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RESUMEN

La lectinas son proteinas o glicoproteinas que reconocen estructuras sacaridicas
especificas y son herramientas vitiles en el aislamiento y caracterizacion de glicoproteinas
y componentes en membranas celulares. En este trabajo reportamos la purificacion y
caracterizacion de la lectina de la semilla de Amaranthuy leucocarpus, asi como su
especitictdad por estructuras oligosacaridicas complejas. La lectina se purificod por
cromatogratia de afinidad utilizando estroma de eritrocitos humanos inmovilizados en
Sephadex G-25. La lectina es un homodimero de 35 kDa, con un pl de 4.8-54. Esta
lectina es una glicoproteina que contiene el 10% de carbohidratos. La porcion glicosidica
posee estructuras oligomanosidicas principalmente y en la porcidn proteica contiene
21.6% de aminoacidos cargados negativamente (aspartico y glutamico), 43.2% no polares
(glicina, alanina, valina leucina isoleucina y prolina), el 8.3% de aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina y triptofano), 4.6% de aminoicidos cargados positivamente
(histidina y arginina) y 0.9% de residuos de cisteinas por subunidad. Mediante la
degradacion de Edman se encont‘r(') que el amino terminal de la lectina estd blogueado.
Estudios de dicroismo circular en la region lejana del ultravioleta nos permiten identificar
que la lectina estd formada por 60% de hojas plegadas beta en su estructura secundaria.
La porcion glicosidica participa aparentemente en la conformacion tridimensional de la
lectina, debido a que el tratamiento enzimitico con Endo F y el tratamiento con
pertodato reducen de manera importante la actividad hemaglutinante de la lectina.

La lectina de 4. leucocarpus aglutina a eritrocitos humanos del sistema A, By O.
Esta actividad se incrementa significativamente con eritrocitos del fenotipo M, tratados

previamente ¢on neuraminidasa o pronasa, estos tratamientos eliminan la resistencia polar



entre los grupos celulares y exponen a tos receptores especificos para la lectina, lo que
sugiere que existe una orgamzacidn estructural importante del receptor glicosilado en la
membrana del eritrocito. La especifictdad por carbohidratos se determind con ensayos de
inhibicion de la actividad hemaglutinante con carbohidratos y glicoproteinas. La lectina
es especifica por N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) y el disacarido Galfi1-3GalNAc
Ser/Thr. Nuestros resultados indican que la lectina intcractua principalmente con el
hidroxilo axial del €4 y el grupo acetile en posicion ecuatorial del C2 de la GalNAc.
Nuestros resultados establecen, por primera vez, las caracteristicas fisicoquimicas y de

especificidad de una lectina perteneciente al grupo de los pseudocereales.



INTRODUCCION

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen no inmune, que reconocen de
manera especifica carbohidratos de la superticie celular o en suspension, aglutinan
células y precipitan glicoconjugados y no poseen actividad enzimética'. Las leclinas se
encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y se han identificado en diversos
organismos desde virus, bacterias, hongos hasta plantas y en vertebrados superiores. Las
lectinas aisladas del reino wvegetal han sido ampliamente estudiadas y presentan
actividades biologicas diversas como son: Ja aglutinacion de eritrocitos de diterentes
especies’, la estimulacion mitogénica de linfocitos®, inhibicion de la fagocitosis™,
también presentan efectos inmunosupresores y algunas lectinas pueden ser toxicas,
inhibir el crecimiento de células tumorales v participar en la adhesion celular®. Todas las
actividades biologicas reportadas para las lectinas tienen en comun el reconocimiento de
un receptor de cardcter ofigosacaridico™.

En vegetales, principalmente en las leguminosas, se ha demostrado la
participacion de las lectinas en la simbiosis que existe entre especies de ia familia de las
leguminosas y las bacterias fijadoras de nitrogeno™’ y se ha visto que un género de
bacteria es capaz de infectar a una especie de planta sin tener capacidad infectante en
otras plantas incluso del mismo género, asi, las bacterias que infectan al trijol no son las
mismas que infectan a la soya o al trébol. En animales se han encontrado evidencias de
que las lectinas participan en fenoémenos tales como el reconocimiento y la eliminacion
de glicoproteinas del sistema circulatoric™!!, asi como de células envejecidas,

: : 5, B 03, ‘e v , -
tumorales™ y microorganismos™™'?; con la participacion de células con actividad

12,13

fagocitica Las lectinas participan en diversos procesos de reconocimiento que



permiten la diferenciacion celular', la organogénesis, " la migracion de linfocitos *° y
se ha demostrado que son factores determinantes en la metastasis de diversos tumores™®.

En la actualidad, existen suficientes evidencias para atirmar que en efecto, a nivel
evolutivo, existen lectinas que tienen un papel tundamental en el reconocimiento celular,
y una participacion importante en la complicada red de defensa contra infecciones™. Las
lectinas han demostrado ser herramicntas Utiles en la investigacion biomédica, en donde
se les utiliza para la tipificacion de grupos sanguineos y bacterianos, hasta como
auxiliares en el transplante de médula osea de pacientes con inmunodeficiencias
severas” " . La actividad mitogénica de algunas lectinas ha sido muy importante para el
anabsis de los eventos bioquimicos que se desarrollan durante la estimulacion de los
lintocitos in vivo y son aplicadas en la valoracion de la actividad celular de diferentes
enfermedades infecciosas. Las lectinas también han sido empleadas en la separécic’m de
poblaciones celulares'®. En forma inmovilizada, las lectinas son utilizadas para puriticar
macromoléculas que contienen carbohidratos, por ejemplo glicoproteinas, enzimas,
hormonas y diversos componentes de membranas.

La gran variedad de actividades biologicas que presentan las lectinas, se debe a su
capacidad de interactuar con oligosacaridos en una determinada conformacion y
secuencia. Se ha observado que a pesar de la gran similitud estructural que existe entre
lectinas de una famiha, sus actividades biologicas son diversas, lo que ha llevado a que

aumenten los estudios sobre las bases moleculares de la interaccion carbohidrato-lecting.



GENERALIDADES

HISTORIA

Las lectinas fueron identificadas en 1888 por H. Stilmark; cuando estudiaba la
toxicidad de la semilla de higuerilla (Ricinus communisj, €l observd que los extractos de
estas semillas aglutinaban eritrocitos. Posteniormente el aleman Paul Ehrlich, indujo en
ratones resistencia al efecto toxico de /. comunis, mediante la formacion de anticuerpos
que neutralizaban a la proteina. A partir del descubrimiento de la ricina se estudiaron
diversos extractos vegetales, que también mostraron capacidad para aglutinar entrocitos.
En 1908 K. Landsteiner v H. Rubitchek, observaron que los extractos de alpunas semillas
variaban en su actividad aglutinante hacia critrocitos de diversas especies de animales;
asi, el extracto de chicharo (Pisum sativum) aglutina mejor a los eritrocitos de carnero,
mientras que los eritrocitos humanos son aglutinados preferentemente por los extractos de
trijol (Phaseolus vl garis)'?.

En 1919 Summer purifico [a lectina de haba blanca Canavalia ensiformis (Con
A) y en 1935, junto con Howell, descubrid que la lectina aglutina critrocitos, bacterias,
levaduras y tiene la capacidad de precipitar glicogeno en solucion; ademas, demostraron
que la capacidad aglatinante de ta Con A era inhibida con el azicar de cafia y sugirieron
que el efecto aglutinante se debia a la relacion entre la proteina de la planta con los
carbohidratos de la superficie de los critrocitos'”.

En 1948 Boyd y Renkonen, descubrieron, independientemente que ciertos
extractos crudos de plantas aglutinaban especificamente a ciertos fenotipos de los grupos
sanguineos; asi, el extracto crudo de tnjol de lima (haseolus limensis)y aglutinaba

erifrocitos humanos del grupo A, micntras que extractos obtenidos de esparrago
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aglutinaban a los eritrocitos del grupo O.

En 1952 Watkins y Morgan, identificaron que existia una correlacion entre la
actividad aglutinante de ciertas lectinas y fa capacidad de inhibir de manera especitica
con carbohidratos, las actividades aglutinantes. Concluycron entonces que los
carbohidratos pueden ser las moléculas determinantes en Jos grupos sanguineos humanos,
de esa manera identificaron que la GalNAc y la L-fucosa son los determinantes
antigénicos de los grupos A 'y () respectivamente.

