la membrana de ciertas células circulantes, 

conjuntamente con su capacidad por reconocer elementos ajenos, ubica a las lectinas como 

las principales responsables del reconocimiento de lo no propio y de la fagocitosis en 

invertebrados (rrip, 1960; Cohan el al., 1984). 

Lectinas de deaipodos 

Dentro de los invertebrados, los decápodos poseen una posición especial debido a su fiíci1 

adaptación para la acuacultura y considerable valor alimenticio, lo que los coloca como 

especies muy apreciadas y de importancia económica. Poseen un sistema circulatorio 

abierto, el cual contiene hemolinfa (tejido sanguíneo) por la cual viajan libremente, 

nutrientes, oxígeno, honnonas y células. Precisamente, es en la hemolinfa en donde se han 

identificado Iectinas, con diversas funciones, peSos moleculares, números y tamaños de 

subunidades (rabIa 1). La mayoría de las lectinas identificadas en este grupo poseen 

especificidad para carbohidrato s N-acetilados, tales como N-acetil-D-g1ucosamina 

(GlcNAc), N-acetil-D-galactosamína (GalNac) y algunas poseen especificidad para 

derivados O y N-acetilados de ácido siá1ico y en pocas ocasiones para fucosa y galactosa. La 

mayoría de estas lectínas son dependientes de cationes divalentes, por lo general calcio, y 

son senSIbles a la quelación (Nalini el al., 1994, Vázquez el al., 1998). Desafortunadamente 

se tiene escasa información relacionada con la secuencia génica, proteica y organización 

estructural de las lectinas de crustáceos, infonnación de suma importancia para entender su 

participación en los mecanismos de reconocimiento inmune y, derivado de este 

reconocimiento, los procesos de respuesta inmune. 
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Papel biológico de las lectinas en decápodos 

Se ha propuesto que las lectinas de decápodos poseen, en general, las mismas funciones 

biológicas que las lectinas del resto de los invertebrados. Participan en el transporte de 

carbohidratos, g1icoproteinas y calcio (Vasta, 1992; Vázquez el al., 1998), en la adhesión 

celular, migración y apoptosis de grupos celulares (Ni y Tizard, 1996). Pero en donde 

destaca la participación es en el reconocimiento de 10 no propio, ya que la mayoria de las 

lectinas presentes en la bemolinfa de decápodos son especificas para carbohidratos que se 

localizan en la pared Y membrana de bacterias y virus, tales como lipopolisacárido (Kopacek 

el al., 1993), ácido siálico y derivados N y O acetilados (Vázquez el al., 1993), GlcNAc y 

GalNAc (Freire-Márquez y Barraco, 2000) y 1l-1,3-g1ucano (Duvic y Soderhall 1992). Del 

mismo modo, las 1ectinas asociadas a bemocitos, una vez que reconocen su ligando, son las 

responsable de iniciar varios mecanismos de respuesta inmune tales como la activación del 

sistema de profenoloxidasa (proPO), (Snütb y Soderhall, 1983; Soderhall y Cerenius, 1998), 

hberación de factores de adhesión (Tbornqvist el al., 1994), liberación de factores 

inductores de la coagulación de la hemolinfa (Kopacek el al., 1993), hberación de proteinas 

y péptidos antimicrobianos (Kawahata el al., 1996), fagocitosis (Tyson y Jenkin 1974; 

Vazquez el al., 1998; Sierra el al., 1999) Y encapsulación de particulas que no pueden ser 

fagocitadas (persson el al., 1987). 
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Tabla 1, Propiedades de algunas lectinas de decápodos, 

Crustáceo Catión Peso Molecular Snbnnidad Especificidad Actividad Biológica Referencia 

kDa kDa 

Langostino 

Macrobrachfum rosenbergti en 19 9,6 NeuAc, GaINAo, GlcNac Aglutinación Bacteriana Vbquez el 01.,1996 

Cangrejo. 

Scylla se"a/a en 55,7 25-30 NeuGc, Ao, 0010.000, MSB Opsonización Kongtawelert,I998 

Charlbdisjaponclcs CD 300 19 a-ga1actosil. a -g1ucosil n,d Umetsu el 01.,1991 

Langosta 

Homarus amerlcanus en 19 5 NenA<: n,d Hall y Rowlands 1974 

Jasus verreauxt CD n,d n,d MSB, Fe~ NenA<:, GlcNac Opsonización Imai el al .. 1994 

Cangrejo de rio 

Paslfaslacus lenfuseuJus CD 420 65-80 MSP, MSB, F~ LPS Opsonízaci6n Kopacek el o/ .• 1993 

A, pal/lpes CPD n,d n,d Fet, n,d Middleion el al., 1996 

Lapa 

Megabalanus rosa CD 330 22 Gal Biomineralizacion Muramoto el al .. 1985 

Balanus rostralus CD 120 25 Gal, Lac, Mel Biomineralizacion (.) Toda el al" 1998 

Esquila 

Mantis shrimp en 192 - Fucosa Formación Cápsula f\mirante y Basso, 1984 

Penaeidol 

Peneaus japonicus CD 330 33 GlcNac. GalNac, NeuAc Opsonisación Kondo el al .. 1998 

Peneaus califomiensis eD 174 41 GlcNac, GalNac, NenA<: Aglutinación bacteriana Vargas-Albores 1995 

CD y CPD. catión dependiente y parcialmente dependiente. NeuAcooácido siAlico, GalNac-Nacetil-galactosamina. GlcNAc-Nacetil-g1ucosamina. NeuGc­

g1icosil ácido siútico, Fet-fetuina, Gal-galactosa, Lac-lactosa, Mel- Melobiosa, MSB y MSP-mucina submaxilar bovina y porcina. 
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1IL ANTECEDENTES 

El langostino de agua dulce Macrobrachium rosenbergii es un decápodo que posee una gran 

adaptabilidad Y rápido desarrollo, y es importante en la acuacultura debido a su alto valor 

alimenticio y económico (New, 1995). Sin embargo, una de las limitantes importantes para 

su óptima explotación ha sido la alta tasa de infecciones mortales en los estadios larvarios y 

juveniles, ocasionado por levaduras en invierno y enterococos en verano, infecciones que 

disminuyen de manera considerable conforme se desarrolla el langostino (Cheng y Chen, 

1998; Bochere, 2000). Los trabajos relacionados con la ecología del langostino y prácticas 

de cultivo son abundantes y los relacionados a los aspectos bioquímicos y fisiológicos se 

enfocan al impacto de contaminantes en el metabolismo y desarroUo del langostino 

(Vijayram, 1996; Lee el aJ., 1997; Cavalli el aJ., 2000). Por otro lado los trabajos 

relacionados con la descripción de los mecanismos de respuesta inmune son más abundantes 

y se pueden clasificar en tres grupos: 1) Influencia del medio ambiente: en donde sé ha 

demostrado que un incremento en la temperatura y oxígeno inducen un aumento en la 

cantidad de hemocitos y la activación del sistema proPO. El incremento sostenido del pH a 

8.8-9.5 y de la temperatura a 33-34 ·C, exacerban infecciones por enterococos, las cuales 

pueden Uegar a reducirse por una disminución de la salinidad (5-10 ppm) (Cheng y Chen, 

1998, 2000). 2) Respuesta inmune celular: se han identificado en M rosenbergii tres tipos 

de hemocitos: a) fusiformes o hialinos, b) ovoides grandes o granulares y e) r<:dondos 

pequeños o semigranulares. Los hemocitos ovoides grandes o granulares son los 

responsables de actividad fagocitica, activación del sistema proPO y citotoxicidad, por lo 

que representan la principal linea de defensa celular (Vázquez el al., 1997; Zenteno el al., 

1998b; Sung el al., 1998, 1999; SoderhaU, 1998). 3) Respuesta inmune humoral: en la 

hemolinfa del langostino M rosenbergii se ha confirmado la presencia de una lectina de 20 

kDa, dimérica con 9.6 kDa por subunidad y un 11% de carbohidratos (Vázquez el aJ., 1993, 

1996). Esta lectina es capaz de aglutinar eritrocitos de rata, conejo, gallina y ciertas cepas 

bacterianas como: Aeromanas sp., Bacillus cereus, Pasteurella hoemoIytica biotipo A serotipo 

12, Pasleurella mullocidD y con menor afinidad, SaJmoneIIa aflreus coagulasa positiva Y 

Escherichia coIi (Vázquez el al., 1997), todo lo cual permite ubicar a esta lectina como un 
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elemento importante para el reconocimiento de componentes extraños. Mediante el empleo 

de anticuerpos policlonales especificos para MrL sérica, se observó por microscopia 

electrónica, la presencia de MrL asociada a Golgi, gránulos secretores y membrana de 

hemocitos ovoides o granulares. La lectina asociada a la membrana de hemocitos posee la 

misma especificidad para carbohidrato s y eritrocitos de rata, gallina y conejo, que la lectina 

soluble, y además reconoce y fagocita eritrocitos y bacterias conteniendo carbohidratos N y 

O-acetilados (Vázquez el al., 1997; Sierra el al., 1999). Todo lo anterior confirma tres 

cosas; 1) que los hemocitos son los responsables de la síntesis de MrL; 2) la existencia de 

una variante de lectina asociada a membrana y 3) en la síntesis de MrL podrían existir 

rearreglos moleculares similares a los existentes en los anticuerpos solubles y asociados a la 

membrana de los linfocitos B. 

A partir de la cuantificación de lectina en la hemolinfa de varíos estadios de desarrollo de M 

rosenhergii. por medio de un anticuerpo monoclonal se concluyó que el estado juvenil del 

langostino posee una mayor concentración de lectina (2.6 mg por mi de hemolinfa), pero con 

una capacidad aglutinante notablemente disminuida; mientras que en el langostino adulto la 

lectina tiene una menor concentración (1.5 rng por mI de hemolinfa), pero una mayor 

capacidad aglutinante (Agundis el al., 2000). Esta correlación entre MrL de langostino juvenil 

con baja capacidad de reconocimiento y la alta tendencia a sufiir infecciones en este periodo, 

permite confirmar la participación de esta lectina en el mecanismo de reconocimiento inmune. 

Sin embargo, se ignora cómo podría llevarse a cabo la regulación de la actividad de MrL o sí 

varias isolectinas están implicadas. 
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IV. JUSTIFICACIÓN 

En la hemolinfa del decápodo M rosenbergii se encuentra una lectina (MrL), sintetizada por 

hemocitos y una variante de ésta se encuentra asociada a membrana. Tanto la lectina de 

membrana como la sérica reconocen grupos celulares que contienen el mismo determinante 

sacaridico, y se considera que fonnan la primera línea de defensa inmune en el langostino. La 

lectina sérica muestra una mayor concentración pero menor actividad aglutinante en el 

estadio juvenil que en el adulto, comportamiento que coincide con la alta tendencia de 

organismos juveniles a padecer diversas infecciones. 

Se desconocen las propiedades bioquímicas de la lectina en fase juvenil, por lo cual 

proponemos que la diversidad funcional de la actividad aglutinante podria estar relacionada 

con fenómenos de microheterogeneidad de la proteina, y regulada a su vez por la maduración 

del langostino, lo cual genera isolectinas que pudieran explicar este comportamiento. 

Trabajos previos indican que la lectina aislada del langostino en fase adulta es una 

glícoproteina, lo cual también estarla generando una alternativa de diversidad en la leetina en 

los diferentes estadios de desarrollo. Por estas razones, en este trabajo se pretende 

caracterizar las propiedades bioquímicas y estructurales de la leetina obtenida en el estadio 

juvenil y adulto, con la intención de entender y explicar su papel en la biología y respuesta 

inmune del Iangostioo. 

IV. HIPÓTESIS 

La diferencia en la capacidad de reconocimiento y respuesta inmune entre el langostino 

juvenil y adulto se debe a la existencia de isolectinas con diferentes caracteristicas y 

capacidades de reconocimiento por sus carbohidratos. 

IV. OBJETIVOS 

1.- Purificar y caracterizar a la lectina del langostino M. rosenbergii en estadio juvenil y 

adulto y realizar un análisis comparativo, bioquímico y funcional de la lectina 

en ambas etapas de maduración. 

2.- Realizar la caracterización bioquímica y estructural de la porción proteica y sacaridica de MrL 

de langostino adulto. 
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V.- MATERIALES Y MÉTODOS 

Extracción y purificación de MrL de langostino juvenil y adulto 

El langostino de agua dulce Macrobrachium rosenbergii se obtuvo de g¡anjas dulceaculcolas en 

Jojutla Maretas, México. Los estadios de maduración se determinaron con base en el peso y 

caracteristicas corporales de acuerdo a los parámetros de Peebles (1977) Y Wickins y Beard 

(1974). Los grupos analizados fueron: a) juvenil (post-larva), con una longitud de 7±O.5 cm 

(n=20) y b) adulto (especimenes en intermuda) de 10.3 ± 0.9 cm (n=24). 

La hemolinfil fue extraída del seno pericárdico mediante punción utilizando una aguja de 25 mm; 

se dejó coagular a temperatura ambiente durante 30 min Y posteríonnente el suero obtenido, 

después de someterlo a centrifugación a 16,000 X g, a 4' C por 30 min, se dializó contra 

amortiguador TBS (Tris-HCI 50 mM, NaCI 0.15 M, CaCl2 3 mM, pH 7.4). La lectina se 

purificó por cromatografia de afinidad en una columna (1.5 X 25 cm) conteniendo estroma 

de eritrocitos de rata fijados con g1utaraldelúdo y atrapados en Sephadex G-25 (Vázquez L., 

el al, 1997). La columna se equilibró previamente con TBS a un flujo de 10 mVh. 1.5 mi de 

hemolinfa, conteniendo 266 mg de proteína; posteriormente se depositó en la columna y la 

fracción no retenida se eluyó con TBS hasta que la densidad óptica (DO) a 280 nm fue igual 

a cero y la fracción retenida se eluyó de la columna por la adición de ácido acético al 3% 

(v:v) en agua (Vázquez L., 1994). Se colectaron fracciones de 1.5 mi, se dializaron con 

amortiguador Bis-Tris (25mM Bis-Tris, 25mM ácido iminodiácetico, pH 7.2), Y finalmente 

se detenninó la DO a 280nm así como su actividad aglutinante para eritrocitos de rata al 2% 

en TBS. Las fracciones conteniendo a la lectina (MrL) fueron concentradas por 

ultrafiltración en un AMICON con una membrana con un límite de corte de 10,000. La 

concentración de proteína se determinó de acuerdo al método de Bradford (1976), empleando 

albúmina séríca bovina como estándar. El proceso de purificación se realizó en condiciones 

idénticas para la hemolinfil obtenida de organismos juvenil y aduho. 
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Purificación de MrL por intercambio ¡ónito 

Con la finalidad de evaluar la pureza de MrL de langostino obtenida por cromatografia de 

afinidad, la lectina del langostino adulto se purificó por separado en una columna pre­

empacada mono P HR 5/5 mm (phannacia), en forma aniónica a pH 7.1 Y equilibrada con 

amortiguador 50 mM Bis-Tris, con un flujo de I rnVrnin, Y una presión de 40 bars, durante 

60 min, en un sistema de FPLC (Pbarmacia). La lectina se e1uyó de la columna con un 

gradiente discontinuo de 0-1 M de NaCl en amortiguador Bis-Tris. Se colectaron fracciones 

de I mi Y la DO se monitorcó a 280 run. Cada fracción e1uída se dializó contra agua destilada 

Y se liofilizó para posteriores estudios. 

Caracterización química de MrL de langostino juvenil y adulto 

Electrororesis SDS-PAGE 

La masa molecular y homogeneidad de la lectina purificada en los dos estadios de 

maduración del langostino se evaluó en geles de poliacrilarnida al 10"/0 en condiciones 

reductoras, en presencia de 0.1% dodecil sulfato de sodio (SDS) y beta-meccaptoetanol al 

5%, empleando el sistema de amortiguadores de Laemmli (1970). El gel se tiñó con 0.1% 

azul brillante de Coomasie. 

Composición de aminoácidos 

100 l4! de lectina purificada de langostino adulto y juvenil se sometieron a hidrólisis por 24 h 

con 2 mi de HCI 6N y ácido perfórrnico al 1% para evitar oxidación de aminoácidos 

sulfurados y fenilalanina. La hidrólisis se realizó a IIO"C en contenedores sellados al vacío y 

posteriormente, el hidrolizado se examinó en un analizador de aminoácidos Beckman 119-CL 

(Bidlingrneyer el al., 1984). 
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Determinación del punto isoeléctrico por cromatoenfoque de MrL del langostino 

juvenil y adulto 

Las lectinas purificadas de los organismos juvenil y adulto se aplicaron por separado a una 

columna pre-empacada mono P HR 5/5 mm (phannacia, UpsaJa, Suecia). La columna se 

equilibró con amortiguador Bis-Tris a un flujo de I mVmin con una presión máxima de 4 

bars en un sistema HPLC ( Pharmacia, UpssaJa, Suecia). Las isolectinas de lectina se 

eluyeron de la columna con un gradiente de pH continuo, en un programa de 60 mio, 

empleando el poli-amortiguador de 7 a 4 (pharmacia) (Zenteno el al., 1994). Se colectaron 

fracciones de I ml. a cada una se determinó su pH, DO a 280 nm y la actividad 

hemaglutinante para eritrocitos de rata al 2% (p:v) en TBS. 

Composici6n de ... rbobidratos de las isolectinas del langostino juvenil 

La composición de carbolúdratos para la lectina del langostino juvenil y adulta se determinó 

a partir de derivados heptaf1uorobutirato de O-metil-glicósidos, obtenidos después de 

Iúdrólisis con metanol-HCI 0.5 N por 24 h a IOO"C. Los O-metil-glicósidos se purificaron 

empleando una columna capilar (2.5 x 0.32 mm) conteniendo silicona OV 210 al 5% 

(Applied Science Lab. Bufalo, NY), en un cromatógrafo de gases Varian 2100 (Orsay 

France). El gas acarreador fue helio a una presión de 0.6 bar y la temperatura programada 

abarco desde los lOO a 240"C a razón de 2"C por minuto (Zanetta el al., 1994). L-Lisina 

(Sigma) se empleó como estándar interno. La identificación de cada residuo de azúcar se 

confirmó por espectrometria de masas. empleando el espectrómetro de masas Automass 

Finnigan II. 

Caracterizaci6n de la porci6n sacalidi ... de MrL de langostino adulto 

Los glicopéptidos de MrL de langostino adulto (MrL-Gp) se prepararon incubando 2 mg de 

la lectina en 0.5 mi de Tris-acetato (Tris-acetato ISO mM Y CaC!, 15 mM, pH 8) Y I mg de 
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pronasa (Streplomyces griseus, Sigma) por 48 h a 36° C. La mezcla se hirvió 5 min para 

detener la reacción enzimática y los glicopéptidos se filtraron en una columna conteniendo 

BioGeI P2 (100 X 1.2 cm) equilibrada con agua destilada. La purificación de los 

glicopéptidos se realizó por cromatografia de afinidad en I columna con 10 mg de lectina 

Concanavalina A (Con A) y 1 columna con 10 mg de la lectina de lenteja, Lens cu/inaris 

(LCA), ambas unidas covalentemente a Sepharosa 4B-CL (Sigma). Las columnas se 

equilibraron con el amortiguador de acetatos (acetato de sodio 5 mM, NaCI 0.14 M Y CaCh 

5 mM, pH 5.2), Y se aplicaron a cada una 200 Jlg de glicopéptidos de MrL en 200 ¡ll de 

amortiguador de acetatos. El material no retenido se eluyó con amortiguador de acetatos 

hasta que la DO a 215 nm fue cero; las fracciones retenidas en ambas columnas se eluyeron 

con 200 mM de a-metil-manósido (Debray el al., 1981). Las fracciones retenidas y no 

retenidas se colectaron y desalaron en una columna de Biogel P2 (100 X 1.2 cm), 

previamente equilibrada con agua destilada, a una velocidad de flujo de 10 mIIh. La 

composición sacaridica de las fracciones conteniendo glicopéptidos se determinó por 

cromatografía de gases, de acuerdo al protocolo previamente descrito (Zan~ el al., 1994) 

Y se correlacionó con la especificidad por oligosacáridos determinada para \as lectinas ConA 

yLCA(Debrayelal.,1981). 

Obtención de la secuencia de aminoácidos de MrL de langostino adulto por MALDI­

TOF 

Después de la electroforesis en SDS-PAGE de MrL-adulta, la banda con 200 pM de proteina 

se cortó e incubó con 0.5 Ilg de tripsina en 500 ¡il de bicarbonato de amonio pH 8.0 a 37"C 

por 24 h. La actividad enzimática se abolió almacenando la mezcla a 2"C por 4 h. El material 

digerido presente en el sobrenadante se secó por evaporación empleando un Gyrovap 

(Howe, Londres) y se reconstituyó en 200 ¡il de agua. Las muestras (conteniendo 50 pM /1 

JlI de agua destilada) se mezclaron directamente con 1 ¡il de la matriz 2,5- ácido 

dihidroxibenzoico (12 mg/ml en CHO 70:30 v/v) ), permitiendo a la mezcla cristalizar a 

temperatura ambiente. Los iones positivos de los péptidos se midieron en un espectrómetro 

de masas de tiempo de vuelo MALDI-TOF, Vision 2000 (Finnigan MAT, Bremen, 

18 



Alemania) equipado con un láser UV de 337 nm . El espectro de masas se adquirió en modo 

reflectrón con un voltaje de aceleración de 8 ke V y detección positiva. Los ensayos control 

se realizaron empleando solamente tripsina para identificar péptidos auto-digeridos y como 

estándar angiotensina 1 (Mr 1296.7) (Hellman el al., 1995). La masa de los iones 1M + H] de 

los péptidos se compararon con la base de datos NCBlnr (10/04/99). 

Dicroísmo circular y predicción de estructura secundaria de MrL de langostino adulto 

El porcentaje de estructura secundaria de MrL de langostino adulto se detenninó por su 

espectro de dicroísmo circular (CD). El cual se obtuvo a 21°C en un espectropolarimetro 

lASCO 1-700 calibrado previamente con ácido 10-(+)-camforsulfónico. La linea basal se 

desarrolló con un amortiguador de fosfatos 0.01 M, pH 8.5, posteriormente se incorporó una 

solución de 0.25 mg/mI de MrL en el mismo amortiguador, todo se realizó con una celda de 

1 mm, Y se analizó en la región ultravioleta (UV) lejano de 183 a 260 nm. La elipticidad por 

residuo (e) se calculó utilizando una masa de 110 gmol -1 por residuo. La descomposición y 

análisis de los espectros se realizó con el programa K2D (Andrade el al., 1993). La 

predicción de estructura secundaria a partir de la secuencia de aminoácidos se realizó 

empleando el algoritmo de redes neurales, en un servidor de correo electrónico y de acuerdo 

al protocolo descrito por los autores (Rost el al., 1993). 

Detenninación de la actividad aglutinante y especificidad sacarídica de MrL de 

langostino juvenil y adulto 

Las actividades aglutinantes de MrL de langostino adulto y juvenil se determinaron en placas 

de microtitulación U (NUNC, Denmark) por el procedimiento de doble dilución seriada 

(Vázquez el al., 1993). Las actividades aglutinantes se evaluaron empleando una suspensión 

de eritrocitos al 2% en TBS. Se evaluaron eritrocitos humanos tipo A, B, Y O (obtenidos de 

donadores sanos del banco central de sangre del IMSS, México), así como eritrocitos de 

rala, ratón, conejo, oveja, caballo y gallina, proporcionados por el bioterio de la Facultad de 

Medicina Veterinaria, de la UNAM. La actividad hemaglutinante se reportó como actividad 
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especifica, ésta corresponde al resultado de dividir la unidad hemaglutinante (UHA, número 

de pozos que aglutina la lectina en la placa de aglutinación) entre la concentración en 

miligramos de lectina empleada. Con la finalidad de evaluar la importancia del ácido siálico 

en la capacidad de MrL para aglutinar eritrocitos, algunos ensayos se realizaron en 

presencia de eritrocitos desialilados, al tratarse con la neuraminidasa de Vibrio cholerae 

(Sigma) (0.1 U de enzima por 500 ¡.il de eritrocitos a 37"C por 30 rnin). 

Preparación de glicanos y asialoglicoprotelnas de retuina, y evaluación de su 

especificidad para MrL de langostino juvenil y adulto 

Para evaluar las especificidades de MrL de langostino adulto y juvenil por N y O 

glicopeptidos de fetuina, estos se obtuvieron a partir de la incubación de 10 mg de fetuina 

con Img de la enzima pronasa de Slreptomyces griseus (Sigma), por 48 h a 37"C. Los N- y 

0- g1icopéptidos se fraccionaron por filtración en gel en una columna (1.6 X 100 cm) 

conteniendo BioGeI P4, previamente equilibrada con acetato de piridina 0.05 M a pH 4.5 

(Vázquez el al., 1996). El exceso de sales de cada N Y O g1icopéptido se eliminó por 

cromatografia de filtración en una columna conteniendo Biogel P~ (2 X 60 cm), previamente 

equilibrada con ácido acético 0.5 M en agua destilada. Los glicopéptidos se liofiIizaron y 

mantuvieron a 4°C hasta su uso. Se desialilaron 3 mg de glicoproteinas y 0.5 mg de N y 0-

glicopéptidos de fetuina por incubación con una solución de ácido sulfürico 0.002 N a 

IOO"C, durante l h Y posteriormente se desalaron en una columna de Bioge\ P2 (2 X 60 cm), 

previamente equilibrada con ácido acético 0.5 M en agua destilada, de acuerdo al protocolo 

de Spiro y Bhoyroo (1974). La composición de carbohidratos de cada glicopéptido de 

fetuina y de las formas desialiladas se reconfirmó por cromatografia de gases. 

Especificidad .acaridica de MrL de langostino juvenil y adulto 

La especificidad sacarídica de MrL del langostino juvenil y adulto se obtuvo evaluando la 

capacidad de varias concentraciones de azúcares, glicoprotelnas, glicopéptidos, y sus 

derivados desialilados para inhibir 4 unidades hemaglutinantes. Se colocaron en los pozos de 
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una placa de microtitulación tipo U (Nunc) 25 ~I de amortiguador TBS con 4 UHA de MrL, 

posteriormente se incorporaron por separado y en triplicado 25 lJ.I de 6 diferentes 

concentraciones de azúcares, glicoproteinas y glicopéptidos y se incubaron a temperatura 

ambiente por I h, finalmente se adicionaron 25 lJ.I de una solución de eritrocitos de rata al 

2% en TBS (p:v). Lns resultados se expresan como la núnima concentración de azúcares, 

g1icoproteínas y g1icopéptidos necesaria para in/úbir las 4 unidades hemaglutinantes de MrL 

(Vázquez el al., 1996). 
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VI.- RESULTADOS 

Purificaci6n y caracterizaci6n de MrL dd langostino juvenil y adulto 

Las lectinas de langostino adulto y juvenil se purificaron por cromatografia de afinidad, en 

una columna de Sepbadex: G-25, conteniendo estroma de eritrocitos de rata tratados con 

glutaraldehido (Figura 1). 

La purifieación por cromatografia de afinidad nos permitió obtener un incremento de 209 

veees en el estadio juvenil y de 612 veees en el estadio adulto de la actividad especifiea de 

MrL, en relación con la actividad de la hemolinfu, (Tabla 2a y b). Nuestros resultados nos 

permiten identificar además que la conceotración de lectina del langostino adulto es 30% 

menor que la del juvenil. Sin embargo, al compararse las actividades especificas se observó 

un aumento de 3.6 órdénes de magnitud (Tabla 2 a y b). 
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Figura 1.- Perfil de elución de hemolinfa de langostino adulto (100 ¡.ti) Y purifieación de MrL, 

por cromatografia de afinidad en estroma de eritrocitos de rata. A eada fracción colectada se 

le ajustó el pH a 7.5 con NaOH I M, su DO a 280mn (-) Y su actividad hemaglutinante 

para eritrocitos de rata (0-0-0). 
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Purificación de MrL de langostino adulto por cromatografía de intercambio iónico 

La lectina obtenida del langostino adulto se purificó por cromatografía de intercambio jónico, 

y se identificaron tres picos (Figura 2). Sin embargo, la fracción más abundante es decir, la 

fracción·1 eluida con NaCI 0.18 M, fué la única que poseia actividad hemaglutinante y 

correspondió al 60% de la proteína que se aplicó (Tabla 2b). 
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Figura 2.- Purificación de MrL de langostino adulto por cromatografia de intercambio iónico, 

en una columna mono P (forma aniónica) en sistema FPLC. Se aplicó un gradiente 

discontinuo de NaCl1 M (-l. A cada fracción de 1 mi se le evaluó su DO a 280nm (-l· 

El pico 1 fue el único que presentó actividad aglutinante (Tabla 2b). 

Tabla 2a.- Proceso de purificación de la lectina del langostino juvenil deM rosenbergii* 

Fracción Proteina (mg) HAU Actividad Específica 

Hemolinfa 166 1024 6.1 

Cromatografia de afinidad 

Fracción no retenida 120 SA SA 

Lectina 0.4 512 1280 
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Tabla 2b.- Proceso de purificación de la lectina del langostino adulto deM rosenbergii* 

Fracción Proterna (mg) HAU Actividad Especifica 

Hemolinfa 

CromidografúJ de afinidad 

Fracción no retenida 

Lectina 

Cromatograjia de intoamrbio tónico. 

F. 1 

F. U 

FUI 

• A partir de 1.5 mi de bemolinfa. 

aHAU= W1idades hemaglutinantes. 

266 2048 

198 SA 

0.22 1024 

0.13 800 

0.02 SA 

0.04 SA 

• Actividad espeáfica = HAU I concentI1Ición de MIL en mg. 

SA= Sin Actividad. 

EIedrofo .... is SDS-PAGE de MrL de langostino juvenil y adulto. 

7.6 

SA 

4654 

6153 

SA 

SA 

La electroforesis SDS-PAGE de las lectinas del langostino juveoi\ y adulto indican que son 

homogéneas y están constituídas por W1idades monoméricas con un peso molecular de 9.6 

kDa (Figura 3). 
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Figura 3.- Electroforesis SDS-PAGE de MrL del langostino adulto y juvenil. Carril A 

hemolinfa (35 ¡lg) Y carril B lectina purificada de langostino adulto (5 ¡lg). Carril C lectina 

purificada (5 ¡lg) Y carril D hemolinfa de langostino juvenil (35 ¡lg). Marcadores de peso 

molecular: fosforilasa b (94 kDa), albúmina sérica bovina (67 kDa), ovoalbúmina (45 kDa), 

anhidrasa carbónica (30 kDa), inhibor de tripsina de soya (20.1 kDa), lactoalbúmina (14.4 

kDa) y cadena P de insulina bovina (3.4 kDa). 

Composición de aminoácidos de MrL del langostino adulto y juvenil 

La composición de aminoácidos de MrL del langostino adulto y juvenil sugiere identidad 

(Tabla 3). En ambas lectinas predominan aminoácidos de tipo ácido y se observaron como 

los más abundantes a glicina, serina, lisina, valina, leucina y en men~r proporción, cisteína y 

tirosina. En la lectina del langostino juvenil se observaron cantidades menores de 

aminoácidos como isoleucina, fenilalanina, arginina y treonina. 
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Tabla 3. Composición de aminoácidos (residuos/mol) de la lectina de langostino adulto y 

juvenil de M rosenbergii*. 

Residuo Juvenil Adulto 

Asx 8.1 7.9 

GIx 8.6 8.2 

Ser 6.1 6.2 

Gly 6.6 6.7 

Hi. 2.1 2.2 

Arg 2.9 3.3 

Thr 3.7 4.2 

Ala 5.6 5.7 

Pro 3.6 3.7 

Tyr 1.2 1.1 

Val 4.8 4.8 

Met 1.3 1.4 

Cys 0.5 0.5 

ne 3.5 4.2 

Leu 6.0 6.6 

Phe 4.1 4.5 

Lys 5.8 6.0 

Total 74.5 77.2 

*Considenmdo un peso molecular de 9.6 leDa 

Determinación del punto isoeIéctrito de MrL de langostino juvenil y adulto 

El cromatoenfoque de MrL del langostino adulto está constituido por un grupo homogéneo 

de proteínas (Al) debido a que el 90"10 de la actividad aglutinante se observó en un sólo pico 

eluido a un pI de 4.2 (Figura 4a). El cromatoenfoque de MrL de langostino juvenil permitió 
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identificar cuatro isolectinas denominadas: JI, JII, JIU Y JIV (Figura 4b), las cuales se 

recromatografiaron y ·se confirmó un pI de: 5.6, 5.1, 4.6 Y 4.2 respectivamente. La 

determinación de la especificidad y capacidad hemaglutinante mostró que todas las 

isolectinas poseen la misma especificidad para eritrocitos de rata. La isoforma 1-1, COl). pI 5.6 

posee un 11% de la actividad total de la lectina juvenil, J-U y J-I1I con pI 5.1 Y 4.6, 

contienen el 18 y 20% de la actividad y finalmente JIV con pI de 4.2, contiene el 51% de· la 

actividad. Es importante mencionar que J-IV podria corresponder a la forma del langostino 

adulto Al, ya que ambas poseen un pI similar (4.2) Y el mayor porcentaje de la actividad 

. aglutinante. 
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Figura 4a: Cromatoenfoque de MrL de langostino adulto: 500 Ilg de lectina se aplicaron a 

una columna mono P en un sistema FPLC, y se e1uyó con un poli-amortiguador de 7 a 4 (+­

+_+_+). A cada fracción de 1.5 mi se le determinó su DO a 280 nm (--) y su actividad 

aglutinante para eritrocitos de rata al 2% en TBS (-0-0-0-). 
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Figura 4b: Cromatoenfoque de MrL de langostino juvenil, 500 I'g de lectina se aplicaron a 

una columna mono P en un sistema FPLC, y se eluyo con un poli-amortiguador con un rango 

de pH de 7 a 4, (+-+-+-+). A cada fracción de 1.5 mi se detenninó su DO a 280 nm (-) 

y su actividad hemaglutinante para eritrocitos de rata al 2% en TBS (-0-0-0-). 