Desde la década de los afios sesenta, se¢ han realizado una serie de
descubrimientos que han permitido el avance cn el estudio de las lectinas; asi por
gjemplo, se ha encontrado que las lectinas no solo se encuentran confinadas al reino
vegetal, sino que también se encuentran distnbuidas en microorganismos, animales
vertebrados ¢ invertebrados. En nuestros dias se sabe bastante acerca de la distribucion y
caracteristicas moleculares de un niimero importante de lectinas y se avanza en el estudio
de la estructura y funcion de las mismas.

ESPECIFICIDAD POR CARBOHIDRATOS.

Summer y Howell en 1936 descubrieron que la Con A tenia la capacidad de
precipitar al glicdgeno en solucion y la interaccion con azicares inhibia la actividad
hemaglutinante. Esto permitio sentar las bases para identificar que la interaccion de las
lectinas con los eritrocitos es mediada por el reconocimiento especifico de residuos
sacaridicos de la membrana. La inhibicion de las lectinas por monosacaridos fué cvaluada
por Watkins y Morgan en 1952 vy posteriormente por Kruppe en 1956, quienes
demostraron que las lectinas especificas por grupos sanguineos {especificidad

serologica), también poseen una especificidad por azicares simples (especiticidad



quimica). Existe un grupo importante y quiza el mas abundante, de lectinas que no
poseen especificidad serologica y que son inhibidos por varios aziicares.

En 1957 Makela'® reporto la cspecificidad serologica de 52 lectinas de la familia
de las leguminosas y utilizando diferentes azicares para inhibir la actividad
hemaglutinante de dichas lectinas, encontré que, en general, las lectinas reconocen
azicares en forma piranica y propuso una clasificacion de las lectinas basada en la
interaccion de las lectinas con la configuracion de los grupos hidroxilo de los carbonos 3
y 4 de los carbohidratos. Asi por ejemplo, la lecttna de Lotus tetragonobuius y ta lectina
de {/lex enropeny son inhibidas por monosacaridos pertenecientes al grupo | (figura 1),
mientras que la lectina de R comunis presenta afinidad por monosaciridos que se
encuentran en ¢l grupo 2. Los monosacaridos clasificados en ef grupo 3. inhiben a
lectinas que tienen especificidad por glucosa y manosa; de esta clasificacion tenemos
varios ejemplos de lectinas, como la lectina de soya, que reconoce una variacion a nivel
de los carbonros 3 y 4 del amtcar. Podemos distinguir entre lectinas que reconocen
galactosa y galactosamina o entre la glucosa y la N-acetil-D-glucosamina (GleNAc), va
que mientras el hidréxilo de la galactosa en C4 se encuentra en posicidon axial, el
equivalente en la glucosa se encuentra en posicion ecuatorial. Esta clasificacion de las
fectinas era limitada porque dejaba afuera a lectinas que presentaban una cspecificidad
por estreuturas oligosacaridicas complejas, tal como la lectina Con A y la lectina Leny
culinaris (LCA). La conformacton del carbono anomérico también resulta importante
para la interaccion de estas lectinas que reconocen preferentemente a los o-manosidos
que a los B-mandsidos mientras que lectinas, como la lectina de Helix pomatia, tienen la

. N - 19 . .
capacidad de reconocer las formas anoméricas o o 7, con la misma afinidad; la



presencia de un grupo acetomido a nivel del carbono 2 juega un papel importante en el

mecanismo de reconocimiento, que en conjunto con las variaciones en los carbones 3 v 4

permite el reconocimiento para GalNAc y GlcNac.
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Figura 1. Estructuras de monosacaridos propuestas por Makela'™ para la clasificacion de

lectinas,



Lectinas con capacidad para diferenciar entre azicares de la serie D o L son
escasas, pero existe un pequeilo grupo de lectinas, como por ejemplo, la lectina de {lex
europeus que presenta una gran afinidad por azicares en conformacion L, en especial por
la L-fucosa y que no es inhibida por la conformacion D del mismo aziicar™. Las lectinas
ademas de presentar una afinidad conformacional por monosacaridos, dado que
reconocen las variaciones conformacionales de los hidroxilos de los monosacaridos con
los que interact@lan; presentan una afinidad por estructuras oligosacaridicas mas
complejas, ademas de que este reconocimiento puede ser en posicidon terminal o
intermedio; ast por ejemplo, las fectinas Con A y LCA que sc les consideraba especiticas
para o-inanodsidos tienen afinidad por estructuras oligosacaridicas muy similares; sin
embargo, la lectina de Con A interacttia con ¢l enlace at1-6 de la manosa en la estructura
(a) y 1a lectina LCA requiere, ademas de fa o« manosa, la participacion de L—fuco.ﬁ por lo

cual esta fectina es capaz de interactuar unicamente con la estructura (b).
(a)
Galf} 1-4GleNacf3 |- 4Mance 1-3
hY
Manf 1- 4GleNacB1-4GleNAca 1-0-Asn
/s
Galf} 1-4GleNacB [-4Mana 1-6
(b}
Galff 1-4GleNacP 1-4Mana.1-3 \
{(GlcNac)a 1-2Manf3 1-4GleNacP t-4GleNaca 1-O-Asn
/

{
Galp 1-4GlcNacp 1-4Mana. 1-6 o 1-2 Fue.

Figura 2. Estructuras oligosacaridicas especificas para las tectinas Con A(a) y LCA(b).

Esto significa que el reconocimiento de las  lectinas  por  estructurag

oligosacaridicas es un proceso en el que intervienc la conformacion de los carbohidratos



y la estructura tridimensional de la lectina y debido a la gran especificidad que poseen,
presentan una gran variedad de actividades biologicas.
ESTRUCTURA.

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas que se caracterizan por reconocer
especificamente carbohidratos, con los cuales presentan una baja tuerza de asociacion. Se
ha logrado determinar que existen caracteristicas comunes entre las lectinas de una
especie vegetal o animal determinada, lo que ha permitido el estudio de la interaceion
lectina-carbohidrato. Las lectinas aisladas de la familia de las leguminosas, poseen una

21-2%

, . T . 9.3
alta homologia en secuencias de aminoacides , en estructuras secundarias 294

, asi

12-3% . e
. Una de las caracteristicas estructurales

como en ofganizacion tridimensional
ampliamente estudiada es el dominio de reconocimiento a carbohidratos (CRDY", que
consiste de aproximadamente unos 200 aminoacidos, allamente homélogos en lectinas de
la misma familia y en donde se establece la interaccidSn carbohidrato-lectina. Una
caracteristica importante es que la especificidad de las lectinas, la mayor parte de las
veces, esta dirigida no solamente hacia monosacaridos como un primer sitio de
reconocimiento; en general poseen una constante de disociacion del orden 0.1 a 1 mM y
un sitio de reconocimiento hacia secuencias sacaridicas especificas, las cuales en diversas
ocasiones son estructuras oligosacaridicas complejas, que presentan constantes de
disociacidn en concentraciones micromolares. En todos estos casos, los carbohidratos
interactiian con el primer y segundo sitio de reconocimiento (sitto extendido). La atinidad
de las lectinas también aumenta debido a la multivalencia, en 1a cual las subunidades de

una lectina se asocian para tormar dimeros o tetrimeros. Asi por ¢jemplo tenemos que, en

general, las unidades monoméricas de las lectinas de leguminosas tieren un peso
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molecular de aproximadamente 25 kDa, la mayoria estin compuestos por seis hojas
antiparalelas P-plegadas, mientras que el arreglo mas comun en la dimerizacion lo
constituyen 12 hojas antiparalelas (-plegadas, conoctdo como el dominio canénico,
identificado en las lectinas de Lothyrus ochrus (LOL) y Con A, La organizacion
tetramérica de estas lectinas provoca que tengan efectos biologicos distintos a otras
lectinas con arreglos estructurales semejantes y existen lectinas como la de cacahuate
(Arachis hypogaea, PNA) que presenia un arreglo tetramérico pero cuyos dimeros no
tienen el arreglo observado en la lectina 1LOL-1"

Particularmente, las lectinas obtenidas de cereales como el germen de trigo
(WGA) merecen un comentario diferente al de las leguminosas. En primer lugar estas
lectinas a diferencia de practicamente todas las lectinas vegetales reportadas, posee
residuos de cisteina, sin que participen en uniones disulfuro entre las subunidades, cada
monomero tiene cuatro secuencias repetidas de 43 aminoacidos que forman un
isodominio (A,B.C y D), que se unen entre si en torma de cabeza-tallo, resulando un
aparcamiento de subdominios 'AI/DZ, BI/C2, CI/BZ y DIV/AZ, dando un arreglo
tridimensional muy diferente al observado en leguminosas” Estas variaciones
estructurales explican parciatmente la razon por la cual algunas lectinas, provenientes de
distintas especies y que reconocen un mismo monosacarido, como por ¢jemplo, GalNAc
para la lectina de soya (leguminosas) y la lectina del champifion (Agaricus bisporus),

tienen diferentes efectos bioldgicos.