Composición de carbohidratos de las isolectinas de leetina dd langostino juvenil y 

adulto 

La composición de caroohidratos de las porciones sacaridicas de las isolectinas del langostino 

juvenil y adulto, mostraron diferencias cuantitativas y cualitativas. En ténninos generales las 

isolectinas del langostino juvenil están más glicosiladas, ya que poseen de un 15 a un 14%, 

mientras que en la lectina del langostino adulto sólo se observó un 11% (Tabla 4). 

La tabla 4 muestra que las isolectinas de langostino juvenil JI y IDI contienen residuos de 

galactosa (Gal), manosa (Man), N-acetil-g1ucosamina (GlcNAc), en menor proporción N­

acetil galactosamina (GalNac) y carecen, con excepción de J-IV (0.5%), de ácido siálico. Un 

punto a considerar es que la composición de esta isoforma es similar a la composición de 

MrL del langostino adulto la cual contiene una menor cantidad de carbohidratos (11 %), 

pero una mayor concentración de ácido siálico. 
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Tabla 4. Composición de carbohidratos (ResiduosIMol') en las isolectinas de langostino 

juvenil y lectina de adulto. 

lsoforma 

Juvenil Adulto 

CarlJohidrato n ID JIll nv Al 

Manosa 2.9 2.9 2.4 2.1 1,4 

Galactosa 2,4 2.7 2.2 2.4 1.3 

N-acetilgalactosarnina 0.8 0.8 0.8 0.7 0.3 

N-aoetilglucosamina 1.5 0.9 0.9 1.1 0.8 

Ácido sialico 0.0 0.0 0.2 0.5 0.9 

Contenido de azúcares ("lo)" 15.2 15.0 14.5 14.5 11.0 

'Residuoslmo~ coosid<wtdo un peso molecular de 9.6 leDa por subunidad. 

"El porcentaje representa la relación entre concentración de proteína y de carbohidratos 

Caracterización de la porción sacaridica de MrL de langostino adulto. 

La porción sacaridica de Mrl. adulta comprendió un 11% de! peso total de la lectina Y está 

consIÍtuída por ácido siálico (NeuAc), galactosa (Gal), manosa (Man), N-aoetilglucosamina 

(GlcNac) y N-aoetilgalactosamina (GaINac), en una relación molar de 0.6:4:3:2: 1, 

respectivamente. Los glicopéptidos de MrL se purificaron por cromatografia de afinidad en 

columnas conteniendo las lectinas concanavalina A (ConA) Y lenteja (LCA), inmobilizadas en 

Sepharosa-4BCL. Del total de los glicopéptidos colocados en cada columna (200 11!l), e! 57% se 

retuvo en la columna de ConA y e! 24% con la columna de LeA (Tabla 5). La composición de 

CaIbohidnttos de los glicoj,éptidos retenidos en ConA (MrL-gpConA) muestIa a Man y GlcNAc 

en una relación molar 3:2.1 y los glicopéptidos retenidos en LeA (MrL-gpLeA) contienen Man, 

GlcNAc Y Gal en una relación molar 3:2.8: 1.3, mientras que los glicopéptidos no retenidos por 

ninguna columna (MrL-gp) contienen Man, GlcNAc, Gal y en menor concentración GaINAc y 

NeuAc (Tabla 5). 
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Tabla 5. Composición de carbohidratos de glicopéptidos MrL adulta, purificados por 

cromatografia de afinidad en columnas de lectina ConA y LCA. 

Porcentaje molar' 

Azilcar MrL-gpConA • MrLgpLCAoO MrLgpo .. 

Manosa 3.0 3.0 3.0 

Galactosa 0.1 1.3 2.7 

GlcNAc 2.1 2.8 3.7 

GalNAc 0.0 0.0 0.4 

NeuAc 0.0 0.0 0.2 

• En relación a tres residuos de Manosa. *MrL gp ConA, glicopéptidos retenidos en columna 

de ConA. **MrLgpLCA-glicopéptidos retenidos en columna de LCA, ***MrLgp-g\icopéptidos 

no retenidos en ninguna columna. 

Sec:uencia de aminoácidos de MrL de langostino adulto obtenida por MALDI-TOF. 

Al compararse la secuencia de aminoácidos de MrL del \aogostino adulto obtenida por 

MALDI-TOF con varias bases de datos de secuencias de proteinas (SWISS-PROT y 

EMBL), ésta secuencia no compartió similitud con ninguna lectina de invertebrado, sin 

embargo, si se observó una identidad del 54% con la hormona hiperglicémica del langostino 

M rosenbergii (CHH), y además 22% con una cadena" región V-II, así como un 27% con 

una cadena ligera .. de inmunoglobutina humana (Tabla 6). 
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Tabla 6. Péptidos y secuencia de la lectina de M rosenbergii. 

[M+H) Posición de aminoácido Secuencia del péptido Proteína relacionada 

1036.99 1-11 (-)SAFASLGSTVK IsA 

179\.9 12-26 LDRVCDOCYNLYR CHH 

272\.9 27-50 QCIQDLQLMDQLDEY ANAVQIVGKR CHH 

2734.4 51-77 VEAEDVGVYYCMZALQAPI1FGQGTRL IgK 

Dicroísmo cin:ular y predicción de estructura secundaria de MrL de langostino adulto. 

El análisis de dicroísmo circular mostró que MrL adulta contiene un 51 % de aminoácidos en 

estructura no repetitiva, 28% en hebra beta y 21 % en hélice alfa, valores cercanos a los 

porcentajes obtenidos en la predicción de estructura secundaria, en donde el 47"10 de los 

aminoácidos se ubicaron en estructuras no repetitivas. 31 % en hebra beta y 22% en hélice 

alfa (Tabla 7). 

Tabla 7. Porcentajes de estructura secundaria para MrL. 

No repetitiva 

Hebra beta 

Alfa hélice 

Dicroísmo circular 

51 

28 

21 

Predicción estructura secundaria 

47 

31 

22 

Estos porcentajes se distribuyeron en la secuencia mostrando un patrón de 3 hebras beta, 

alternadas por 3 asas y 2 a1fiI hélices interrumpidas por una asa (Figura 5). 

Figura 5: Organiz3ción de la estructura secundaria de MrL: L-no repetitiva, E- hebra beta, H -a1fiI 

hélice . 
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SAFASLGSTVKLDRVCDDCYNLYRKRQCIQDLLQMDQLDEYANA.VQIVGKRVEAEDVGVYYotALQAPITFGQGTRL 
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Determinadón de la actividad aglutinante y espedliddad sacaridica de MrL del 

langostino adulto e isolectinas juveniles 

Las lectinas MrL del langostino adulta y las isolectinas del estado juvenil aglutinan eritrocitos 

de ratas, conejo y gallina. pero no de otras especies animales, como humano (A, B Y O), 

caballo, cerdo y oveja. La eliminación del ácido siálico en los eritrocitos, por tratamiento 

con la neuraminidasa de V. cholerae, eliminó la capacidad de ambas lectinas para aglutinar 

eritrocitos. Los ensayos de inibición de la hemaglutinación con los diversos azúcares, 

g1icoproteinas y g1icopéptidos (Tabla 8) mostraron que la actividad de la lectina de lagostino 

adulto y juvenil disminuyó con azúcares N-acetilo, tales como: ácido sialico 5N-acetilo 

(Neu5Ac) y 5-9N-acetil (Neu5,9Ac), N-acetilglucosamina (G1cNac), N-acetilgalactosamina 

(GaINac) y en menor porporcióo, g1icoli-neuraminico (NeuGc), y u- o Il-metil g1icósidos de 

ácido siálico. Sin embargo, la cantidad de azúcares requeridos para inhibir la actividad 

hemaglutinante de las isolectinas JI, m y mI fué cuatro veces mayor que la requerida para 

inhibir la actividad de nv y Al (Tabla 8). Por otro lado las g1icoproteinas que poseen ácido 

siálico tales como fetuina, mucina submandibular bovina y ovina, fueron los inhibidores más 

potentes de la actividad aglutinante para la lectina del langostino adulto y las isolectinas 

juveniles. Al igual que con los azúcares se necesitó una mayor cantidad de g1icoproteinas 

para inhibir la capacidad aglutinante de las isolectinas juveniles n-m y una cantidad menor 

para nv y la forma adulta Al (Tabla 8). Las g1icoproteinas ovoalbúmina, transferrina 

Humana, IgG, u,-glicoproteína, así como fetuina, mucina ovina y bovina desializad's, no 

mostraron en ningun caso capacidad inlñbitoria 

Los N-glicopéptidos de fetuina no mostraron capacidad inlnbitoria, núentras que los 0-

g1icopéptidos sí inlnbieron la actividad hemaglutinante de todas las isoIectinss juveniles y Ia,forma 

adulta Es de hacer mención que la capacidad inlnbitoria de los O-gIicosilpéptidos fue menor que 

la inhibición generada por la g1icoproteina nativa, lo que indica que la org¡mizBción tridimensional 

de la fetuina, es importante para su interacción con MrL . 
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Tabla 8. Concentración de azúcares y glicoproteínas (mM) necesarios para inhibir 4 urúdades 

hemaglutinantes de MrL de langostino adulto e isolectinas juverúles·. 

Azúcar y ISQI~iDas iUYmiles EQana adulta 

glicoproteínas N 1-11 1-1II IIV Al 

Neu5Gc 200 200 200 200 100 

GaINAc 200 200 100 100 50 

GlcNAc 200 200 200 100 50 

NeuSAc 50 50 25 25 25 

Neu5,9Ac 25 25 25 25 12.5 

Neu5Ac a-metilglicósido 25 12.5 7.5 7.5 7.5 

Neu5Ac 6-metilglicósido 25 12.5 12.5 7.5 7.5 

Neu5Ac (a2,3) 25 25 12.5 12.5 12.5 

Neu5Ac(a2,6) 25 25 12.5 12.5 12.5 

Acido colomínico (Neu5Aca2,8)" 25 25 15 10 10 

Felnina 0.006 0.003 0.003 0.001 0.001 

~cosilpéptidos de FeInina 0.1 0.1 0.05 0.05 0.05 

Mucina submandibular bovina 0.01 0.01 0.005 0.005 0.005 

Mucina submandibular ovina 0.1 0.1 0.05 0.05 0.05 

• concentración para 4 HAU de MrL juveoil (7 ~gIml) yaduha (2 ~glmI) . 

•• Valores en rng/mI ya que el peso molecular se descoooce. 

Otros azúcares sin actividad inhibitoria: fucosa, manoss, glucosa, galactosa, galactosamina, 

manosamina, melobiosa, rafinosa, ovoalbumina. transferrina humana. IgG, O,l-glicoproteína ácida, 

retuina desializada. Ni!licopéptidos Y O .... iaJoglicopéptidos de retuina Y asiaJoglicoproteínas no 

mostraron inhibición. 
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VD.- DISCUSIÓN 

Debido a que las lectinas en los decápodos circulan en la hemolinfa, o están asociadas a 

membranas de células fagociticas (Vasta, 1992), Y además participan en procesos de 

reconocimiento de determinantes sacarídicos localizados en la superficie de microorganismos 

y células dañadas, se considera que estas proteínas participan de manera importante en los 

mecanismos de reconocimiento y defensa inmune (Vazquez el al., 1998; Freire-Marquez y 

Barraco 2000). Sin embargo, hasta el momento no se han logrado establecer y entender los 

mecanismos de interacción entre las lectinas de decápodos, sus ligandos y la regulación de 

su actividad conforme ocurre el desarrollo biológico del organismo. 

El estadio adulto del langostino de agua dulce M rosenbergii es de mcil adaptabilidad a 

cultivos intensivos y semi-intensivos, por lo cual ha sido incluido en diversos programas de 

acuacultura. Sin embargo, su estadio juvenil tiene una alta tendencia a sufrir procesos 

infecciosos mortales (Cheng y Chen, 1998; Bacherie el al .• 2000) y muestra una gran 

concentración de lectina con pobre capacidad aglutinante. En el langostino adulto esta 

concentración disminuye, pero se incrementa su capacidad aglutinante (Agundis el al., 2000). 

Estos antecedentes permiten suponer que la expresión y funcionabilidad de MrL podria estar 

regulada de alguna manera por la maduración del langostino, lo que convierte a este 

organismo en un excelente modelo para realizar un análisis cuantitativo y cualitativo de la 

lectina presente en la hemolinfa de ambos niveles de desarrollo del langostino. Es por lo 

anterior que en este trabajo se analizaron las principales caracteristicas bioquímicas de las 

lectinas aisladas del estadio juvenil y adulto de M rosenbergii. 

Isolectinas de MrL de langostino juvenil y adulto. 

La lectina del langostino juvenil y adulto se purificó por cromatografia de afinidad, utilizando 

como soporte el estroma de eritrocitos de rata. Los análisis electroforé!Ícos indican que 

ambas lectinas están formadas por subunidades de 9.6 leDa Estudios previos realizados por 

centrifugación en gradiente de densidad en sacarosa y electroforesis en SDS-PAGE 
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(Vázquez el al., 1993), indican que la lectina de langostino adulto en su fonna activa tiene 

un peso de 20 leDa y dos dimeros de 9.5 leDa, por lo que es posible que la lectina del 

langostino juvenil esté organizada de manera semejante. Al realizar la composición de 

aminoácidos, se identificó que la MrL del langostino adulto y juvenil es similar, pero por 

cromatoenfoque se detemúnó que MrL-juvenil posee 4 isolectinas con pI de 5.6, 5.1,4.6 Y 

4.2, denominadas respectivamente JI. m, mo y nv. En el estadio adulto se observó que la 

lectina purificada es más homogénea. ya que sólo existe una forma con un pI de 4.2, 

denominada Al. La única diferencia significativa entre las lectinas purificadas de organismos 

adultos y juveniles está en relación con el porcentaje y composición de azúcares (Tabla 4 y 

9). Es aqui en donde se puede apreciar que la concentración de carbohidratos disminuye en 

relación directa al desarrollo del langostino, ya que tenernos desde un 15.2% en n hasta un 

11% en Al y, en especifico, se puede apreciar un incremento en la presencia de ácido siálico 

confonne madura el langostino de 0"10 en JI. basta cerca del 1% en Al (Tabla 4 y 9). 

Tabla 9. Comparación del porcentaje de g1ícosilación de las isolectinas de MrL del langostino 

juvenil y adulto. 

Juvenil Adulta 

n m no nv Al 

pI 5.6 5.1 4.6 4.2 4.2 

% de g1ícosilación. 15.2 15.0 14.5 14.5 11 

% de ácido siálico 0.0 0.0 0.2 0.5 0.9 

La existencia de ísofonnas o isolectinas, con la misma o diferente especificidad y afinidad por 

un azúcar, se explica como parte de la respuesta primitiva a la ausencia de los mecanismos de 

diversidad combinatoria que se presentan en amicuerpos, y que les permite a las lectinas 

incrementar su capacidad para reconocer un rango mayor de oligosacáridos, por lo que en 

decápodos es frecuente observar la descripción de ísofonnas o isolectinas con cierto grado de 

micro-heterogeneidad así como diferencias en sus puntos isoeléctricos y composiciones de 

aminoácidos (Iwanaga y Kawabata, 1998; Freire-Marquéz y Barraca, 2000). Sin embargo, 
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está es la primera ocasión en la que se reportan isolectinas para el langostino M rosenhergii. 

Nuestros resultados muestran que en el estadio juvenil del langostino se encuentran 4 

isolectinas de MrL con diferentes concentraciones y capacidades aglutinantes, lo cual podria 

explicar la alta concentración de leetina en la hemolinfa del langostino juvenil (Agundis el al., 

2000). Estas isolectinas poseen un mayor nivel de g1icosilación y sólo nv presenta ácido 

siálico y una composición similar a Al (Tablas 4 y 9). 

La principal diferencia entre las isolectinas juveniles y la lactina del langostino adulto se 

encuentra en el porcentaje de g1icosilación y el incremento en la siaIiIación (Tabla 4), por lo 

que la g1icosilación podria ser la principal responsable de las diferentes capacidades 

aglutinantes (Tabla 8). Esta g1icosilación podria influir en MrL, posiblemente modificando su 

microambiente (ionización), o bien, disminuyendo el nivel de agregación o la rigidez y 

flexibilidad, todo lo anterior podría repercutir directamente en la organización estructural y el 

sitio activo de la lectina y en consecuencia en su interacción con el ligando, generando asi las 

diferentes afinidades (Tabla 5). En este sentido varios reportes demuestran cómo la 

g1icosilación influye en la actividad biológica de g1icoproteinas de invertebrados. Tal es el 

caso de la hormona esterasa, cuya g1icosilación pennite el inicio de la metamoñosis de la 

larva del lepidóptero Trichoplusia ni (Wozniak y Jones, 1990). El incremento en la 

g1icosilación de la proteina dermonecrótica de la araña Loxoceles spp. influye directamente 

en su capacidad de dañar tejidos (Veiga el al, 1999) y, quizá el único ejemplo de una lectina 

de invertebrado es la hemolina, proteina responsable del reconocimiento y activación de 

mecanismos inmunes en insectos y cuya g1icosilación influye en su capacidad por reconocer 

SUS ligandos (Bettencourt el al., 1999). 

A partir de los anteeedentes y IUlestros resultados se propone la siguiente teoría que pretende 

explicar el papel que podrían tener las isolectinas juveniles en la biologia del langostino. Las 

isolactinas n. ID. y mI podrían estar relacionadas más con el transporte de carbohidratos, 

como GlcNAc precursor de la quitina, constituyente principal del exoesqueleto, y únicamente 

la isolectina JVI, la más parecida a Al, podría ser la encargada del reconocimiento de 

oligosacáridos o g1icoconjugados en elementos no propios, es decir en el reconocimiento 

inmune. Este comportamiento de isolectinas con diferentes funciones se ha reportado en 

otras especies de invertebrados como en el quelicerado Limulus polyphemus (Cohen, 1%8), 
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así como en varias especies de insectos, en donde se han observado oscilaciones en la 

concentración de isolectinas específicas para GlcNAc durante el desarrollo del organismo, y 

una mayor concentración de éstas durante el proceso de muda (Mauchamp, 1982). 

Con la finalidad de comprobar esta teoria se pretenden realizar experimentos en donde se 

elimine la porción sacaridica de las isolectinas del langostino juvenil y MrL adulto de una 

manera selectiva mediante el empleo de g1icosidasas, y posteriormente evaluar el impacto en 

su capacidad aglutinante. Por otra parte se pretende realizar en langostino juvenil cultivado, 

retos subletales con bacterias patógenas, y se evaluaría la inducibilidad, concentración, 

composición de carbohidratos y capacidad aglutinante de las isolectinas y su comportamiento 

conforme la progresión de la infección. Fmalmente se pretende identificar el o los genes para 

MrL, lo que permitiría confirmar si la expresión de cada isoforma es el resultado de diferentes 

formas alelomórficas, o si es sólo un gene CUYO producto se encuentra g1icosilado por diferentes 

enzimas, las cuales a su vez se encuentran reguladas por la maduración del langostino. 

De confirmarse esta teoria se darla a MrL un papd dual. de transporte y de defensa en la biología 

del langostino, y se ratificarla la importancia del nivd de g1icosilación en generar isolectinas con 

diferentes capacidades aglutinantes. Así mismo se explicarla la alta suscepbbilidad del langostino 

juvenil. sufHr infecciones recurrentes, las cuales diminuyen conforme se desarrolla el langostino y 

aparece una forma "lnadura" de MrL. 

Porción sacaridica de MrL de langostino adulto 

En este trab,go se evaluó también la organización estructural de las porciones proteica y 

sacarídica de MrL de langostino adulto. Ls composición de la porción sacaridica se obtuvo por 

cromatografía de gases • partir de g1icopéptidos de MIL, separados por cromatografia de 

aIinidad, empleando diferrotes colunmas de sefiIrosa acopladas con las lectinas concanavaIina A 

(ConA) Y lenteja (LeA). Los resultados muestran J g1icopéptidos, 2 conteniendo la composición 

caracteristica de oligosacáridos de tipo N Y 1 de tipo O (Tabla 6). Esta composición de 

carbohidrntos, al correlacionarse con los oligosacáridos reconocidos más frecuentemente por 

ConA y LCA (Debray 1998), nos permite proponer con excepción del oligosacárido J, la 

siguiente organización estructural (Tabla 10). 
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Tabla 10: Posible organización estructural de la porción sacaridica de MrL. 

I)ColunmadeLectina ConA: N-g1icano, Man,GlcNaC2.' (57"10). PM: 982.4 Da 

al,6Man 

Estructura propuesta: (Asn)N-13IGlcNac¡U,4GlcNac/3I,4Man( 

al,3Man 

2) Columna de Lectina LCA: N-g1icano, Galu Man, GlcNac,., (24%). PM: 1383 Da 

al,6Man 

Estructura propuesta: (Asn)N-I3I,GlcNac/3I,4GlcNacI3l,4~ 
al;JMan 61,2 GlcNac B1,4GaI 

3) No retenido en ninguna columna: 

O-gIicano, GaI,Man,GlcNac,GalNaco . .NeuAco.,(19%). PM: 2273 Da. 

Es frecuente observar en la literatura la descripción de carbohidratos unidos covalentemente 

a Iectinas de decápodos (Baldo el al., 1978; Vasta, 1992; Freire-Marquéz y Barraca, 2000). 

Sin embargo, éste es el primer reporte donde se describe, cuantifica y determina la posible 

·OIJ!IIIÜZaCÍón estructural de la porción sacaridica de una lectina de este grupo, así como la 

presencia de una g1icosilación de tipo o. La g1icosilación de tipo O es un elemento que 

apoya la teoría sobre la influencia de la porción sacaridica en la generación de isolectinas con 

diferentes capacidades, ya que se ha demostrado que este tipo de g1i.cosilación influye en la 

OIJ!IIIÜZaCÍón y rigidez estructural, así como en la agregación de varias g1icoproteínas (Van 

den Steen el al., 1998). 

Será interesante determinar la organización de los N-oligosacáridos y el O-oligosacárido por 

resonancia magnética nuclear y confrontarlo con la propuesta aqui establecida para los N­

oligosacáridos. 

A partir de la secuencia de aminoácidos para MrL de langostino adulto (Figura 5) se 

identificaron 2 aminoácidos potenciales de N-gIicosilación N21, N43 Y 5 aminoácidos 

potenciales de O-g1icosilación (Hansen el al., 1998), 3 de los cuales, S-S, S-8 y T-9, se 
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localizan en el extremo amino y 2 en el extremo carboxilo T -70 Y T75. Esto es, los 

aminoácidos donde pudiera llevarse a cabo una O-glicosilación, se localizan preferentemente 

en los extremos de la proteína. El identificar estos residuos permitirá desarrollar sobre ellos 

modificaciones por métodos químicos o por mutaciones puntuales, con la finalidad de evitar 

su g1icosilación y posteriormente evaluar su impacto en la organización estructural y en la 

función de MrL. 

MrL pesa 20 kDa (Vázquez el al., 1993) y el 11% del peso son carbohidratos, es decir 2.2 

kDa penenecen a la porción sacarídica. Los pesos moleculares de los oligosacáridos 

analizados (Tabla lO) permiten especular sobre la existencia de tres g1icoisolectinas de MrL 

adulta, no distinguibles por cromatoenfoque, y dadas por la combinación de los tres 

oligosacáridos. La tabla 11 muestra las combinaciones de estos oligosacáridos y las posibles 

g1icoisolectinas. 

Tabla 11: Combinaciones de oligosacárido y g1icoisolectinas. 

oligosacáridolmonómero g1icoisofonna 

1-1, N-g1icanos 

1-2, N-g1icanos 

0-3,O-gIicano 

1 

II 

m 

peso molecular kDa 

1.962 

2.365 

2.273 

% del total 

9.8 

11.5 

11.3 

Será interesante comprobar la existencia de estas g1icoisolectinas por isoelectroenfoque· o 

e1ectroforesisen doble dimensión y evaluar su afuúdad por diversos carbohidratos. 

Porción proteica d. MrL de langostino adulto 

La determinación de la secuencia de aminoácidos de MrL mediante espectrometria de masas 

MAIDI-TOF generó una secuencia con un 54 % de identidad con la hormona hiperglucémica del 

langostino M rosenbergii (CHH) (Lin el al., 1999) y con las cadenas ligeras K (22%) Y X (27"10) 

de inmunoglobulina humana (Tabla 6). Esta es la primera evidencia experimental que 
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describe la secuencia de aminoácidos de una lectina de un decápodo. No muestra similitud 

con ninguna otra lectina de invertebrado, lo cual sugiere que esta lectina podria poseer una 

organización estructural sin caracterización previa en otra lectina. La predicción de la 

estructura secundaria (fabla 7) (Rost el al, 1993) muestra que MIL posee un arreglo de 

estructura secundaria similar al plegamiento de la superiiunilia de las inmunoglobulinas (SFIGS) 

(Figura S), plegamiento que se ha loca6zado en infinidad de organismos en diferentes escalas 

evolutivas. Son varios los ejemplos de lectinas de vertebrados (mamíferos) que poseen este 

plegamiento (CD4, CD8 Y las moléculas de adhesión NCAM, lCAM LF A, VCAM) y el más 

reciente lo constituye una clase de lectinas de mamíferos especificas para ácido siálico denominada 

Siglecs (sialic acid-binding Ig superiiuniIy lectins). Estas proteínas son tnmsmembranales, con un 

dominio N-terminal de tipo IgV el cual está implicado en el reconocinñento de ácido siálico, 

seguido por un número variable de dominios 19C2, un dominio tnmsmembranal y un tallo 

citoplasmático (Angata, 2000). En invertebrados eristen varias lectinas que pertenecen a la 

superiiunilia de las inmunoglobulinas, con bomologia predominante por el domino 19C2. La 

mayoría de estas lectinas se encuentran asoáadas a membranas celulares de insectos y se 

relacionan con la organización de fibras muscu1ares Y procesos de reconocinñento y adhesión 

. celular (Lanz Y Feyea, 1999). Sin embargo eristen otras lectinas que cOOtienen este plegamiento y 

estan mas relacionadas con procesos inmunes, tales como la hemolina, lectina soluble de insectos 

cuyo papel está relacionado con el reconocinñento inmune y muestra un arreglo de 4 dominios de 

inmunoglobutina unidos entre sí, formando una especie de herradura (Su el al, 1998). Otro 

ejemplo es la a2-maaoglobulina la cual modula una vía de lisis celular dependiente de 1ectinas en 

varios artrópodos (Annstrong y Quigley, 1999). Yel e¡jemplo más cercano a los decápodos se 

observa en el queticerado limulus poIyphemus el cual posee varias lectinas que contienen este 

arreglo (Pistole el al, 1982) 

Un análisis más detallado de la similitud entre la lectina de MrL con los anticuerpos, permitió 

identificar en MrL residuos implicados con los mecanismos de reconocimiento en los 

anticuerpos. Tal es el caso de la estructura canónica U(K)2' (Lazikani el al., 1997, Morea el 

al, 2000) ya que 3 de los S residuos claves que conforman esta canónica y que participan 

activamente en la interacción con el antigeno 29-1, 33-L, 71-F se conservan en MrL; en otro 

se mantiene la misma propiedad de una cadena lateral no polar (2A/I); y sólo un residuo no 
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comparte ninguna propiedad (25K1A); una similitud adicional se observó en la estructura en 

la cual se encuentra la canónica ya que en el anticuerpo se localiza en una asa de 7 residuos 

(Morea el al., 2000), mientras que en MrL se trata de una asa de 8 residuos, confinada en 

ambos extremos por las dos únicas alfa: hélices (Figura 6). 

Al compa:rarse la estructura secundaria de MrL de la:ngostino adulto con la estructura 

secundaria consenso de las cadenas ligeras de 10 moléculas de a:nticuerpos resueltas 

cristalográficamente ( lAE6, IIBG, 12E8, IEMf, ICLO, IF4W, IA6V, lRE!, IA6W, 

IA6), se puede obsetvar, con excepción de las dos alfa hélices, un buen empalme de las 

estructuras secundarias (figura 6). 

Figura 6: Ubicación de la estructura ca:nónica LI(1<)2' en MrL y comparación con la estructura 

secundaria consenso de 11 moléculas de a:nticuerpo: L-Asa, E-Hebra beta, H-aIfi¡ hélice . 

• 2 ...... 10 ........ 20 •••• 5 ••• 30.2 .•.••. 40 .•..•••• 50 ........ 60 ........ 701. .•• 77 
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La información que poseemos actualmente no nos permite relacionar de ma:nera concluyente 

a la estructura ca:nónica localizada en MrL con una firnción de reconocimiento. Sin embargo, 

éste es el primer reporte de una aparente estructura ca:nónica en una molécula que DO es un 

anticuerpo y en un organismo ta:n primitivo como el la:ngostino M rosenbergii. El primer 

ejemplo de estas estructuras ca:nónicas se encuentra en los dominios variables de las cadenas 

pesadas y ligeras 1< de los a:nticuerpos de los peces cartilaginosos, los cuales divergieron hace 

450 millones de años de la especie huma:na y fueron los primeros en desarrollar un sistema 

inmune. Esto implica que las estructuras ca:nónicas se originaron muy temprano en los inicios 

del desarrollo del sistema inmune (Barre el al., 1994), Y pla:ntea la pregunta sobre la 

ubicación de un a:ntecesor evolutivo (Marchalonis y Schulter, 1998). 

Como perspectivas de este punto, la deducción de la secuencia de aminoácidos o la 

41 



detemúnación de la organización de la estructura terciaria por difracción de rayos X por 

cristales de MrL, pemñtirá confirmar su similitud con las moléculas de anticuerpos, su 

inclusión a la superfamilia de las inmunoglobulinas y la presencia de esta canónica. Así 

mismo se podria profundizar en el origen evolutivo del plegamiento de la SFIG y replantear 

la relación evolutiva entre los anticuerpos y las lectinas. 

Especificidad sacaridica de MrL de langostino juvenil y adulto 

A partir de la estructura tridimensional de varias lectinas con sus ligandos monoscaridicos, se han 

podido emender sus intenu:ciones desde un nivel de resolución atómico. Estas intenu:ciones se 

enruentran dadas por cationes divalentes y la combinación de puentes de hidrógeno, puentes 

coordinados y enlaces Van der WaaIs dados por los grupos hidroxilo de las moléculas de agua y 

el carbohidrato respectivamente, en contra de las cadenas laterales de los aminoácidos del sitio 

activo de la lectina, todo lo anterior provoca que los sitios de unión de las lectinas tiendan a ser 

relativamente de baja afinidad. Sin embargo los ligandos naturales para la mayoría de las lectinas 

son oligosacáridos que conforman una red que coopera con e! sitio de unión en la lectina, Y 

genera uniones de alta avidez, compensando así la baja afinidad (Sears y Wong, 1996). La 

especificidad de una lectina se define entonces, por e! carbohidrato para el cual muestran la mayor 

afinidad. Esto significa que la mayoría de las lectinas pueden unir carbohidratos estructuralmente 

relacionados pero con menor afinidad (Varlci el al, 2000). 

MrL de! langostino juvenil y adulto mostró actividad aglutinante especifica para eritrocitos de 

g¡dlina, conejo y rata, pero no para eritrocitos de Inunano, oveja, cerdo y caballo. Un análisis 

detallado muestra que en la superficie de los eritrocitos de humano y ovqa se encuentra con muy 

baja conoentración ácido siálico N-arerilado en e! carbono 5 (NeoSAc). En los eritrocitos de 

caballo la N-acetilación se observa en los carbonos 4 y S, mientras que en los eritrocitos de cerdo 

dicha arerilación se pn:senia en e! carbono S, conteniendo además un grupo glicolil (NeoS Ge). 