1, AMARANTO.

i.a planta de amaranto fue importante para la cconomia primitiva de varias



cutturas de América y de Asia en donde se cultivaba extensamente en las altiplanicies.
Actuatmente solo la India y México conservan su cultivo. La especie 4. leucocarpus
(syn. 4. Avpocondriacus) se encuentra en México y en el sureste de los Estados Unidos de
América, A. crueninus en Guatemala y A. caudatus en Perd y Bolivia. Ll valor nutritivo
del amaranto ha sido comprobado a partir de diversos estudios realizados sobre su
composicion quimica. En dichos estudios se ha determinado la presencia de aminodcidos,
aceites escenciales, vitaminas y minerales, cn semilla, (allos y hoja'”'”. La protecina
(Tabla No.1), que se obtiene de la semilla de amaranto es rica en lising, isoleucina y
treonina. En relacion al patron de aminoacidos planteado por la FAQ/OMS, el porcentaje
mas alto en cuanto a composicion quimica, le corresponde a la especie A. lencocarpus
(73-80%); en cuanto a minerales {Tabla No.2}, ¢l amaranto contiene calcio, fosforo, zine,
hierro y sobre todo magnesio, mientras que en vitaminas (Tabla No.3), destaca
moderadamente la tiamina.
Tabla 1

CONCENTRACION DE AMINOACIDOS EN LAS PROTEINAS DE SEMILLAS
DE DISTINTAS ESPECIES DE Amaranto

Especie Leucocarpus Caudatus Cruentus Edulis  Patron *
Isoleucina 3.8-4.1 36 5.1 33 4
Leucina 6.0-6.8 53 34 51 7
Treonina 3.6-3.9 35 6.0 32 4
Arométicos  8.0-10 6.2 4.0 6.6 6
Lisina 3.8-0.4 53 0 438 5.5
Triptofano 0.45-1 Q0 0 (.9 1.0

o Patrén provisional, FAO/OMS 1977



Tabla 2
ELEMENTOS INORGANICOS EN SEMILLAS DE DISTINTAS ESPECIES DE
Amaranto (mg/Kg o ppm).

Calcio 2660-3700
R S
Hierro 52-70
Magnesio 2700
Boro g
Cobre 6-7
Manganeso 29-31
Silicio 27-30
Zine 35
Tabla 3

CONCENTRACION MEDIA DE ALGUNAS VITAMINAS EN SEMILLAS DE
DISTINTAS ESPECIES DE Amaranto (mg/100g).

Tiamina 0.25-0.90
Riboflavina 0.03-0,29
Niacina 1.00-2.10
Vitamina C 1.70-2.80

Patrén provisional FAO/OMS 1977.

En México, 4. leucocarpus ¢s la especic mas cultivada de la familia de las
Amarantaceas, es considerada como un pseudocereal, debido a su contenido de cisteina.
Esta familia comprende plantas herbaceas anuales y agresivas que crecen en clima calido,
compuestas por hojas simples y flores pequefias dispuestas en espigas. Esta familia
contiene mas de 50 géneros y alrededor de 900 cspecies. De esta familia se han logrado
obtener lectinas de las especies de A. candats® y de A. cruentus™, las cuales presentan

similitudes estructurales, tales como la presencia de dos subunidades monoméricas de 30-
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35 kDa gue en estado native forman un homodimere de 70 kDa, y lo mas importante es
que ambas son inhibidas por GalNAc y ninguna de las dos presenta especificidad por los
grupos sanguineos A,B,O. Estas caracteristicas son compartidas por lectina aislada de A.
leucocérpu.v, la cual también induce inmunosupresion en animales y transformacion
mitogénica en linfocitos murinos, principalmente en timocitos de la medila osea”,
mientras que la lectina de A. candatus no ejerce ningan efecto en linfocitos .

Trabajos recientes han aportado evidencias que indican que la lectina de A.
leucocarpuy reconoce de manera especifica timocitos murinos localizados cn la médula
timica, y son en su gran mayoria linfocitos ayudadores o CD4™. Este reconocimiento no
es compartido por lectinas que reconocen GalNac; asi por ejemplo, la lectina de
cacahuate (A. Aypogaed), reconoce 1IMOCILOS que se encuentran ¢n la corteza de la

medula timica que no expresan ningan fenotipo y que son eliminados por apoptosis.
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OBJETIVOS
Estudiar las propiedades quimicas vy estructurales que intervienen en el
reconocimiento de la tectina de A. leucocarpus con su receptor.
METAS
1.- Obtener un método Gptimo para [a purificacion de Ja lectina.
2.- Determinar la estructura secundaria de la lectina.
3.- Determinar la especiticidad de [a lectina bacia eritrocitos humanos.

4.- Determinar la especificidad de la lectina hacia estructuras oligosacaridicas complejas.
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MATERIAL Y METODOS
MATERIALES

La semilla de Amaranthus lencocarpus se obtuvo en Tulyehualco, México. Los
reactivos de grado analitico fueron adquindos en Sigma Chemical Co. (St. Louis Mo.
USA). Las matrices cromatograficas fueron obtenidas en Pharmacia (Uppsala, Suecia).
EXTRACCION DE LA LECTINA.

La extraccion de la lectina se realizd de la harina de semillas de amaranto. La
semilla se molid en un molino para caté (Moulinex) hasta obtener una harina fina, la cual
tue deslipidizada con 3 extracciones de éter de petroleo, las fracciones ctéreas se
eliminaron vy la harina se dejo sccar. A 10 g de harina de amaranto deshipidizada se le
adicionaron 100 ml de solucion salina isotonica (NaCl 0.15 M, §S1), y se agitd durante 24
horas a 4°C. Posteriormente se ajustd ¢l ptl a 4 con acido acético concentrado y se dejo
reposar por 24 horas a 4°C. La mezcla fue centrifugada a 20,000 g durante 15 minutos
para eliminar el material solido y al sobrenadante enistalino que es referido como extracto
crudo se hizo upa saturacion fra(;ciona,da con sulfato de amonio; inicialmente el extracto
crudo se saturd al 35%, manteniéndolo en agitacion durante 2 horas a 4°C, luego se
centrifugd a 20,000 g durante 15 minutos y el material precipitado se resuspendié en el
menor volumen posible con SSI y se dializd exhaustivamente contra SSI hasta que ¢l
ensayo con cloruro de Bario saturado fue negativo. El sobrenadante se saturo al 65% con
sulfato de amonio, se centrifugo y se dializo con 8SI; de la misma forma al sobrenadante
de ésta fraccion se le agregd sulfato de amonio al 100% de saturacion y el matenal
precipitado se dializo con el procedimiento ya descrito. A cada fraccion dializada se le

determind fa concentracion de proteina y la actividad hemaglutinante.
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PURIFICACION DE LA LECTINA.

La purificacién de la lectina se realizo por medio de cromatografia de afinidad
utilizando tres columnas preparadas con diferentes ligandos, una conteniendo estroma de
eritrocitos humanos del tipo O, inmovilizados ecn Sephadex G-25, otra con fetuina
acoplada a Sepharosa y Ja dltima con IgA humana acoplada a Sepharose.

Purificacion de la lectina con estroma de eritrocitos 0 humanos.

Para obtener el estroma se utilizaron 450 ml de sangre humana tipo ©, obtemda
del banco de sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI, la cual se centrifugo a 1,500
rpm durante 10 minutos para extraer el plasma y dejar unicamente el paquete de
eritrocitos. FEl paquete entrocitario se lavo tres veces con SS1y se centrifugd a 1,500 g a
4°C, durante 20 minutos. El lisado se realizo por choque hipoténico con una solucion
amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 7.4 en una relacion de 9:1 fosfatos/paquete
eritrocitario respectivamente y se agitd durante 30 minutos a 4°C. Esta mezcla se
centrifugd a 20,000 g durante 10 minutos a 4°C y el precipitado se lavo repetidamente
con agua destilada y finalmente con $S1*7 hasta climinar los residuos de hemoglobina,

El paquete de estroma fue tratado para eliminar los residuos de acido sialico
mediante hidrolisis acida, para lo cual se abiadieron 100 ml de 4cido sultirico 0.002N al
paquete de estroma, agitandose durante dos horas a 80°C, se dejo enfriar y la reaccion se
neutralizé por la adicion de NaOH 1 M.

El paquete de estroma desializado se lavé con SSIy posteriormente recibio un
tratamiento quimico que permite rigidizar a la membrana: se adicioné glutaraldehido al
paquete de estroma a una concentracion {inal del 1% en un amortiguador de fosfatos 10

mM, 0.15 M NaCl pH 7.4, se dejo en agitacion durante 24 horas a 4°C; posteriormente el
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exceso de glutaraldehido se elimind mediante Javados con SS1y centrifugacion a 1,500 g,
finalmente se agregé glicina 1M para bloquear todos los grupos aldehido libres, la mezcla
se agitd durante 24 horas a 4°C. Posteriormente, el paguete de membranas fratadas con
glutaraldehido fue lavado con SS1 y centrifugado durante |5 minutos a 7,000 g. Una vez
tratado el estroma, se mezcld con Sephadex (G-25 superfino en una relacion 1:10
(estroma/Sephadex) para inmovilizar fisicamente a las membranas; esta mezcla se aplico
a una columna de vidrio de 1.6 x 50 cm v se lavd con SS1, 4cide acéuco al 3% y
finalmente la columna se equilibro con $S1**

A la columna de esttoma se aplicd 20 ml del extracto crudo, la fraccion no
retenida (FNR), fue eluida con SSI1 hasta que la densidad oOptica a 280 om fue menor de
0.001 (espectrofotometro Beckman DU-640). Posteriormente la columna fue lavada con
cuatro volimenes de S8I y la lectina tue eluida mediante la adicion de 10 mi de acido
acético al 3% y finalmente se agregéd agua destilada. El procedimiento se desarrolld con
un flujo de 18 ml/h y se colectaron fracciones de 5 ml. A las tracciones colectadas se les
determind absorbéncia a 280 nm y actividad aglutinante. Para esto Gltimo se les ajusto la
fuerza ionica y el pH con 0.5 ml de una solucidén amortiguadora de fosfatos [0 mM a pH
7.2 con 0.15 M de cloruro de sodio, las tracciones colectadas se dializaron con agua, se
liofilizaron y se guardaron hasta su utilizacion.

Purificacién de la lectina con fetuina e inmunoglobulina A-acopladas a Sepharose.

Para la preparacion de las columnas de Sepharose unidas a fetuina o IgA, se
utilizd la activacion por bromuro de ciandgeno®; 100 ml de Sepharose 413 (Pharmacia) se
lavd con agua destilada fria, el gel fue resuspendido en [00 ml de bicarbonato de potasio

2M, se agitd constantemente en un bafio 4 4°C. Para activar la Sepharose se agrego una
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solucion de bromuro de ciandgeno (250 mg/ml de Sepharosc) disueltos en 1 mil de
acetonitrilo, se agitd durante 2 minutos, se lavd 4 veces con agua fria para climinar el
exceso de bromuro de cianogeno y se resuspendio en 100 ml de bicarbonato de sodio 0.
M pH 8.5 conteniendo 200 mg de fetuina o IgA (10 mg de proteina por cada ml de
Sepharosa activada) y se dejo agitar durante 24 horas a 4°C. Posteriormente el gel se lavd
con agua fria y bicarbonato de sodio 0.1 M para eliminar ¢l exceso de proteina. Para
bloquear el exceso de grupos acidicos, se realizé una incubacion con 1 M de glicina
duranie dos horas, el gel se lavd con agua fria y bicarbonato de sodio 0.1 M; una vez
acoplada la fetuina o 1a [gA, el proceso de purificacion de la lectina fue como sigue: Se
utibizaron columnas de 1.2 x 20 ¢m las cuales contenian fetuina o IgA-sepharose, se
aplicaron 10 ml de extracto crudo de amaranto, la fraccion no retenida fue eluida con 881,
hasta que la densidad a 280 nm fuera menor de 0.001; la fraccion retenida fue cluida con
acido acétrco al 3%. La velocidad de flujo de cada columna se ajustd a 10 ml/h y se
colectaron fracciones de 3 mi. Para ajustar ¢l pH se agregd a cada fraccion 0.5 ml de una
solucidon amortiguadora de fosfatos 10 mM, 0.15 M NaCl pll 7.4, antes de determinar la
actividad hemaglutinante en presencia de eritrocitos humanos O y posteriormente se
determind la concentracion de proteinas. Las fracciones colectadas se dializaron con agua
destilada, se liofilizaron y se guardaron hasta su utilizacion.

CARACTERIZACION QUIMICA.

Determinacion de proteina

l.a concentracion de proteinas fue determinada por el método colorimétrico de
Bradford®. La solucion estd compuesta por 100 mg de azul de Coomassic G-250

disueltos en 50 mi de efanol al 95%, 100 ml de acido fostorico al 85%, se aford a un hitro



en agua destilada y finalmente se filiro. Para la elaboracion de la curva estandar, se utilizd
albumina sérica bovina cristalizada (BSA); a la muestra se le agregd 900 ul del reactivo
de Bradford y se dejo incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente, las muestras se
leyeron a 595 om.

Determinacion del peso molecular por SDS-PAGE.

La electroforesis se realizo en geles de pobacrilamida de acuerdo al método
descrito por Laemmli®™ Se empled una camara de electroforesis SE 245 Mighty Small
Dual Gel Caster, BioRad, (Richmond Ca. USA). Primero se prepard la solucion de
poliacrilamida, para el gel de separacidn al 2%, mezclando 1.435 ml de agua destilada,
2.8 ml de poliacrilamida al 30%, 2.625 mlde Tris IM pH 8.8, 0.070 ml de Lauril Sulfato
de Sodio, 0.07 ml de persulfato de amonio al 10% y 0.04 ml de TEMED. La solucion se
mezeld y se vacio entre las placas de vidrio hasta 2 cm antes del tope, agregando después
agua destilada para evitar la tormacion de menisco; una vez polimerizado el gel, se retird
el agua.

El gel concentrador se prepard de la siguiente manera: se mezcld 1.05mi de agua
destilada, 0.25 ml de poliacrilamida al 30%, 0.19 ml de Tris 1 M pH 6.8, 0.015 ml de
fauril sulfato de sodio, 0.015 ml de persulfato de amonio al 10% y 0.03 mi de TEMED,
esta mezcla se agrego entre los dos vidrios y de inmediato se sumergio el peine de teflon,
una vez polimerizado el gel, se retird el peine.

Se disolvieron 100 pg de lectina en 50 il del amortiguador para muestras (glicerol
200 l, 2-mercaptoetanol 100 ul, SDS al 20% 230 wl, TRIS a pH 6.8 125 l, azul de
bromofenol al .1% 100 ul y agua destifada 245 pi), calentado a 80°C durante 5 minutos.

Se colocaron las placas en la camara vertical de electroforesis, enseguida se llenaron las
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placas con el buffer de corrimiento (Tris 1.52 g, glicina 7.21 g, SDS al 10% 5 ml y 500
m! de agua destilada), después se procedio a colocar 10 il de la muestra y 3 pl de los
marcadores de peso molecular en cada uno de los pozos del gel; se cerrd la cdmara y se
conectaron los electrodos a la fuente de poder (LKB 2197), suministrando un voltaje
constante de 150 V, suspendiendo éste cuando el azul de bromofenol alcanzo el extremo
inferior del gel.