Los eritrocitos de rata, conejo y gallina muestran diferentes porcentajes de ácido siálico N­

.cetil.do en los CIUbonos 5 Y 9, por lo que se deduee la importancia de estas substituciones en 

estos carbonos para MrL (Figura 1). La elintinación en los eritrocitos de este carbohidrato por 

tratamiento enzimático con la neuraminidasa de Vibrio choIerae, evidenció una drástica 
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disminución de la actividad aglutinante, lo que refuerza el papel relevante de este azúcar y su 

interacción con MrL. Mediante ensayos de inhibición de la hemaglutinación con carbolúdratos y 

glicoproteínas, se observó que MrL de ambos estadios es capaz de reconocer carbolúdratos N­

acetilados, tales como Neu5Ac, Neu5,9Ac, GlcNAc, GalNAc (Tabla 8). La posición del carbono 

anomérico del ácido siálico no posee una función importante, debido a que a y ~ meti\ glicósidos 

de ácido siálico, asi como trisacáridos N-acetilados a2-3 ya2-6 sialil-Iactosa (NeuAc a2-3 ya2-

6Ga1B1,4GlcNAc), inhiben indistintamente la actividad de la lectina (Tabla 8). 

A partir de la capacidad de glicoproteínas y glicopéptidos de fetuina para inhibir la. 

hemaglutinación de MrL, se pudo apreciar que MrL reconoce preferentemente estructuras de tipo 

O-glicosidica (GalBl,3GalNAc) y con ácido siálico N-acetilado tales como la fetuina y la mucina 

submaxilar ovina y bovina. El efecto inhibitorio de estas glicoproteínas se perdió por la 

elintinación enzimática del ácido siálico, lo cual confirma nuevamente la relevancia del ácido 

siálico en la interacción con la lectina (Tabla 8). 

Desde el punto de vista molecular, las diferencia en las afuúdades observadas entre las isolectinas 

juveniles y la lectina de langostino adulta podrian explicarse por el incremento en las interacciones 

dadas por los mono, di, tri y oligosacáridos Y el sitio activo de la lectina. Esto explicaria por qué 

los oligosacáridicos y sialiIglicoconjugados poseen una mayor fuerza inhibitoria de la 

hemaglutinación que los mono, di y trisacáridos. En resumen, las diferencias en las afinidades para 

los mono, di, trisacaridos, glicocongados y las isolectinas de MrL, son un punto más que apoya 

la teoria anteriormente expuesta sobre un papel de transporte de carbolúdratos en las isolectinas 

juveniles y de defensa en la forma adulta 

Figura 7: Ácido siálico y sustituyentes acetilo en los camonos 5 y 9, reconocidos por MrL. 

OH 'COOH 

OH 

OH 
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Finalmente, es importante considerar que esta especificidad para derivados N-acetilo de ácido 

siálico y de otros azúcares es compartida por algunos arácnidos, moluscos y por la mayori. de las 

lectinas de hemolinfa desanos en el grupo decápoda (fabla 12 Y Tabla I de Introducción). Esto 

hace pensar en la existencia dentro del grupo decápoda un dominio de reconocimiento general, 

sumamente conservado, preservado evolutivamente, y tal vez con modificaciones pequeñas que 

permitan incrementar la afinidad para diversos substituyentes y responder así a las particularidades 

de cada especie. 

Tabla 12: Lectina de Invertebrados especificas para ácido siálico y derivados N y O acetilo. 

Decápodos (nombre común) Especificidad AlOOr 

Cangrejos 

Callinectess apidus (cangrejo azul) ácido siálico, GalNac, G\cNac 

Caneer anlennarius (cangrejo marino) ácido siálico, GleNac 

Blrgus /otro (cangrejo coco) ácido siálico, GlcNac 

Homarus americanus (langosta) ácido siálico, GalNac"GlcNac 

Langostino 

Macrobracldum rosenbergii (langostino) ácido siálico, GalNac, GlcNac 

Anlaüdos: Xipbosura 

Cassels el al, 1986. 

Ravindranath, 1987. 

Vasta y Cahm, 1984. 

Abelelal, 1984. 

Vázquezelal., 1993. 

Carcinoscorpius rotunda (cangrejo herradura India) ácido siálico, GalNac, G1cNac Mdlan el al, 1982. 

UmuIuspo{¡phemus (cangrejo herradura) ácido siálico, GalNac, GlcNac Tsuboielal, 1993. 

Escorpiones 

Helerometrus granuIomanus (esoorpiát) 

Moluscos 

Modioius modioius (Mejillóo ). 

Achatina folleo (Caracol) 

ácido siálico 

ácido siálico 

ácido siálico 

Ahmed el al, 1986. 

Tuokijjanukij el al., 1997. 

Sal el al., 1992. 

En resumen, la especificidad de MIL la coloca como una hemunienta importante para 

camcterizar gIicooonjugados conteniendo ácido siálico con modificaciones acetilo en los cmbonos 

5 y 9. Estos derivados revisten un especial interés, debido que se ha demostrado que 
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participan activamente como señales de desarrollo y madurez de distintos grupos celulares y 

como marcadores de inicio y progresión de ciertos tipos de tumores (Varki, 1992; Fischer, 

1995) y de patologias neurodegenerativas como el A1zehimer (Guevara el al., 1999, 

Espinosa el al., 2001). 
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VIIL CONCLUSIONES. 

1. MrL de langostino juvenil posee cuatro isolectinas, mientras que el adulto sólo una. Las 

únicas diferencias entre eUas se encuentran en el porcentaje y composición de los azúcares de 

la porción sacaridica y en sus capacidades aglutinantes. Se propone una función dual de MrL 

en la biologia del langostino, como una proteína de transporte de carbohidratos y de 

reconocimiento inmune. 

2. MrL de langostino adulto posee dos N-glicanos y un O-glicano, sus proporciones mantienen 

un 11% del peso Y ocurre un oligosacárido por monómero. Se propone una posible 

organización estructural. 

3. La secuencia de aminoácidos de MrL del langostino adulto muestra similitud con la 

hormona hiperglucémica de M rosenbergii Y con las cadenas ligeras 1C y X de inmunoglobulina 

human, y la organización de la estructura secundaria es similar al plegamiento de la 

superfamilia de las inmunoglobulinas. por lo que MrL podría ser un nuevo miembro. 

4. La especificidad de MrL de langostino adulto y juvenil perfila a esta lectina como una 

herramienta útil para identificar y caracterizar glicoconjugados que funcionen como 

marcadores de inicio y progresión de diversas patologías. 
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From Ihe serum 01 juvenlle Ireshwaler prawns, we Isolaled by affinlty chromalography on glularaldehyde-lixed ral 
erythrocytes slroma, immoblllzed In Sephadex G-25, a slalic acld speclflc lectln 01 9.6 kDa per subunit. Comparatlve 
analysis against adult organlsms purifled lectin .. by chromatolocusing, showed Ihal the lectin from Juvenlle specimens 
is composed by four maln lsoforms wlth a pi 01"4.2, 4.6, 5.1, and 5.6, whereas the lectln from adults Is eluled al pH 4.2. 
The amlno acld composillon 01 Ihe lecUn obtalned Irom adult and juvenlle stages suggesl !denUly, bul Ihe compos!· 
lions are nol Identlcal since a hlgher content 01 carbohydrates was found In the lecUn Irom younger organisms. The 
freshwater prawn lectin showed speciflclly loward N-acetylated amino sugar resldues such as GlcNAc, GalNAc, Neu5Ac 
and Neu5,9Ac: bul In juvenlJe organlsms Ihe lectln showed Ihree times less hemagglutlnating actlvity Ihan Ihe lectln 
from adults. 80lh lectins agglulinated rat, rabbll and chlcken erythrocytes, indlcaUng Ihal Neu5,9Ac In specific O­
glycosydlcally linked glycans seerns lo be relevanl lor Ihe Inleracllon of M. rosenbergii lecUns wlth Ihelr speclflc 
cellular receptor. Our resulls suggest Ihat Ihe physlcochemlcal characlertstlcs of the lectin from Ihe Ireshwater prawn 
are regulated through maturatlon. 

Keywords: Macrobrachlum rosenbergll, slalic acid speclfic lecUn, crustacean lectin 

Introduction 

Lectins seem to be ubiquitous proteins in the hemolymph of 
several invertebrates. They are apparently synthesized by 
hemocytes [1,2) and can, as occurs in many species, bind to 
the surface of these cells or circulate in a soluble form in the 
hemolymph [1-3]. Due to their specificity for sugar residues. 
in defined sequences or in complex glycoconjugates. it has 
been assumed thal lectins participate as mediators in foreign· 
substance recognition and ulterior elimination by hemocytes 
with phagocytic activity [2,3]. Sorne reports indicate Ihat 
besides their participation in defense mechanisms, lectins in 
invertebrates have relevant roles in nutrilion. development, 
symbiosis. tissue reorganization, and cell adhesion [1,2). 

The occurrence of lectins in a wide variety of organisrns 
with conserved dornains and related functional features 

oTo whom correspondence should be addressed: E. Zenteno. Fax: 
52(5)61624-19; E·mail: ezenteno@servidor.unam.mx 

supports their importan! biological roles [2,4]; in recent 
times, considerable attention has becn focused on lectins 
with capacity lo bind specifically sialoglycoconjugates 
because of their biological relevance and diagnostic value 
[5-7). Sialic acid specific lectins have been identified in 
Arthropoda, Mollusca and Urochordata among other inverte· 
brates [1.2]. In a previous work, we purified and partially 
characterized a sialic acid-binding lectin from the hemolymph 
of Macrobmchium rosenbergii freshwater prawns [81. This 
lectin, which seems lo be synthesized by granular hemocytes 
[9], reaclS with sialoglycoconjugates and agglutinates sorne 
bacteria through specific interaction with N- and Q·acetylated 
sugar residues present in the bacterial cell wall [10], suggest­
ing its aClive participation in dcfense mechanisms of adult 
organisms. 

The freshwater prawn M. rosenbergii is a crustacean species 
of worldwide interest bul in contrast 10 the high farming 
capacity of this specie in the adult stage, Ihe survival rale 
of larvae is highly variable from facility to facility (11]. 
suggesting !ha! sorne defense mechanisms could be modified 

S4 



340 

throughout maturation. In Ihis papcr we report Ihe isolation 
and Ihe chcnlical characterization of the lectin presenl in (he 
hemolymph of juvenile specimens and compare its physico­
chemical and biological properties wilh Ihe lectin obtained 
from adul! organisms. our ¡¡¡m being a better unders!:mding of 
Ihe biological role and regulalion of Ihe activity of these 
proteins through maturation. 

Materials and methods 

Lectin extraction and purification 

Freshwater Macrobrachium rosenbergii prawns were obtained 
in Jojulla, Morelos, Mexico. Maturation stages were based 
upon weight and body charncteristics, as suggested by Wickins 
and Beard [12]. Freshwater prnwns wen: separaled in two main 
groups according 10 Ihcir maturation stage adults in intennoult 
and postlarvae or juvenile. Hemolymph was extracted from Ihe 
pericardial sinus. and the serum obtained aíter centrifugation 
al 16000 x g at 4°C for 30min was dialyzed against tris­
buffered saline (TBS 50 mM Tris-HCI, 0.15 M NaCl, 3 mM 
CaCI2, pH 7.4). The leelin present in (he hemolymph ofeaeh 
animal group, was purified by affinity ehromatography on a 
eolumn (1.5 x 25 cm) containing glutaraldehyde fixed mi 
erythroeytes stroma entrapped in Sephadex G-25, the 
eolumn was equilibmted with TBS al 10ml/h flow mte, 
l.5ml hemolymph (eontaining 266mg protein) was deposed 
onto the column. The unretained fraetion was eluted with TBS 
and the lectin was eluted by addition of 3% aeetie aeid in water 
(13). Fraelions of 1.5 mi were eollected, dialyzed with Bis-Tris 
buffer (25mM Bis-Tris, 25 mM iminodiacelie aeid, pH 7.2). 
before detennining the oplical density (al A 280) of each 
fmetion and the hemagglutinating aelivity in the presenee of 
mt erythroeytes. 

Chromatofocusing of MrL 

The affinity-purified lectin (500 ¡.tg) from adult and juvenile 
organisms was applied into a mono P pre-paeked HR eolumn 
5/5rrun (Pharrnacia, Uppsala, Sweden). The eolumn was 
equilibrated with Bis-Tris buffer, al a ftow rate of 1 ml/min 
with a maximal pressure of 40 bars using an FPLC system 
(pharmaeia, Uppsala, Sweden). The lectin isofonñs were 
eluted from lhe column with a continuous pH gradient, in a 
6O-min program, using lhe Pharmalyte pH 7 lO 4 polybuffer 
(Phannaeia) [14]. Fraetions of I mi were eolleeled and the 
hemagglutinating aetivity was detennined in the presenee of a 
2% mI erythrocytes suspension in TBS. For eaeh fraetion, the 
pH and optieal density (al A2SO) were monitored. Eaeh eluted 
peak was dialyzed againsl distilled water before Iyophilization 
for further analysis. 

Sepamtion of MrL isoforros 

The MrL isofonns from juvenile organisms obtained aíter 
ehromalofocusing were applied into a monO P prcpaeked HR 
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eolumn 5/5 mm, in anionie formo equilibrated previously with 
50mM Dis-Tris buffer. pH 7.5, at a flow rate of l ml/min with 
a maximal pressure of 40 bars, in a 60 min program using an 
FPLC system. The MrL isofonns were eluted from the column 
with a 0-1 M N::lCI stepwise grndient in Bis-Tris buffer. 
Fraetions of I mI were collected and oplical density was 
monitored at A280. Each eluted peak was dialyzed against 
distilled water before lyophilization for further analysis. The 
main fmetions sepamted by ion-exehange ehromatogmphy 
wcre dialyzed against Bis-Tris buffer, pH 7.5 and re..chroma­
tofocused on the Mono-P column to confirm their pI, in Ihe 
eonditions previously indicaled. 

Analytical methods 

Prolein eoneenlration was detmnined by the melhod of 
Bradford [15] using bovine serum albumin as standard. 
Amino acid composition of 100 ¡.tg of purified lectin was 
delennined after hydrolysis for 24 h under vacuwn with 2 mJ 
of 6 N Hel at I tO°C in sealed eontainers, in a Beclonan I t 9-
el amino acid analyzer [16]. Carbohydrate content and 
eomposition of the lectin, its isofonns, and all glycoproteins 
used in Ihis study, was delermined with Ihe heptafluorobuty­
rate derivatives of O--methyl-glycosides, obtained after hydro­
Iysis wilh 0.5N methanol-HCI for 24h al 100°C, by gas­
ehromatogmphy with a capillary column (25 x 0.32 mm) of 
5% Silieone OV 210, (Applied Science Lab, Buffalo, NY), in 
a Yarian 2100 gas chromatograph (Orsay, France); the earrier 
gas was helium al a pressure of 0.6 bar, and thc oven 
tempe:rature prograrnmed from 100 to 240°C at 2°C per min 
{17] L-Iysine (Sigma Chem., SI Louis, MO) was used as 
intemal standard. Identification of each suga! residue was 
eonfirmed by mass spectrometry using the Finnigan Automass 
11 mass speetromcter, the HFB derivatives of the O-methyl 
glucosides of monosaccharidcs presented relatively high mass: 
978 for hexoses. 977 for hexosamines and 1275 for sialie 
acid [17]. 

Polyacrylamide gel elcctrophoresis 

The molecular mass and Ihe homogeneity of the purified lectin 
and its isofonns were evaluated in 10% polyacrylamide gel 

-electrophoresis (PAGE) in the presente of 0.1% sodium 
dodecyl sulfate (SOS), using the laemmli buffer system 
[18J, gels were stained with 0.1% Coomassie brilliant blue. 

Hemagglutinating aClivity 

Human erythrocytcs type A. B, and O from healthy donors 
were obtained from the Central Blood Bank IMSS, Mexico. 
Rat, miee, mbbit, sheep, horse, pig and ehicken red eells were 
obtained from the animal facilities at Facultad de Medicina 
Veterinaria, UNAM, Mexieo. The hemagglutinating aetivity of 
tbe M. rosenhergii purified leetin and its isoforms was assayed 
in mieroliler U plates (NUNC. Denmark) aeeording lo a two­
fold serial dilution procedure [8]. The agglutinating aetivity 

55 



Isolectins in the hemoZl'lllph 01 jUl'enile Ireshwater pmwns 

was tested wilh 2% erylhrocyte suspension in TBS. Hemag­
glutinating activity of each purified lectin isoform is reported 
as the specific activity. which eorrcsponds to Ihe hemagglu­
linating units/mg lcelin Hemagglulinalion assays were also 
performed in the presencc of erythrocytes previously treated 
with Vibrium cho/eroc (Sigma) neurnminidase (0.1 U pcr 
500111 ofpacked erythrocytes at 37°C ror 30min). 