E} pel se tifio 24 horas en agitacion constante con azul de Comassie y se elimino el
exceso de colorante con lavados de 15 minutos con una solucion de metanol-acido acético-
agua (250/50/200 ml).

Composicidn de aminoacidos.

100 ng de lectina purificada por cromatografia de afinidad usando estroma de
eritrocitos como ligando, en 50 ul de agua destilada, se hidrotizd al vacio en tubos sellados
conteniendo 2 ml de 4cido clorhidrico 6 M a 110°C durante 24, 48 y 72 horas, ¢l pH de as
muestras fue neutralizado y posteriormente aplicadas en un analizador automatico de
aminoacidos (Durrum D-500), usando como estandar interno Norleucina, la derivacion se
hizo por friplicado en una estacion PicoTag Waters 'y la composicion de aminoacidos
obtenidos representa la media de tres inyecciones de cada muestra.

Determinacion del Amino terminal.

Con la finalidad de comparar la similitud de la tectina de A. lencocarpus con
lectinas de las familias leguminosas y gramincas, la lectina purificada tue sometida a
secuenciacion de aminoacidos para obtener ¢l amino terminal.  Se corrieron geles de
poliacrilamida-SDS y la banda se transfirio a una membrana de PVDF (fluoruro de

polividinileno), la cual fue sometida a degradacion con el reactivo de Edman en un
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secuenciador de fase gaseosa Beckman L.S3000.
Obtencién de glicopéptidos de la lectina.

10 mg de la lectina en 2 ml de buffer de fosfatos a pH de 7, fueron incubados con
un mg de pronasa (proteasa de Streptomyces griseus), se incubd durante 48 horas a 37°C, se
agregd a las 24 horas de incubacion un mg de enzima. Posteriormente, la mezcla de
glicopéptidos se centrifugd a 20,000 g durante 15 minutos y el sobrenadante tue pasado por
una columna de BIOGEL P-2 (1.2 x 100 cm), equilibrada previamente con agua, a una
velocidad de 10 mi/h, la presencia de glicopéptidos se determind espectrototométricamente
a tres longitudes de onda, 206 nm, 215 nm y 280 nm.

A los glicopéptidos obtenidos se les reconstituyd la fuerza ionica con
amortiguador de fosfatos 10 mM, 0.15 M de NaCl pH 7.4 y fueron purificados por
cromatografia de afinidad con tres lectinas: Con A (especifica para oligomanosidos),
LCA (especifica para oligomanésidos con L-fucosa en su estructura) y Phaseolus
coccineus (especifica para secuencias oligosacaridicas Galp1-4 o GleNacpt-3 [31-2 Man
af-de tipo acetil-lactosaminicas)™. Los glicopéptidos fueron obtenidos aplicando a cada
una de las columnas 10 ml del menosacarido (0.2 M), reconocido por las lectinas, -
metilmanosido para la lectina de Con A, glucosa para la lectina de LCA y GalNac para la
lectina de alubia. Las fracciones cluidas de cada columna se concentraron por
evaporacion y se elimind la sal en la columna de Biogel P-2 (1.2 x 100}, con un flujo de
[0 ml/h, las fracciones obtenidas fueron liofilizadas y analizadas para obtener la

composicion de carbohidratos.



Conposicion de carbohidrates.

{.a composicion de carhohidratos se determind a partir de la formacion de
derivados trifluoroacetil-alditoles y analizados por cromatografia de gases ™. La hidrolisis
de 1as muestras se realizo tncubandolas en metanol-acido clorhidrico 0.5 M durante 24
horas a 110°C, posteriormente s¢ neutralizo el pH con carbonato de plata y fas fracciones
se re-N-acetilaron con 5 ul de anhidrdo acético, se conservaron en obscuridad toda la
noche y posteriormente se deslipidizaron con heptano. Estas fracciones fueron secadas
con helio y se les agregd 10 pl de acido trifluoroacético y 10 pl de piridina. Los derivados
trifluoroacetil-alditoles fueron analizados en un cromatégrafo de gases (Varian serie
1400, Ca USA) equipado con una columna conteniendo el 5% de silicon OV-210, se
utilizd nitrogeno como gas acarreador. Se utilizé un programa de temperatura de 100°C a
220°C con un incremento en la temperatura cada tres minutos. Como estandar interno se
utilizd Mio-inositol.

MODIFICACIKON QUIMICA DE LA LECTINA,
Succinilacién

La succinilacion modifica los residuos de cisteina, histidina y treonina®™. La
modificacion de estos residuos se realizd de la manera siguiente: un mg de lectina fue
disuelto en un mi de amortiguador de carbonatos | M, pH 8. Sc le agregd un mg de
anhidrido succinico y después de su completa disoluctdn, la reaccion se dejo continuar
durante dos horas; para detener la reaccion se agregod un ml de agua destilada y el exceso
del anhidrido fue eliminado dializando la muestra en contra de agua destilada. A la
muestra dializada se le determind la concentracion de proteina y sc compard la actividad

hemaglutinante con lectina disuelta cn carbonatos 1 M pH 8.
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Carboximetilacion.

La carboximetilacién modifica principalmente a los residuos de cisteina. Esta
reaccion se realizd segin ¢ método descrito por Creigton ** bajo las siguientes
condiciones: un mg de lectina se diselvio en una solucion que contenia 500 pl de Tris-
HClpH 8.0, EDTA .01 M pH de 7 y Ditiotreitol (DDF IM), se tncubd durante una hora
a 37°C. Posteriormente se agregd 100 pl de iodoacetamida, la cual reacciona con los
grupos SH sin alterar la carga, ya que da como resultado un grupo H2 NCOSH2S- el cual
es neutro. Finalmente la lectina modificada se dializo contra agua destilada y se midié la
actividad hemaglutinante.

Oxidacion con metaperiodato

A 2 mg de lectina en 2 ml buffer de actetatos 0.05 M pH 4.5, se les agregaron 2
ml de metaperiodato de sodio 0.25M disuelto en el mismo butter; la oxidacién se Hevo a
cabo en la oscuridad a 4°C. Para confirmar el efecto de la modificacidon quimica, se
tomaron alicuotas de 500 1 a diferentes intervalos de liempo: a los 30, 60, 90, min, 2, 4,
6, 8 vy 24 horas vy para detencr la reaccion, a cada una de las alicuotas se les agregd S0 jul
de polietienglicol. Posteriormente las alicuotas se dializaron contra agua destilada y se
les determind actividad hemaglutinante.

Desglicosilacion.

La enzima endo F de /lavohucterium meningosepticum corta estructuras que
contienen principalmente” residuos oligomanosidos (una unidad de enzima hidroliza un
um de Dansil-Asn-GleNacy- Mans; a reaccion tue la siguiente: se tomaron 50ut de una
solucion contentendo 100 pg/ml (1.4 nmol, con aproximadamente 0. 14 nmol de azicares

en su composicion de lectina), en buffer de citratos 10 mM a pl1 5.5 y se incubd con 0.5,

24



1y 1)5 unidades de endo F a 37°C durante 24 horas, después de lo cual se le ajustd el pH

a 7 lcon hidroxido de sodio para inactivar a la enzima y s¢ midié la actividad

hemdglutinante en presencia de eritrocitos humanos O (M positivos).
PUREIF[CACION DE ISORORMAS DE LA LECTINA

{ Con a lectina purificada por cromatografia de afinidad con estroma de eritrocitos
huméll.nos del tipo O, se procedid a obtener isoformas de la lectina mediante sistemas
crorrllotag;é,ﬁcos FPLC (Pharmacia) y HPLC (Gilson).
Paraiia obtencién de isoformas de la lectina por medio del sistema FPLC, se utihzo una
colm;nna de intercambio ionico Mono PP (Pharmacia), utilizada regularmente para

]
) . . . .
cromatoenfoque en un rango de pH 9-4; ademas. funciona como un intercambiador

]
zmiér&ico. En este caso, la obtencion de isoformas se realizd bajo los dos métados. Como
crorrlatoenfoque nos permitié determinar el punto isoeléctrico de la lectina, se utilizaron
anfolinas con un rango de 7 a 4 (Pharmacia) para hacer el gradiente de pH, la lectina se
disol}vié en un buffer de bis-tris pH 7.3 10 mM, el pH se ajustd con acido imidoacético;

)
la veiocidad de flujo fue de 0.5 ml/min y 2 MPa de presion. Las fracciones, de | ml cada

]
una, ]se monitorearon a 280 nm con una sensibilidad de 0.1,

! Para utilizar 2 la columna Mono P como intercambiador idnico se utilizd un
gradiente de NaCl, para ésto la lectina se disolvio en buffer de imidazol 10 mM ajustando
¢l pH a 7 con 4cido acético, inyectandose al FPLC y tormandose un gradiente con NaCl,
disudlto en buffer de imidazol 10 mM pH 7, el tlujo se ajustd 2 0.5 ml/min y 2 MPa de
presion, fas fracciones se monitorearon a 280 nm con una sensibilidad de 0.1

Para la obtencion de isoformas por HPLC, se utilizd una columna de intercambio

anionico spherogel TSK DEAER (Beckman), la lectina se disolvié en un butter de




imidazol 10 mM, ajustandose ¢t pH a 7 con dcide acético y se formd un gradiente de
NaCl disuelto en el mismo buffer, el flujo se ajustd a Imi/min y las fracciones se
monitorearon a 280 nm con una sensibilidad de 0.1,

ESPECTRO DE DICROISMO CIRCULAR DE LA LECTINA,

Para obtener el espectro de dicroisme circular se utilizé un espectropolarimetro
marca AVIV (New York, USA). Se disolvieron 300 pg/ml de lectina en buffer de
fosfatos 30 mM pH 7.0 y la absorbencia fue leida en la region lejana del UV desde 250
nm hasta 180 nm, el andlisis de la estructura secundaria se realizd con el programa
PROCEC 3.1
Para el calculo de la elipticidad molar media por residuo se emplearon fas siguientes
térmulas.

0 molar media por residuo: _§ experimental

MCRx P x 10
P es el paso de luz de la cubeta utilizada en el experimento que en este caso lue
de 0.lcm. MRC es la el.iplicide'ld molar media por residuo y esta dada por la siguiente
térmula;

MCR: Concentracion de proteina en ms/mi x el ndmere de aminoacidos

Peso molecular de }a proteina x ¢l nimero de cadenas.
El valor obtenido de esta formula se multiplica por la 6 experimental, la cual es
medida por el espectropolarimetro, para corregir los datos experimentales y asi oblener la

elipticidad moiar media.



ESTUDIOS DE LA ESPECIFICIDAD DE LA LECTINA.
Actividad hemaglutinante

Los eritrocitos bumanos usados para cste andlisis fueron donados por ¢l profesor
Héctor Rodriguez Moyado de! Banco Central de Sangre, Centro Médico Nacional SXXI
IMSS México D.F.

La actividad hemaglutinante de la fectina tue evaluada por un ensayo de doble
dilucion seriada. Los ensayos se realizaron en placas de microtitulacion de 96 pozos con
fondo en U (Falcon Prod., USA). Se agregaron 25 ul de SSI a cada pozo, posteriormente
se tomaron 25ul de las tracciones de la lectina y se diluyeron en forma seriada, enseguida
se les agregd 25 pl de una suspension de eritrocitos al 2% (aproximadamente 2x10°
células), se agitd ligeramente la placa y sc dejo incubar a temperatura ambiente durante 2
h, después de este tiempo s¢ leyeron los titulos de actividad por observacion directa, ¢l
titulo de la actividad se reportd como el inverso de la Gltima dilucion con actividad
hemaglutinante,

Tratamientos de los eritrocitos mediante enzimas.

500 ul de paquete de eritrocitos fueron incubados durante 30 minutos con 100 ug
de pronasa {Sireplomyces griseus) disuelta en PBS a 37 °C a un volumen final de 2 mi.
Posteriormente ¢l exceso de enzima tue eliminado mediante lavados con 850 a 1,500 g, a
4°C durante 10 minutos, tinalmente la concentracion de células se ajusto al 2%.

500 ul de paquete de eritrocitos fueron incubados durante 30 min con 01U de
neuraminidasa (Vibrio cholerae) a 37°C. El paquete de eritrocitos se lavé con 881y

finalmente la concentracidon de eritrocitos se ajustdé al 2%. 500 pl de paquete de



eritrocitos recibieron ambos tratamientos.

Inhibicién de la actividad hemaglutinante con carbehidratos.

Se diluyeron de manera seriada 25 i de iectina en 5SSk cn una placa de
microtitulacion de 96 pozos, posteriormente, a cada dilucion se le agrego 25 i de una
solucion que contenia cada carbohidrato a una concentracion de 100 uM; se dejo incubar
durante dos horas a temperatura ambiente y finalmente se agregaron 25 pb de eritrocitos
al 2%. La inhibicion de la actividad hemaglutinante sc aprecié comparando ¢l titulo de la
actividad hemaglutinante de la lectina con la serie control, sin inhibidor.

Inhibicién de la actividad lbemaglutinante con glicoproteinas, glicopéptidos y
glicanos.

Las glicoprotetnas empleadas en este estudio poseen estructuras sacaridicas
conocidas y fueron adquiridas de Sigma Co. La asialo-fetuina, los asialo-glicanos de la
fetuina, el N-glicopéptido de la fefuina, los glicanos de IgA y los N-glicopéptidos de
eritrocitos humanos fueron donados por el Dr. Henry Debray de la Universidad de
Ciencias y Técnicas de Lille, Francia. La estructura de los oligosacaridos fue confirmada

por resonancia magnética nuclear del proton (I 1) a 400 MHz.

Se realizaron diluciones de la lectina con SSI hasta que se obtuvo un titulo de 4 (4
UHA, unidades hemaglutinantes). De esta solucion s aplicaron 25 pl a cada pozo de la
placa de microtitulacién; posteriormente se diluyeron de manera seriada 25 pl de cada
glicoproteina y se incubd durantc 2 horas a temperatura ambiente, finalmente sc
adicionaron a cada pozo 25 w! de erftocitos O con fenotipe M al 2%, se incubd durante 30

minutos. Los resultados se reportaron como la concentracion minima de glicoproteina,
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glicopéptido o glicano nesesario para inhibir 4 unidades hemaglutinantes.

Efecto del pH en La interaccién de fa lectina sobre su receptor.

Para este estudio se utilizd un amortiguador “universal” de glicina 0.2M, se le
ajustod et pH con NaOH o HC1 0.2N, de estas soluciones se aplicaron 25 pl a una placa de
microtitalacion, formando hileras de 12 pozos por cada valor de pH; se tomaron 25 nl de
lectina disuelta en agua (2.4 pg/mi} vy se hizo la dilucton seriada y se agregaron 25 ul de
eritrocitos del tipo O, con fenotipo M o N tratados previamente con glutaraldehido al

1.8%. Las lecturas se tomaron después de 30 minutos de incubacidon.
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RESULTADOS

La lectina de la semilla Amarantbus leucocarpus fue purificada por cromatografia
de afinidad. En este trabajo se realizd la comparacidn de tres tipos de ligandos, se
identifico la especificidad de la lectina por oligosacaridos y por eritrocitos humanos con
fenotipo conocido, se determind la estructura secundaria, la posible participacian de la
porcion glicanica en la estabilizacion de la estructura tridimensional de la lectina, asi
como algunos parametros tisicoquimicos que indican caracteristicas importantes para la
interaccion de la lectina con su receptor.

Aislamiente de la lectina.

Mediante la extraccion con cloruro de sodio de la semilla de A. lewcocarpus, se
determind que el 0.8% del peso total de la harina deshipidizada corresponde a proteina
soluble, la cual tiene capacidad hemaglutinante. Regularmente el extracto salino de
amaranto s¢ aprecia como un material turbio y quiloso; cuando se disminuyc el pH a 4,
aparentemente se termina de precipitar el material lipidico restante, permitiendo obtener
un sobrenadante cristalino.

Como un primer intento de punficacion, se realizd la precipitacion de la lectina
con sulfato de amonio. Identificamos que la actividad hemaglutinante se precipita en un
amplio rango de saturacién (35-60%), aunque se logra una recuparacion de mas del 80%
de la actividad hemaglutinante. Sin embargo, el incremento de la actividad especifica,
reportada como a relacion de actividad hemaglutinante y la concentracion de proteina, es
muy bajo (Tabla 4). Este procedimiento dejo de utilizarse en los procesos sucesivos de

purificacion.
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Tahla 4
PURIFICACION DE LA LECYINA Amaranthus leucocarpus POR
PRECIPITACION CON SULFATO DE AMONIO.