Preparation of glycsns snd asisloglycoproteins 

Fetuin glycosylpeplides were obtained by Streptomyces 
griseus pronase lreatmenl (1 mg of enzyme per IOmg of 
glycoprolein incubated for 48 h al 37°C). The 0- aod 
N-glyeosylpeptides were fmetionated by gel filtration 00 s 
column (1.6 x IOOem) containing Bio-Gel P4 equilibrated 
with 0.05M pyridine aeetate, pH 4.5 [19]. Each 0- snd 
N-glycosylpeptide was desalled by filtration on a column 
(2 x 60 cm) eontaining Bio-Gel P2, equilibrated with 0.5 M 
acelic acid in distilled water, Iyophilizee\, and kept al 4°C 
until use Glyeoproteins and O-glyeosylpeptides from fetuin 
were desialylated by ineubalion at 100°C foe I h in the 
presence of 0.02 N sulfuric acid, as described by Spiro and 
Bhoyroo {20], and desalted on a Bioge! P-2 column 
(2 x 60 cm) equilibrated with 0.5 M acetic acid. The carbohy­
drate composilion of each glycoprotein and glycosylpeptide 
was determined by gas-liquid ehromatography. 

Sugar specificity 

The leclin's sugar specificiry was eonfirmed by comparing the 
inhibilory activity of various sugars glycoproteins, glycosyl­
peptides and their desialylated derivatives, on the hemaggluti­
nation induced by these lcetins against rat erythrocytes as 
follows: the lectin was diluted in TBS 10 four hemagglutinaling 
units (HAV, titer=4), 25111 ofthis lectin dilution was placed in 
mierotiter V plates and incubated I h at room lemperature with 
2S 111 of different concentrations oC sugars, glycoproteins and 
glyeosylpeptides, then 25 111 of a 2% mt erythrocytes suspen­
sion in TBS was added. Results are expressed as the minimal 
coneentration required lo inhibit four hemagglutinaling unlts 
[10]. The molar concentration of glycoproteins and glycopep­
tides was caleulated on the basis of their oligosaccharide 
content as detennined by gas chromatography. 

Results 

Purificarlon of the lcelin from adult and juvenile organisms 

The maturation stage of freshwater prawns was detennined 
based mainly on weight and sorne morphological character­
isties. The organisms eonsidered juvenile or postlarval were 
speeimens with an average weight of 2.33±0.5g (n=25). 
translueenl body and undeve10ped chelae. Adults were speci­
mens with an average weight of 13.2 ± 1.5 g (n = 35). deve!­
oped che1ae tips, and a hard exoskeleton. From the 
hemolymph of juvenile and adult freshwater prawns, we 
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purified a lectin by affinity chromatography using glutaralde­
hyde.treated stroma from rat erythrocytes. In both cases. the 
leclin was eJuled from the affinity chromatography column by 
decreasing Ihe pH of the chromatography mcdium to 2.8 by 
addition of 3% acetic acid. The proteio yield in Ihe purification 
process indicated that the purified leclin represents lA and 
0.7% oC the protein contenl of Ihe hemolymph of juvenile and 
adull organisms. respective1y. 

Chromatofocusing of the lectin from adult and juvenile 
organisms 

As indieated in Figure l. the chromatofocusing analysis 
revealed Ihal the lcelin from adult freshwaler prawns is 
constiluted by a homogeneous group of proteins (Iermed A­
l), since 90010 ofthe hemagglutinating aelivity is eluted at pH 
4.2 in a single peak (Figure la), whereas the elution profile of 
Ihe lectin purified from juvenile organisms is constituted by 
four main isofonns (tenned as J-I lo IV, Figure lb). Further 
purifieation oflhe lectin isoforrns fromjuvenile organisms was 
perfonned by ion exchange chromatography. Figure 2, shows 
the purification profile for isolectins J-I and J-IV; Ihe elulion of 
J-II and J-lIIleetin isofonns was similar lO the profile observed 
with J-IV isoform. The main fractions obtained in sueh 
chromatographic procedure were rechromatofocused on the 
Mono-P column, and our results indicated that the isoforms 
e!uled al pH 5.6, 5.1, 4.6 and 4.2, corresponded to isofonns J-I 
to J-IV, respectively. The J-IV isofono, with a pi of 4.2, 
contained 51 % of the hemagglutinating activity loaded on 
the column Isofonns J-II and J-III duted at pH 5.1 and 4.6, 
contained 18 and 20010 of the initia] hemagglulinating activity, 
respeetive1y. The lowest hemagglulinaling activity was 
observed in the J-I isoform, which contained 11 % of the 
hemagglutinaling activity loaded onto Ihe column. The J-IV 
isoform seems lo correspond to the Al lectin of adult organ­
isms, since it is eluted al the same pH froro the column 
(pH 4.2) and showed the highest hemagglutinaling activity 
(Figure la, b). 

Chemical eharaeterization 

The purified leclin from adul! or juvenile organisms, as well 
as its purified isoforms, is a homogeneous glycoprotein of 
9.6 kDa as detennined by SDS-PAGE analysis (Figure 3). 
The amino acid eomposition of botb, juvenile and adult 
purified lcelins suggest identity. but Ihe compositions are 
not identical (Table 1). 80th lcetins are constituted mainly 
by glycine, serine, glutamic and aspartic acid residues ane\, 
in minor proportion, by cystein and trytophan residues but 
lower amounts of amino acids such as isoleucine, phenyla­
lanine, arginine, and threonine were observed in the lectin 
from juvenile organisms than in the lcelin from adults 
(Table 1). The saccharidic part of both lectins showed 
quantitative and qualitative ditTerences, the lectin obtained 
frorn juvenile organisms is more glycosylaled than Ihe lectin 
from adults, it contained 15% of sugars per weight as 
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Figure 1. [solation 01 {he isolorms 01 [he lectin !rom adull (a) and juvenile (h) Macrobrachium rosenbergü freshwater prawns by 
chromatolocusing. Each [ecUn (500 I1g) was applied inlo a Mono P column in ao FPLC syslem. Thc protein was eluted using a pH 
gradient with a pH 7.2 lo 4 polybuffer (+ - + l. Detection 01 the optical density 01 each 1.5mllraction was al A280 (conlinuaus line). 
Hemaggluflnating activity was determined in [he presenee 01 ral erythrocytes (0-01, results represenl the lolal hemagglutinating units 
(HAU) in each collecled Iraclien. 

apposed lO 11% in adult organisms (Table 2) as determined 
by gas-chromalography. As shown in Table 2, juvenile 
isoleclins eontained Gal, Man, and GIcNAc residues amI, 
in minor proportion, GaINAc; juvenile J-IV isofonn also 

contained N-acelyl-neuraminic acid. A similar composition 
of carbohydrates was observed io the lcelio from adult 
organisms. These resulls ¡ndieate Iha! proportionally the 
adult lcelin is more sialylatcd. 
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Agure 2. Purifation 01 M. rosenbergü lectln-tsolorms from jweniJe organisms by ion exchange chromatography on a mono P column 
(anionic lorm) in an FPlC system. The lectin lractions previously obtained by chromatofocusing (500 1-19) were appIied to lhe cotumn 
equilibrated previously with 25mM Bis-Tris/iminodlacetic acid bufler, pH 7.2. lsofonns wera eluted by a stepwise NaCI gradient (doned 
line). Detectlon 01 Ihe optical density 01 each 1 mllraction was at A2I!O (continuous 6no). Representativo experiments lor fractions: J-I (a) and 
J·IV (b) MrL isolonns is presented (Seo Aguro , lor nomenclatura). 

Hemagglutinating activity and sugar specificity 

The lectin from adult and juvenile organisms as well as its 
purified isofonns showed the same specificity for erythrocytes 
and sugar residues. Although the lectin purified fmm juvenile 

organisms showed three times less hemagglutinating activity 
!han the lectin from adults, both lectins recognized only mt, 
mbbit, and chicken erythmcytes, and failed lo agglulinate 
erythrocytes from other animal species such as human (A, B, 
and O), horse, pig, or shecp. Removing sialic acid from 

58 



344 

lí&'· • .. 

A 8 e 'ti 

FIgure 3. S05-polyacrylamide gel electrophofesis 01 lhe Ieclin 
purilied from the hemolymph 01 juvenile and adult Macrobrachium 
rosenbergii freshwater prawns by affinity chromalography 
Al Hemolymph (3Spg) and Bl purilied lectio (5110) lrom adul! 
organisms. C) purified lectin (51lg) and O) hemolymph Irom ¡uve­
nile organisms (35 1lU). Molecular weighl markers are Phosphor­
ylase b (94kDa), bovina serum atbumin (67kDa), egg albumin 
(45 kDa), carbonic anhyclrase (30 kOal. soybean trypsin inhibitor 
(20.1 kDa), tactaJbumin (14.4kDa) and bovine insulin chain B 
(3.4kOa). 

erythroc:ytes, by treatment wilh V. cho/eme neurnminidase, 
abolished the capacity of both lectins to agglutinate Ihe 
erythrocytes from ral, rabbit, and cbicken. The hemagglulinat~ 
ing activity of juvenile and adult lectins was inhibited only by 
N-acetylated amino sugars such as Neu5Ac, Neu5,9Ac. 
GIcNAc. GalNAc and, in minor proportion, Neu5Gc, a:- or 
fI-methyl glycosides from sialic acid and Neu5Ac (2'2.3 and 
~2,6) N·acetybctosamine showed a..'l eight. 10 sixteen-fold 
higher capacity 10 inhibit !he hemagglutinating activity of!he 
leetin obtained in both matwation stages, lhan !he N-acetylated 
amino sugars. The amount of N-acctylated amino sugars 
required to inhibit the hemagglutinating activity ofthe juvenile 
leetin isoforms J-I to J-lII was fourfold higher Ihan the amounl 
of sugars required lo inhibit the hemagglutinating activity of 
Ihe isoform J-IV or !he adull leelin Sialylated glycoproteins, 

Zemeno el al. 

Table 1. Amino acid composition (Res/Mol') 01 the lectin puri­

lied trom juvenile and adult Macrobrachium rosenbergií Iresh· 

water prawns. 

Residuo Juvenile Adul/ 

Asx 8.1 7.9 
Glx 8.6 8.2 
Ser 6.1 6.2 
G~ 6.6 6.7 
H~ 2.1 2.2 
A<g 2.9 3.3 

'"' 3.7 4.2 
Ala 5.6 5.7 
Pro 3.6 3.7 
Tyr 1.2 1.1 
Val 4.8 4.8 
Mel 1.3 1.4 
eys 0.5 0.5 

". 3.5 4.2 
Leu 6.0 6.6 
Phe 4.1 4.5 
Lys 5.8 6.0 
Total 74.5 77.2 

·Residuesjmol. considering a molecular weighl 019.6kDa per sutlunil 
and a 15 and 11 % sugar per weight conten1 in juYenile and acturllectin, 
respectively. 

such as feluin. and bovine and ovine submandibular gland 
mucio were more powerful inhibitors of adult and juvenile 
lectins !han simple sugars. Hen ovalbumin, human trnnsrerrin, 
IgG, ~¡-glycoprotein acid, desialylated feruin, and dec:ialylt1ted 
ovine and bovine mueins failed to inhibit the hemagglutinating 
activity of Ihe leetins (rabie 3). Fetuin O-glycosylpeptides 
isolated after pronase digestion and gel-filtralion chromatog­
raphy inhibited Ihe hemagglutinating aclivity of all the fresh­
water lectin isoforms; whereas. N-glycosylpeptides or asialo­
O·glycosylpeplides were nol able to inhibit the leetins activity 
(rabie 3). 

Table 2. ~hydrate composition (Re:ª/M~') 01 lhe purified isoI~~ .!rom Macrobrachium ro~efJbt!rgii juvenile and adu!t 
Ireshwater prawrIS. 

Juvenile Adult 

Carbohydrate J-/ J·fI J·fIJ J·/V A-/ 

Mannose 2.9 2.9 2.4 2.1 1.4 
Galactosa 2.4 2.7 2.2 2.' 1.3 
N-acetyl-o-galactosamina 0.8 0.8 0.8 0.7 0.3 
N-acetyl-o-glucosamine 1.5 0.9 0.9 1.1 0.8 
N-acetyl-neuraminie acid 0.0 0.0 0.2 0.5 0.9 
Sugar contenl ('Ya)"' 15.2 15.0 14.5 14.5 11.0 

·Residuesjmol. conskierlng a molecular we'lght 01 9.6kOa per subunit. The carbohydrste content and colTI¡X)silÍQn was determinad with the 
hcptalJuorobutyrate derivatives 01 O·methy1.glycosides 01 each lecUn and its isolorms by gas chromatography . 
. 'The reported percentage represcnts the relalion between protein and carbohydrate concentration in Ihe Ireeze-dried tecUn. 
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Table 3. Effecl 01 sugars and glycoproteins (mM) 00 the hemagglutinaling activity 01 the lectins Irom Macrobrachium rosenbergii 
juveoile and adult freshwaler prawns. 

Juveni/e isoforms 

Compound J./ J-ff J-1fI J·IV Adu/t 

Neu5Gc 200 200 200 200 100 
GalNAc 200 200 100 100 50 
G1cNAc 200 200 200 100 50 
Neu5Ac 50 50 25 25 25 
Neu5,9Ac 25 25 25 25 12.5 
Neu5Ac ex-methylglycoside 25 12.5 7.5 7.5 7.5 
Neu5Ac fj-methylglycoside 25 12.5 12.5 7.5 7.5 
Neu5Ac (cx2,3) N·acetylactosamine 25 25 12.5 12.5 12.5 
Neu5Ac (cx2,6) N-acelylactosamine 25 25 12.5 12.5 12.5 
Colominic acid (Neu5Ac~2,8)" 25 25 15 10 10 
Fetuin 0.006 0.003 0.003 0.001 0.001 
Fetuin O-glycosylpeptides'" 0.1 0.1 0.05 0.05 0.05 
Bovine submandibular mudo 0.01 0.01 0.005 0.005 0.005 
Ovine submandibular mucin 0.1 0.1 0.05 0.05 0.05 

'Minimal concentration needed to inhibit 4 HAU (TIler = 4) 01 lecIin from juvenile (7!1g/ml) and adult (2Ilg/ml) specimens. Sugars wilhoul inhibitory 
activity at 200mM were l· and o-fucosa, o-rnannosa, o-glucose, o-galactose, o-galaclosamine, o-glucosamine, o-rnannosamine, melezitoso, 
lactase, and raffinoso. Hen ovalbumin, human Iransferrin, IgO, %I-glycoprolein acid, desialylated letuin, ovine and bovina glycoproleins, as weII as 
letuin N-glyeOsylpeptides and asiaJo-O.glycosylpeptides were nol inhibitory al a 10 mM coocentratOO. 
"Va/ues are presenled in mg/ml slnce 11"1& moleCular weight is no! known. 
"'Olycosylpeplides obtained lroro fetuin after pronase digestion and gel IDtralion. The molar concentration 01 glycoproleins and glycostypeplides 
was calcutated on the basis 01 their oligo$accharlde conteol as determined by gas ctvomatography. 

Discussion 

In invertebrates, the most likely candidates for recognizing 
foreign material, due lO Iheir high specificity for carbohydrales, 
are the lectins [1~3,21]. These proleins have becn shown lo play 
importanl roles also in Ihe innate immunity of mammals [2]. 
Previous work indicate that Ihe innate immune system of the 
freshwater prawn may recognize several bacteria species 
through the specific interaction of the Icctin, present in the 
hemolymph, with the acetyl groups of reducing sugars exposed 
on the bacterial cell wall [10]. 

We purified the lectins present in the hemolymph of adult of 
juvenile freshwater prawns, and eompared their physieochem­
ical eharacterislics and specificity-for sugars and erylhrocytes. 
The leelin isolated from adult organisms had stronger hemag­
glutinaling activity tban the leClln from juvcnile organisms; 
however, both leclins and their purified isofonns agglutinated 
raí, rabbit, and chicken erythrocytes. The hemagglutinating 
activity of both types of lectins was inhibiled by N·acetylated 
amino sugar residues such as Ncu5Ac, Neu5,9Ac, GlcNAc, 
and GaINAc; IX or p-methyl glycosides from sialic acid, but 
al,3- or 2,6-linked sialic acid were bener inhibitors Ihan 
simple sugars. This result suggests lhat the anomeric pasition 
of e2 from Neu5Ac acid does nol seem lO be relevant for M. 
rosenbergi; lectin recognilion. Sialylated glyeoproleins. sueh 
as fetuin, and ovine and bovine submandibular muein, which 
contain O-glycosydically, linked glycans [22,23] were more 
powerful inhibitors of the hemagglulinaling activity of the 

leclin on both maturalion stages, than monosaccharides. The 
specificity of both 1«lins for sialylalcd O-glyeosydically 
linked glycans. \VaS confinned by the facI that the isolated 
O-glyeosydically linked glycans from feluin inhibited the 
lectins aclivity [20]. Sialylated N-glyeosydically linked 
peptides from fetuin, or glycoproteins containing N-glycosy­
dically linked glyeans such as hen ovalbumin, human trnns­
femn, IgG, or :l.-glyeoprotein acid, laeked capacity to inhibit 
the leetins hemagglutinaling aetivily, The relevance of the 
sialic acid for Ihe inleraetion of M. rosenbergii lectin with 
these glyeoproteins and glycopeptides as well as with cellular 
receptors, \VaS confinned when we eliminated the sialic acid 
from those glycoproteins and found Ihal Iheir inhibitory 
capacity was abolished. 

While NeuSAe is the major type of sialic acid found in 
human and shcep erythrocytes, and Neu4,5Ac or Neu5Gc is 
!he most predominant sialic acid derivative present in horse 
and pig erythrocytes, respectively [24,25], the crythrocytes 
from rat, rabbit and chicken possess great amounts of 
Neu5,9Ac, accounting for 25, 29 and 30"10 of total sialic 
acid respective1y [23-25]. These data suggesl that Neu5,9Ac 
linked to specifie glyean structures, is a receplor determinant 
ror the M. rosenbergü leclin in both sludied maturalion stages. 

The lectin from adult or juvcnile freshwater prawns is a 
dimeric glycoprotein of 20 kDa confonncd by 9.6 kDa subu­
nits [8,13], The lectin from juvenile organisms contained four 
isofonns with different pi (5.6 lo 4.2), in contraSI to the lectin 
from adults which contained only one isoform at pI 4.2, 

60 



346 

suggesting Ihat Ihe 5ubunits confonning Ihe lcelin in juvenile 
prawns have differeOl physicochemical properties. The lec60s 
constituted by subunits al pI 5.6 showed lower hemagglutinat­
íng activity, which explaios, in part, why the lectin fmm 
juvenile prawns showed Ihe lower hemagglutinating activity 
lhan Ihe leclin from adults. The lectin purified from either 
adults or juvenile organisms showed identical molecular 
weight, and similar amiDa acid composilion, however, Ihey 
showed quantitative and qualitative differences in their sugar 
contenl and in Ihe amoun! ofNeu5Ac residues, Ihe lectin from 
adults is ¡ess glycosylated man Ihe juvenile. and showed 
higher concentrations oC sialic acid. 1I is ROl known how Ihis 
¡nfluenee Ihe thrce-dimensional conformation of the leain. its 
functional properties or ils biological role. 

Research is in progress lo define whether Ihe expression oC 
each leclin isoConn could be the resull oC allelomorphic Conns 
oC Ihe same prolein [26J, or if their glycosylation panem, is 
regulaled Ihroughout maturation by environmental [27], 
neuroendocrine [28], or honnonal factors such as ecdisteroids 
[29,30}. It is highly probable that the maturation process which 
mighl modulate Ihe leclin isofonns induces a diminution in the 
defense mechanisms and Iherefore ¡ncreases Ihe lability oC 
juvenile organisms to inCective diseases. 
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The serum of the freshwaler prawn contains a sialic acid specific leerln (MrL) that agglutinates erythrocytes from rat 
and rabbit, as weU as some Gram negalive and positive bacterial strains. In this work, we performed the chemical 
charncterization of the MrL purified by affinity chromatography on stroma from rat erythrocytes and by ion exchange 
chrumatography. In ¡es active rorm, MRL is a dimeric glycoprotein with 9.5 kDa per subuni\. The amino acid sequence 
of the leclin was deduced from peptides obtained after Irypsin treatment by matrix-assisted laser desorption ionization 
mass spectrometry-time of flight analysis (MALDI-TOF). The predicted amino acid sequence of the leclin showed 54% 
homology with lhe hyperglycemic hormone from Macrobrachium rosenbergii. It also showed homology with Ihe variable 
region of the human immunoglobulin " (22%) and 1.. (27"iG) ligbt ehains. The lectin is a glycoprotein witb II % (wjw) 
carbohydrate content and is constituted by Gal, Man, GIcNAc, GalNAc and NeuAc in a molar ratio of 4:3:2: I :0.6. The 
primary slructure of the carbohydrate chaios of the lectin from tbe freshwater prawn was determined by affinity 
chromatograpby of MrL-glycopeplides on Con A and leA leclin columns, which indicated that Ihe main carbohydrate 
chains confonning Ihe lectin are N-glycosidically linked. Man)GlcNAc2. 1 oligosaccharides were the most abundant 
structures with 57% followed by GaII.3Man)GIcNAc2.8 with 24%. Qur results suggest that the freshwater prawn possess 
a lectin in the bemolymph plasma, relaled to those from lhe immunoglobulin supeñamily. (:1 2000 Elsevier Science Inc. 
AII rights reserved. 

Keywords: Sialic acid specilk leclin; Glycoprotein; MALDI·TOF; Animal lectin; Crustacean; Mocrobrachium ro.renhergii: Hyper­
glycemic hormone; Immunoglobulin superfamily proteins 
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l. Introduction 

Invertebrate anirnals lack adaptive irnmune sys­
tems, but tbey bave developed various defense 
systems tbat recognize antigens on the surface of 

030S-Q491/OO1S • see rront matter O 2000 E1scvier Sciencc loc. AH righu rescrved. 
PII: SO] 05-0491 (00)00260-1 
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potential pathogens (Vasta el aL, 1994; Olafsen. 
1996). These systems ¡nelude hemolymph coagula· 
tion, melanization, cell agglutination, antimicro­
hial aClion, active oxygen formation and 
pl¡agocyiic iu.:liviiy (Cooper ei ai., i992; Vazquez 
el aL, 1998). Amoog them, hemolymph coagula­
tiOD and phenoloxidase-mediated melanization, in 
addition lo cell agglutination, are directly induced 
by foreign substances, resulting in engulrment of 
invading microbes. The immobilized invaders are 
finally killed liy antiffiicrobial subStances released 
from many kinds of hemocytes (Olarsen, 1996; 
Kawabata and lwanaga. 1999). Lectins in ¡nverte­
brales playa relevant rote in defense mechanisms. 
such as recognizing foreign invaders, damaging 
self cells and mediating the biological activity of 
cells (Vasta el al., 1994). 

The lectin isolated from the freshwaler prawn 
MacrobraclJium rosenhergii (MrL) is specific for 
N-acetylated carbohydrates such as GlcNAc, Gal­
NAc, altbough sialic acid and sialic acid contain­
ing determinants seem to be lhe main structures 
recognized by tbis lcetin (Vazquez et al., 1993, 
1996). The MrL capacity to agglutinate erythro­
cytes specifically from ral and rabbit erythrocytes 
depends on the presence of Ca2 + (Vazquez el al., 
1994). This lectin interacts with Gram negative 
bacterial strains such as Aeromona sp, Bacillus 
cereus, PasleureJIo IUlemo/yl¡ea (Serotype A12) 
and Gram positive bacteria such as Slaphylococ­
cus arizona (Vazquez el al., 1996). The lectin 
seems to be synthesized by circ:.:!ating hemocyt~. 
Immunohistochemical analysis, using monoclonal 
antibcxlies against the serum lectin, revea1ed tbat 
the rough endoplasmic reticulum is positively 
stained by these antibodies (Sierra et al., 1999). 
Furthermore, it has been demonstrated tbat the 
lectin could be either stored in the granules or as 
an integral protein of circulating bemocytes 
(Vazquez et al., 1997a). The specific role of the 

2. Material .nd methods 

2.1, Lectin eXlroclion and purificalion 

Aduit iresnwater M. rosenbergii prawns in in­
termolt stage (Peebles. 1977) were obLained in 
JojuLla, Morelos, Mexico. Hemolymph was ob­
tained from the pericardial sinus and the serum 
was c1eared by cenLrifugation at 16 OCIO x g al 4°C 
for 30 mino The supernatant was dialyzed agaiost 
Tns-biiffered -SaJine (TOS):' .50 -mM Tns-Hci,-
0.15 M NaO, 3 mM eaQ2, pH 7.4. wilh severa] 
changes and stored al - 70"C unti! use. The lectin 
was purified by affinity chromatography on a 
column containing glutaraldehyzed rat erytbro­
cytes stroma physically entrapped in Sephadex 
G-25, equilibrated with TBS as described p~i­
ously (Vazquez el al., 1993). further purification 
of the M. rosenhergü Iectin was performed by ion 
exchaoge chromatography as foUows: "500 ~g of 
the purified lectin, previously dialyzed against bis­
Tris (Sigma, Sto Louis, MO) buffer (25 mM bis­
Tris, 25 mM iminodiacetic acid, pH 7.2), was 
applied onto a prepackaged mono P 5/5 mm HR 
colurno (pharmacia, Uppsala, Sweden). This 
column was previously equilibrated with bis-Tris 
buffer. at a ftow rate of 1 ml/min with a maximal 
pressure of 40 baes.. in a 6O-rnin program using 
the FPLC system (Pbarmacia). The protein was 
tben eluted with a 0-1 M NaCl stepwise gradient 
in bis-Tris buffer; l-ml fractions were oollected, 
the optical dcnsity 'WClS monitored at 280 run and 
hemagglutinating activity was detenWned by the 
2-fold dilution procedure in lhe presence of a ZOIo 
solution of rat erytbrocytes in TBS. Each duted 
peak was exhaustively dialyzed against distilled 
water and freeze-dried for furthec anaIysis. 

22. Analytical mt!lhods 

lectin in defense mechanisms has not been Protein concentration was detennined by the 
___ c1arified_ yet._bul_MrL_has_been_shown_ to--be--~ method-of Bradford (1976)-with-Coomassie blue~~ -

a useful tool as a marker for neuro-degenerative R-2SO. using bovine serum albumin as standard. 
diseases, such as Alzheimer disease (Guevara et Carbobydrate composition ofthe lectin was deter-
al., 1998). In this work, we peñormed the chemi- mined with the heptaftuorobutyrate derivatives of 
cal characlerization of the lectin from the fresh- O-methyl-glycosides from the lectin and its gly-
water prawn M. rosenbergü, aimed at elucidating copeptides. Lysine was used as internal standard 
the specifi.c role of the lectin in this organismo (Sigma) and analyzed by gas-chromatography, us-
Evolution and phylogeny of crustacean defense ing a capillary oolumn (25 x 0.32 mm) of S% 
molecules, at a molecular level, as compared Silicone OV 210, (Applied Science Lab., Buffalo, 
to those present in vertebrate species are dis- NY), in a Varian 2100 gas chromatograph (Orsay. 
cussed. France) equipped with a ftame detector and a 
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glass solid injector; the carrier gas was helium at a 
pressure of 0.6 bar and the oven tempcrature was 
programmed from 100 to 240"C at 2"C pcr min, 
as described by Zanetta el al. (1999). 

2.3. Polyacrylamide gel electrop/loresis 

The molecular mass and the homogeneity ofthe 
purified lectin and its isoforrns were evaluated in 
10'% polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 
in the presence of 0.1% sodium dodecyl sulfate 
(SOS), with the Laemmli buffer system (Laemmli, 
1970); gels were stained with 0.1% Coomassie 
brilliant blue. 

2.4. Amino acid sequmcing 

Amino acid sequencing of MrL was detennined 
by MALD1-TOF on peptide fragments obtained 
by trypsin digestion of the purified MrL. After 
electrophoresis on SOS-PAGE gels of MrL, the 
bands with 200 pM of proteio were digested witb 
0.5 Jlg trypsio in SOO JlI wnmonium bicarbonate, 
pH 8.0 at 37"C for 24 h. The effect of trypsin was 
inhibited by storing the mixture at 2"C for 4 h. 
The enzyme digest was dried by evaporation using 
a Gyrovap (Howe, Landon) and re-evaporated 
with water (2 x 100 ¡.ti). Samples were prepared by 
mixing directly onto the target 1 Jil of reaction 
products (containing 50 pM) and 1 Jil of a 2,S-di­
hydroxybenzoic acid matrix (12 mg/ml in CHO, 
70:30, v/v), allowing Ihe mixture to crystallize at 
room temperature. Positive ions of the peptides 
weré'measured by MALDI-TOF on.a Vision 2000 
time-of-ftight mass spectrometer (Finnigan MAT, 
Bremen, Germany) equipped with a 337 nm UV 
laser. Mass spectra were acquired in reflectron 
mode under 8 keV acceleration voltage and posi­
tive detection. Control assays were perfonned us­
ing trypsin alone to identify self-digested peptide 
mass and angiotensin I as standard (Mr 1296.7) 
(Hellman et al., 1995). The mass of (M + H] ions' 
from peptides produced by tryptic digestion was 
compared with those obtained from NCBlnr 
(Swiss-Prot 10/04/99) database. 

2.5. Preparation 01 glycopeptides Irom MrL 

MrL glycopeptides (MrL-gp) were prepared by 
incubating 2 mg of the lectin in 0.5 mi of I SO mM 
Tris-acetate, pH 8, and 15 mM CaClz with ) mg 
of pronase (from Strep/omyces griseus, Sigma) for 

48 h al 36"C. Then the mixture was boited for S 
min to stop the enzymatic reaction and the gly· 
copeptides were filtered in a column eontaining 
Bio-Gel P2 (100 x 1.2 cm 1.0.) equilibrated with 
distilled water. Glycopeptides were Iyophilized un­
ti) use. Purification of MrL glycopeptides was 
perfonned by affinity chromatography on a Con­
canavalin A (Con A)·Sepharose column (Sigma), 
containing 10 mg of the lectin; 200 Jig of MrL 
glycopeptides in acetate buffer (S mM sodium 
ar:t!ta~. 0.14 M NaO and S mM CaC)2, pH 5.2) 
were deposed onto the calumn. The unretained 
fraction was eluted with the acetate buffer and the 
retained fraetion was eluted by adding 200 mM of 
a-methyl-mannoside. Resides, 200 pg of MrL-gp 
was applied to a Lens culinaris (LCA)-Sepharose 
4B coupled column with 10 mg of the lectin. 
Acetate buffer was used to equilibrate the coluron 
and to elute the unretained material; the retained 
glycopeptides were eluted with 200 mM a-methyl­
mannoside (Debray et al., 1981). Retained and 
unretained fraetioos were callected and desa1ted 
in a Biogel P-2 colurno, previously equilibrated 
with distilled water and Iyophilized for further 
analysis. 

2.6. Hemagglutinating activity and sugar specificity 

Rat and rabbit erythrocytes were obtained from 
the animal facilities at Facultad de Medicina, 
UNAM, Mexico. The hemagglutinating activity 
óf MrL was assayed in microtiter U plates 
(NUNC, Denmark) according to a 2·fold serial 
dilution procedure. The agglutinating activity was 
tested with either 2'l1o untreated erythrocyte sus· 
pension in PBS or witb neuraminidase-treated (0.1 
U of Vibrio cho/erae neuraminidase per O.S mi 
of packed erythrocytes at 37"C for 30 min). TIte 
lectin's sugar specificity was confinned by com­
paring the inhibitory activity of various sugars 
or glycoproteins on the hemagglutination induced 
by the lectin. Results are expressed as the mini· 
mal concentration required to inhibit completely 
four hemagglutinating doses (Vazquez et aL, 
1997a). 