Fraccién Proteina UHA Actividad cspecifica*
Mg

( % de saturacion)

CRUDO 812 44 850 55

0-35 34 10,240 33

35-65 415 25,000 60
65-100 55 300 5

0-65 670 41,400 02

A pariir de 10 ¢ de barinax

La actividad hemaglutinante se determing en presencia de eritroecitos del tipo O

*La actividad cspecifica estit representada por los valeres de unidades hemaglutinantes (UHA) /
proteina total,

Purificacion de la lectina.

La purificacion de la lectina sc realizd por cromatografia de aftmidad utilizando
tres tipos de ligando: estroma de eritrocitos O inmovilizados en Sephadex G-25, JgA y
fetuina acoplados a Sepharosa, obteniéndose en los tres casos dos fracciones: una no
retenida, la cual no presenta actividad hemaglutinante y otra fraccidn que se eluye por
disminucidén del pH del medio cromatografico con acido acético al 3%. Cada fraccion
presenta absorbencia a 280 nm y al ajustarse el pH y la therza ionica presenta actividad
hemaglutinante (Fig. 3 y 4), con estas columnas se obtiene un rendimiento cercano al
80% en la actividad hemaglutinante y un incremento en la actividad especifica de 16

veces con respecto al extracto crudo (Fabla 5.}

31



=
£
2 15 |-
[a¥]
<T
5 32
= 1.0 1
© 116
=
2 05 L CH, COOH 1
2 . 3°f0 h
2
B an} l 4 2
oo o o e e o N = e
10 20

No DE FRACCION

Figura 3. Perfil de elucion de la lectina do Amaranthuy lencocarpus por cromatograiia de
afinidad en estroma-Sephadex. Se aplicaron 10 ml de extracto crudo de amdranto ¢n una
columna de 1.6 x SO cm con un flujo de 18 mi/h. La fraccion no retenida (FNR) fue
cluida con solucion salina isotonica y fa fraccion retenida con dcido acético al 3%. A cada
[raccion de 5 ml se le midid absorbencta a 280 nm (- } v actividad hemaglutinanic
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Figura 4. Perfil de clucion de la lectina de Amaranthus feucocarpus por eromatografia de
afinidad en fetuina-Sepharosa (a) ¢ 1gA-Scepharosa (b). Sc aplicaron 10 mi de extracto
crudo de amaranto en vna columna de 1.2 x 20 em con un (lujo de 10 ml/h, fa fraceion no
retenida (FNR) (uc cluida con solucion salina isotonica y la fraccion retenida fue cluida
con dcido acético al 3%. A cada fraccion de 5 mi sc le midid absorbencia a 280 nm (----)
y actividad hemagiutinante (- - - -)
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Tabla 5

ANALISIS COMPARATIVO DE LOS DIFERENTES METODOS DE

PURIFICACION PE LA LECTINA Amaranthus leucocarpus.

Método de purificacion Proteina (mg) UHA

Crudo 812 44,800
Precipitacion® 670 41.400
Estroma 40 35,800
Fetuina 38 33,400
lgA sérica 40 35,000

Actividad especitica,

55
62
895
879
875

*precipitaciéon con sulfate de amonio (65% de saturacion). A partir de [0 g de

harina.

CARACTERIZACION QUIMICA.

Determinacion del peso molecular.

L} grado de homogeneidad de las proteinas purificadas por los diferentes procesos
y el peso molecular fue determinado por clectroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE). En la Figura 5 se muestra el resultado de la clectroforesis en geles de
poliacrilamida, utilizando Ja fraccion purificada por cada proceso. De acuerdo al factor
de migracion comparativo con diferentes proteinas de referencia con peso molecular

conocido, se logrd identificar que la lectina purificada de la semilla de A. lencocarpus

corresponde a un peso molecular de 35 kDa en condiciones desnaturalizantes.
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Figura 5. Determinacion del peso molecular de la lectina de A. leucocarpus por SDS-
PAGE. A) 10 pg de lectina purilicada con cstroma de eritrocitos humanos acoplados a
Scphadex G-25,.B) 10 pg de lectina purificada con fotuina acoplada a Sepharosa, C) 10
ug de lectina puriticada con TgA acoplada a Sepharosa, D) marcadores de peso molecular,
miosina (200 kDa), fosforilasa B (97.4 kDa), albumina sérica (68kDa), ovoalbumina (43
kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa), B-lactoglobulina (18.4 kDa.), lisozima (14.3 kDa).
Composicion de aminoacidos.

I resultado del andlisis de la composicion de aminoacidos demuestra la presencia
de aminoacidos no polares como la alanina, la {enilalanina y la tirosing, ademas, cabe
mencionar la alta cantidad de amincéacidos puolares (aspartico y slutamico); fa cisteina cs

un aminoacido abundante cn los cercales y que e da al amaranto la caracteristica de

pseudocereal.



Tabla 6.
COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA LECTINA DE A. leucocarpus.

A MIN()ACIDOS NMol/muestra Residuos por
Subunidad

ASX 7.4 37
Thr 4.6 23
Ser 4.8 24
GIx 73 37
Pro 0.4 2

Gly 7.0 40
Ala 7.5 38
¥ Cys 0.6 3

Val 4.0 20
Met 13 7

ile 3.1 . 16
[.en 48 24
Tyr 2.4 12
Phe 2.6 13
His 1.3 7

Lys 16 &

Arg 2.2 3
Trp 0.3 2

* Considerando un peso moleeular de 35,000 Da
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Amino terminal,

Cuando la lectina de Amaranto fue sometida a Jla degradacion de FEdman se
encontrd que el amino terminal de la lectina estaba blogueade, lo cual se corrobord al
hacer hidrélisis de la lectina, v secuenciar los péptidos obtenidos de la hidrélisis.
Obtencion de glicopéptidos

Los glicopéptidos obtenidos después de la digestion con pronasa se purificaron
por una columna de BIO-GEL P-2, obteniéndose tres fracciones, las dos primeras tueron
utilizadas para el analisis de composicion de carbohidratos y la tercera fue eliminada por
el alto contenido de sales (Fig. ¢). Cada una de las fracciones fueron pasadas por
columnas de afinidad acopladas a lectinas con diferente especificidad. De Jas tres
columnas utilizadas, la que tenia acoplada Con A, posee capacidad para retener dos
fracciones, la primera eluida con a-metil-mandsido y fa segunda con dcido acético at 3%
(Tabla 7)

Tabla 7

RETENCION DE GLICOPEPTIDOS DE A. leucocarpus EN COLUMNAS DE
AFINIDAD CON LECTINAS.

COLUMNA CON A LCA ALUBIA
ALL GP-1 + - -
ALL-GP-2 + - -

ALL-GP1 y ALL GP2. Son los glicopéptidos obtenidos de [a columna de B1O-GEL P-2.
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ligura 6. Peril de clucion de glicopéptidos de la lectina Amaranthuy lencocarpus cn una
columna de BIOGEL P-2 de 1 cm x 80 ¢m, con un flujo de 10 ml/h. Las fracciones de la

10-20 corresponden ab glicopéptido 1 (ALL GP-1), las [racciones de la 126-30
corresponden al glicopéptido 2 (AU GP-2) y fas fraciones 36-40 corresponden al
slicapéptido 3 (ALL GP-3). Las lecturas se hicicron a tres longitudes de onda a 206 nm

o, 4215 nm +ya280nm*

COMPOSICION DE CARBOHIDRATOS.