3. Results 

3.1. Lectin purification 

The lectin from adult freshwater prawns was 
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Fil. l. Purification of lhc Icctin (rom MacrolJ,achium rosnrbu· 
gii by ion exthange dlromatograpby on a 'mono P coIumn 
(anionic fonn) in an FPL.C 5ystem. Thc .moily purificd M. 
ro~rrij Iedin (500 ¡.La> was applied lo lbe column equili· 
bnt.ted previously wilh 25 mM bis-Tris buffer (2S mM bis-Tris. 
2S mM iminodiacetic acid) pH 7.2. Thc Icctin was duttd by. 
~ NaO yadjent (dotted tine). Detcction of lhc oplical 
drnsily of eacb ¡·mI fractioD was al ÁDO (continuous line). 

purified by affinity chromatography witb a 
coturnn containing g1utara1debyde treated stroma 
from rat erythrocytes and by ¡oDie exchange 
chromatography on a mono P (in anionic fonn) 
column. The lectin was cluted from Ihis column 
by a salt gradient and the main fraction, 
containing the purified lectin (Fractioo I), was 
eluted by adding 0.18 M NaCI (Feg. 1); Ihis 

Table I 
Puri6cation process of M. ~ 1cctiD" 

F",""" ........ (",.¡ HAU" Specific activilY" 

Hanolympb .00 .280 12.8 

Affinily dtromoJ~rop/I, U_ 
5' NA' NA 

''''"''" l<din 0.14 ... 4'" 
Ion ~,lCt:h4n&~ cI!romDliJVtlP/ly 
Fnactiool o ... 6" 7700 
Fmction 11 0.01 NA NA 
Fractioo m 0.02 NA NA 

• Froro 400 )Il of sawn.. 
lo HAU, bemagg!ulÍnatin, UDits lC:Stcd in lhe pracna:: (lf ral 

erythrocyta. 
e HAUfprote:in axw::mlratioo . 
• NA. nOD-bemagglutinatin¡ activily. 

kDa 

205 

97 

29 
20 

14.2 

0.5 
A B 

Fi¡. 2. SDS-PAGE of lhe purilied MtKrObrodIium ,~jj 
b:tin. l..aDe A. SO 111 of fresb .... ter prawn bemolympb. Une 
B, 10 JlI or the lectin purified by affinilY chromatography aOO 
furtber by ion c:xchange chromatography. Molecular wei¡ht 
man:en ..e: myosine ftom rabbit musclc: (20S), pbospboryWc 
B froro rabbit musde (97 tDa), bovinc: serum aIbumin (66 
tDa). carbonic anbydrase (29 kDa). soybean trypsin inbibitof 
(20 tDl), 1acaIbumin (14.2 tDa) lUId oovinc luna aploloninc: 
(6.S ko.). 

procedure increased 601 times the spccific activity 
of the lcctin. as comparcd with total hemolymph 
(rabie 1). SDS·PAGE indicated (hat (he purifkd 
Icctin corresponded to a glycoprotcin oC 9.6 kDa 
(F;g. 2). 

3.2. Amino acid sequencing 

Amino acid scquencing was determincd by 
MALDI-TOF 00 peptidc fragmcnts obtainc:d af· 
ter trypsin digestion of electrophoresed MrL. The 
RSults indicatcd that the lectin showed homology 
with (he crustacean hyperglycemic hormone 
(CHH). The matchcd peptides of (he MrL suhunit 
covered 54% of tbe proteio and nolo matched the 
human immunoglobulin IC chaio V·Il regioo. The 
peptidcs matchcd 2S of the 113 of (his im· 
munoglobulio chaio. Wilh (he variable regioo of 
human irnmunoglobulin ). ligbt chain, 27% COy· 

ered the proteio sequence (rabie 2). 
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Table 2 
Predicted trypti~ pcptides of the lectin rrom Maaobrarhium ros.-nhc'Sii 

Amino acid position Pcp¡ide sequena: Related protein 

1066.39 
1791.9 
2721.9 
2734.4 

1-11 
19-31 
SI-74 
83-108 

(- )SAFASLGSTV(K) 
(K)LDRVCDDCYNLYR(K) 
(R)QCIQDLQLMDQLDEYANAVQIVGK 
(R)VEAEDVGVYYCMZALQAPITFGQGTR(L) 

IgÁ 

CHI{ 
clm 
IgK 

• Monoisolropic: mass. The mass of 1M +HJ ions rrom peptides produced by tryptic digestion was compared with ¡hose obl3ined rrom 
NCBlnr (Swiss·ProI 1010(199) dalabase. CHH. M_ ~¡¡ austacean hyperglycanic honnone; Ip;. human IgIC chain V.I! region; 
and Ig).. coITesponds 10 human Ig).. chalo variable regWll. 

3.3. Analysis 01 glycopeptjdes 

The glycosidic portion of the lectin comprises 
11% of the lectin's weight and is constituted by 
sialic acid (NeuAc), galactose (Gal), mannose 
(Man), N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) and N­
acetyl-D-galactosamine (GaINAe) in a molar ratio 
of 0.6:4:3:2:1, respectively. The glycopeptides oh­
tained from the purified lectin after pronase diges­
tion were purified by affinity chromatography on 
immobilized Con A and LCA lectin columns (Fig. 
3). From the amount of tbe glycopeptides deposed 
onto eacb column, 57% were retained by tbe Con 
A-Sepharose column and 24% by the LCA 
column. The carbohydrate composition of each 
fraetion indicated tbat the Con A retamed frae­
tion is mainly composed by Man and GlcNAc in 
a 3:2.1 molar ratio; the fraetion retained by the 
LCA-Sepharose column contained Man, GlcNAe 
and Gal, in a 3:2.8: 1.3 molar ratio; the fraction 
unretained by botb columns possesses Man, Gle­
NAe, Gal and in lower concentrations, GalNAe 
and NeuAe (Table 3). 

4. Discussioo 

AlI anima1s and plants have immune systems 
tbat protect them from diverse pathogens that 
would otherwise threaten their survival. Tbe dif­
ferent components of tbe immune system may 
inactivate the pathogens themselves or promote 
the inaetivation and clearance of toxie produets 
brought about by tbe pathogens. Lectins seem to 
be part of lhe immune system in invertebrates, 
since they facilitate immobilization of pathogens 
and inhibit their destructive growth in tbe host 
organismo Although one of the main difficulties in 
considering lectins as specific mediators of tbe 
immune response in invertebrates is tbat they laek 

mechanisms to induce their secretion and/or their 
specifie synthesis (Olafsen, (996). 

The lectin from the freshwater prawn M. rosen­
bergii is a glycoprotein Tich in glycine, serine, 
g1utamie and aspartie residues and poor in cys­
teme. methionine and histidine residues (Vazquez 
et al., 1993). It is a 20-kDa protein, conformed by 
two monomerie subunits of 9.6 kDa, each linked 
by a disulphide bridge (Vazquez et aL, 1993). The 
analysis of tryptie peptides obtained from the 
purified MrL by MALDI-TOF showed no homol­
ogy with other lectms from invertebrates; how­
ever, it showed partial homology with the 
erustacean byperglycemie hormone (CHH) from 

0.1 

~ 0.06 

'!1 
~ 
ci 0.1 

ci 
0.06 

10 

ConA 

LeA 

20 30 40 

Fraction 

Fig. 3. Purificatinn of glyoopeptida from tbe Iectin MQ~· 
brochium ~jj by affinity chromatograpby 00 Con A 
and LCA irnmobilized Icctin columns. MrL g1yoopeptide:s (200 
pg) obtained afta pronase digestion were suspended in acetale 
buffer (S mM sodium acdate, 0.14 M NaO alld S mM eao;t. 
pH 5.2) and deposed onto thc column containing 4 mi of 
Sepbarosc-Con A or LCA k:ctins. The unretaincd rraction was 
eluted with the acetatc buffer alld the retainal fraction was 
eluted by adding 200 mM of cr.-mcthyl_mannoside. Detcction 
of the oplical dmsity or cacb I mi fraccion _ al Am. 
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Table ) 
Carbohydnue composition or M. r<J.'t'n¡""cii Icctin glycoptp­
lídes punfla! by IIflinity chromalogr"'phy on Con A-, and 
LCA-Sepharose 48 columns 

Sugar residuo: Molar ralio· 
------..,-
MrL·gpConA MrL·gpLCA MrL R" 

F,,,,,, 0.0 0.0 0.0 
Mannose lO 3.0 3.0 
GalaCIOSC 0.1 1.3 2.7 
G\cNAc 2.1 2.8 3.7 
GalNAc 0.0 0.0 O., 
NeuAc 0.0 0.0 0.2 

• Molar ratio is rclatcd 10 thm: Man residues. 
., MrLgp com:sponds 10 Iht fraclion unrctained on me Con 

A- and LCA-Sepharosc columns. 

the freshwatcr prawn M. rosenbergii. Crustacean 
CHH is a proteio of 8.7 kDa, with a pI of 4.88. Ir 
is a physiologically important neuro-hormone 
lhat regutates primarily carbohydrate metabolism 
and also plays a significant role in reproduction, 
molling and other physiological processes (lin el 
al., 1998; Sithigorngul el al., 1999). 

Tbe MrL's amiDa acid sequence also shows 
sorne homologous regions lo Ihose present in the 
immunoglobulin supcrramily proteins, 22% ho­
mology with the human IgIC ebain (region V-II) 
(de Wildl et al., 1999) and 21% homology with 
the variable region of the light ehain A (Mageed el 
aL, 1991). These results, together with the fact 
that MrL is a protein ablc lo inleract with sped6c 
ligands, suggest that variable gene segments for 
the light ehains from immunoglobulins (K or ).) 
have been developmentally preserved through the 
evolution of V gene families (Glas et al., 1991). 

Different proteins present in (he serum of sev­
eral different invertebrates have been oonsidered 
as analogues or precursors of proteins implicated 
in defense mechanisms in vertebrates, sueh as (he 
lectins identified in Limulus (Pinole, 1982), and 
the a.2-maeroglobulin, which binds peptide 
growth faetors and rnodulates the aetivity of a 
lcetin-dependent cytolytic pathway in arthropods 
(Ariristrong and Quigley, 1999). The TLs-S is a 
lectin present in the hemolymph plasma from the 
horseshoe crab Tachypleus lridenlalus, which con­
tains a short N-tenninal Cys-containing segmento 
It also contains a C-tenninal fibrinogen-like do­
main with the highest sequence idenlity lO lhal of 
mammalian ficolins, indicating that the horseshoe 
crab is equipped with a homologue of vertebrate 

ftbrinogen (Fischer et aL, 1994; Gokudan el aL, 
1999). Hemolin, an insect immunoglobulin super­
ramily member, is a lipopolysaccharide-binding 
protein that actively participates in the regulatioo 
or ioseet immune responses during bacterial infee­
lion and mediates homophilic adhesion as well 
(Su et aL, 1998; Mendoza and Faye, 1999). 

The structure of (he carbohydrate chains oi (he 
lcetin from the freshwater prawn was detennined 
by affinity chromatograpby of MrL-glyeopeptides 
on Con A and LCA lectin oolumns. Con A pos­
sesses high affinity for structures constituted by 
the trimannosidic core containing man el{ 1,6) 
[man a{l,3)] man, substituted by two GlcNAc 
residues and LCA possesses affinity for structures 
oontaining tbe trimannosidic core substituted by 
N-acetyllactosaminie residues (Debray et aL, 
1981), indicating Ibat the main carbohydrate 
chains confonning the M. rosenbergii lectin are 
N-glycosidically linked; Man)GlcNAc2•1 oligosac­
charides are tbe most abundant slructures with 
S¡e/o followed by Gal!.) ManlGlcNA~ .• witb 24%. 
Our results suggest tbat MrL possesses at lcast 
one carbohydrate chaio attached to eacb protein 
subunit as described for otber glycoproteins in 
invertebrales, such as the ¡cetin from the aoom 
bamacle Megabalanus rosa (Muramoto and 
Kamiya, 1990) or the hemocyanin from the 
crayfish, ASlacus leplodaclylus (fseneklidou­
Stoeter et al., 1996). 

Rabbit and rat red cells were agglulinated by 
MlL, as dcscribcd previously (Vazquez et al., 
1993). These erythrocytes contain great amounts 
of 9-0-acetyl-slialic acid; elimination or siaHc acid 
residues from tbem by irealmenl wilh V. dlUlel'ue 
neuraminidase abolished the hemagglutination ae­
tivity of Ihe lcetin. However, previous reports 
indicated that trealment of rabbit or rat erythro­
cytes witb Clostridium perJringens neuraminidase 
diminishes partially tbe hemagglutinating capacity 
of MrL (Vazquez el aL, 1993, 1994); tbe differ­
eoce oould be due to the ability of V. cholerae to 
cleave two times more 9-0-acetylsialic acid from 
glycoproteins than C. perfringens neuraminidase 
(Bouquelet, 1993). The specificity of lhe purified 
M. rosenbergij lectin was confinned by hemagglu­
tination inhibition assays, using sugars and glyco­
proteins. Qur results indicate Ihat Ihe purified 
MrL interacts specifically with sialic acid ana­
logues, N -acetylhexosamines and sialy1ated glyco­
proteins (Vazquez et al., 1993, 1991b). The most 
powerful glycoprotein inhibitors were fetuin, 
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ovine and bovine submaxillary mucin, all being 
O-glycosidically Iinked glycans. The glycoproteins 
containing exc1usively N-glycosdically Iinked gly­
can chains, such as IgG, IgM, ovalbumin, and 
Cl,-acid glycoprotein were inactive. Similar to 
other crustacean lectins, such as the TLs-5 from 
T. tridentatus, MrL specifically recognizes acetyl 
group-containing substances (Fischer et aL, 1994). 
Tbis suggests that the carbohydrate recognition 
domain in invertebrate lcetins are well preserved 
through evolulion, since lectins rrom several in­
vertebrate phyla possess similar specificity for car­
bohydrate determinanls (Vasta et aL, 1994; 
OJafsen, 1996). 

. In su~ary, our resuJts strongly suggest that 
the freshwater prawn M. rosenhergii has a leclin 
Ihat is homologous to the immunoglobulin super­
family proteins (Sun el al., 1990; Iwanaga and 
Kawabata, 1998; Su el al., 1998). 
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XlII.- GLOSARIO DE TÉRMINOS 

AClDO SIÁLICO: Carbohidrato de 9 carbonos, cuyas modificaciones forman una familia 

con cerca de 40 miembros; se encuentran en el extremo distal de N y O-glicanos 

y posee varias funciones biológicas, que van desde comunicación celular, hasta 

ser las moléculas por la cual las patógenos reconocen sus células blanco. 

CD4: Proteína transmembranal. ca-receptor de linfocitos T; posee un dominio de tipo Ig 

mediante el cual reconoce el carbohidrato del complejo mayor de clase-H y 

promueve una respuesta con expresión de anticuerpos. 

CD8: Proteína transmembranal co-receptor de linfocitos T; posee un dominio de tipo [g 

mediante el cual reconoce el carbohidrato del complejo mayor de 

histocompatibilidad clase-[, y promueve una respuesta de tipo citotóxica. 

DECÁPODO: Orden de crustácea que incluye a los camarones langostas, cagrejos y 

langostinos, Tienen un caparazón que cubre y unifica a los samites de la 

cabeza y torax y engloba una cámara branquial en cada lado. Usualmente 

tienen 5 (raramente 6) pares de patas. Están divididos en 3 grupos 

principales: Branchyura, Macrura y Anomura. 

DOMIN[O IgV: Dominio proteico de 100 aminoácidos implicado en el reconocimiento 

del antígeno y que se encuentra en moléculas de anticuerpo y muchas 

otras proteínas que forman la superfamilia de las inmunoglobulinas. 

DOMINIO IgC: Dominio proteico de 100 aminoácidos que se encuentra en moléculas 

de anticuerpo y muchas otras proteínas que forman la superfamilia de 

las inmunoglobulinas. 

GLICANO:Término generico para un azúcar o ensamble de azúcares, en forma libre o 

unida a otra molécula. 

GLICOCONJUGADO:Molécula en la cual uno o más unidades glicánicas están unidas 

covalentemente a una entidad que no es un carbohidrato. 

GLICOSIL TRANSFERASA: Enzima que cataliza la transferencia de un nucleótido­

azúcar donador a un substrato. 

ISOFORMAS: Múltiples formas de la misma proteína que difieren en su secuencia de 

aminoácidos. Pueden producirse por diferentes genes o por 
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empalmes alternativos de transcritos de RNA a partir del mismo gene. 

LECflNA; Proteína que une carbohidratos y no posee actividad catalítica. 

N-GLlCANOS: Glicano covalenternente unido a un residuo de asparagina de una cadena 

polipeptídica en la secuencia consenso Asn-X-Serrrhr. 

N-GLICOPEPTIDO: Segmento de cadena polipeptídica que posee un N-glicano. 

NEURAMINlDASA: Enzima que posee la habilidad de hidrolizar el enlace que mantiene 

unido a un ácido síMico con el carbohidrato adyancente y lo elimina 

del glicoconjugado. 

O-GLlCANOS: Un glicano unido glicosidicamente al grupo hidroxilo de los aminoácidos 

serina. treonina o hidroxiHsina. 

O-GLlCOPEPTIDO: Segmento de cadena polipeptidica que posee un O-glicano. 

Superfamilia de las inmunoglobulinas (SFIGS): Grupo de proteínas que poseen un 

arreglo en emparedado de dos hojas de hebras beta, una de ellas 

contiene 3 hebras y la otra 4, este dominio es de amplia distribución 

taxonómica y está implicado en procesos de reconocimiento. 

SISTEMA PRO PO: Serie de reacciones enzimáticas, en donde se convierte a la tirosina 

en DOPA y posteriormente en DOPA-quinona, precursor 

de la melanina, pigmento pardo-negro COn diversas propiedades 

biológicas como inlubición de actividades enzimáticas, bacterianas 

y fúngicas. 
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