En la figura 7 se muestra ¢l cromatograma de los derivados triffucroactil-alditoles

de los glicopéptidos de la lectina de A. Jeuncocarpus, cn los que se observa que la

manosa, N-acetil-D-glucosamina y la galactosa, sc encuentran cn mayor proporciéon y en

menor proporeion se identiticod a la xilosa (Tabla 8) representando el 10% det peso de la

leclina



Tabla 8
COMPOSICION DE CARBOHIDRATOS DBE GLICOPEPTIDOS DE LA
LECTINA A. feucocarpus

Fraccion. Gal. Man. GalNac. GlleNac. NeuAc, Xal.
ALL Con A 0.6 3 0 23 0 0.6
ALL Con A T1 0 3 0 1.6 _ 0 0

ALL Con A

No retenido 0.6 3 () 1.3 0 0

Determinacion del puntoe isoeléctrico de la lectina,

. En el caso del FPLC, usando la columna mono P como intercambiador anitnico, se

obtuvieron dos fracciones; la primera fraccion fue eluida con 0.1 M NaCl y representa

aproximadamente el 70% de la proteina que fue inyectada; la segunda fraccion fue eluida

con 0,18 M NaCl y representa ¢l 30% de la proteina inyectada (fig. 8), ambas tracciones

tienen absorbencia a 280 nm y actividad hemaglutinante. Utilizando la misma columna

con un gradiente de pH (fig. 9), s¢ encontrd una fraccion que fue eluida con un pH entre

4.8-5.4 con absorbencia a 280 nm y actividad hemaglutinante.

En el caso del HPLC (fig. 10), vsando una columna TSK-spherogel como

intercambiador anidnico se obtuvo una fraccidén que fue eluida con 0.2M NaCl con

absorbencia a 280 nm y actividad hemaglutinante.
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Figura 7. Cromatograma de composicion de gases de los plicopéptidos de la lectina
Amaranthus leucocarpus que fucron retenidos en la columna de Cunavafia ensiformis
X: Xilosa, G:Galactosa, M: Manosa, GlcNac: N-ucetil-glucosamina y 8: Estandar de mio-
inositol (f11g).
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Absorbencia a 280 nm
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Figura 8. Cromatograma de la lectina 4. /encocarpus obtenida por FPLC, usando una
columna mono P como intercambiador anidnico, se utilizd como amortiguador imidazol
10mM pH 7.
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Absorbencia a 280 nm
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Figura 9. Cromatograma de la lectina A. fencocarpus obtenida por FPLC, usando una
columna mono P con un gradiente de pH, se utilizaron anfolinas en un rango de pH de

9-4.
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Figura 10. Cromatograma de la lectina 4. /eucocarpus obtenida por HPLC, usando una
columna TSK-Spherogel como intercambiador ani6nico
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Modificacién quimica de la lectina de A. leucocarpus.

La modificacion quimica por succinilacion y carboximetilacion de la lectina de 4.
leucocarpus demuestra una disminucion en el titulo hemaglutinante. El tramiento con
periodato disminuyé la actividad hemaglutinante de manera proporcional al tiempo de
tratamiento. El tratamiento con Endo F induce una disminucion importante en el titulo de

hemaglutinacion. (Tabla 9).

MODIFICACION QUIMICA FII)‘E;JbIIi: LECTINA DE A. leucocarpus.
Tratamiento. Titulo hemaglutinante.
Control. 128
Carboximetilacion. 32
Succinilacién. 32
Periodato.
30 min. 32
60 min, 16
120 min. 2
Endo F* 4

Se utilizo una unidad de enzima para digerir 100pg de lectina durante 24 hrs a 37°C

Espectro de dicroismo circular.
En la figura 11 se muestra el espectro de dicroismo circular de la lectina de A.
leucocarpus, 1a maxima elipticidad negativa la encontramos entre los 194 y 198 nm,

mientras que la maxima elipticidad positiva la encontramos cercana a los 185 nm. Este
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tipo de espectro es similar al que se obtiene cuando se utilizan proteinas que son 100%
hojas plegadas beta. Para calcular el conienido de este tipo de estructura se utilizé el
programa PROCEC 3.0, el cual contiene una base de datos con espectros de proteinas ya
reportado, encontrandose que el contenido de hojas B-plegada es de aproximadamente el
60%, existiendo [a posibilidad de que otros tipos de estructuras secundarias, como alfa

hélices y giros contribuyan a la estructura secundaria de la lectina.
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Figura.11. Espectro de dicroismo circular de la lectina A. Leucocarpus. Se observa que la
lectina tiene un alto contenido de hojas 3-plegada. La linea quebrada representa los datos
obtenidos de! espectropolarimetro y la linea continua representa el suavizado de los datos.
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ESTUDIOS DE LA ESPECIFICIDAD DE LA LECTINA DE A. leucocarpus.

Activi(;ad hemaglutinante,

El extracto crudo y la lectina purificada poseen actividad hemaglutinante. El titulo
de la actividad hemaglutinante de la lectina es semejante en presencia de eritrocitos
humanos del sistema A,B,O, siendo 2 pg/ml la concentracién minima de lectina para
aglutinar 2x10% células. E! tratamiento con neuraminidasa y pronasa, incrementa hasta
cinco veces la capacidad de los eritrocitos para ser aglutinados por la lectina (Tabia 10).

Tabla 10

ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LA LECTINA DE A. leucocarpus
EN PRESENCIA DE ERITROCITOS HUMANOS,

ERITROCITOS
TRATAMIENTO A B O
Normales ‘ 64 64 64
Neuraminidasa. 256 256 256
Pronasa 256 256 256

El titulo hemaglutinante de la lectina en presencia de diferentes fenotipos
sanguineos no varia significativamente; sin embargo, cuando dichos fenotipos reciben
tratamiento enzimatico con neuraminidasa y pronasa, se observa un incremento de cinco
veces para los eritrocitos tratados con pronasa y de cuatro veces con neuraminidasa en el
titulo hemaglutinante en presencia de eritrocitos del fenotipo M, en comparacion con los

otros fenotipos probados {Tabla No. 11).
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Tabla 11
ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LA LECTINA DE A. leucocarpus EN
PRESENCIA DE ERITROCITOS HUMANOS DE DIFERENTES FENOTIPOS*

Sin tratamiento NANASA** Pronasa NANASA

+Pronasa
Kell 2 64 64 128
Le* 2 64 64 128
Le’ 2 64 64 128
M 2 128 256 1024
N 2 64 64 128
P 2 64 64 128
S 2 64 64 128

*La concentracion de la fectina fue diluida hasta un titulo de aglutinacién de 2 UHA
**NANASA neuraminidasa de Vibrio cholerae v Pronasa de Streptomyces griseus

ESPECIFICIDAD DE LA LECTINA POR CARBOHIDRATOS.

Mediante ensayos de inhibicion de la hemaglutinacion de la lectina se demostro
que la GaiNac es el Gnico monosacarido que inhibe la actividad hemaglutinante de la
lectina, mientras que otros monosacaridos como la L-fucosa, D-glucosa, D-manosa, D-
galactosa, lactosa, D-galactosamina, D-manosamina y el acido neuraminico, no

modificaron la actividad hemaglutinante de la lectina (Tabla 12).
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Tabla 12 )
INHIBICION DE LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LA LECTINA DE
; A. leucocarpus POR CARBOHIDRATOS*

AZUCAR TITULO**
D-galactosa 32
D-glucosa 32
D-manosa 32
D-manosamina 32
L-fucosa 32
N-acetil-D-galactosamina 2

N - acetil-D-glucosamina 32
Ac.-N-acetil neuraminico 32

Control sin inhibidor 32

* A una concentracion de 100 pM en solucion salina isoténica.
**Representado como el inverso de la ultima dilucién con actividad hemaglutinante
en presencia de eritrocitos humanos O con fenotipo M.

Especificidad de 1a lectina por glicoproteinas, glicopéptidos y glicanos.

De las diferentes glicoproteinas utilizadas, Unicamente la fetuina, la mucina
submaxilar bovina, la mucina submaxilar ovina y la IgA sérica humana inhibieron la
actividad hemaglutinante de la lectina en concentraciones hasta 100 mil veces menores
que la GalNac. Otras proteinas como la ovoalbimina, el orosomucoide humano y fa
mucina estomacal porcina, no ejercen ningun efecto sobre la lectina hasta
concentraciones de 100 pM.

Los glicanos y los glicopéptidos liberados de las proteinas inhibidoras, no afectan
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mucho la actividad hemaglutinante de la lectina. Resulta interesante observar que los
glicanos de la mucina porcina liberados por hidrolisis alcalina inhiben la actividad
hemaglutinante, aunque su potencial inhibitorio sea inferior a las glicoproteinas nativas
como la fetuina y mucina submaxilar ovina y bovina. {Tabla 13).

Tabla 13
ESPECIFICIDAD DE LA LECTINA DE A.leucocarpus POR GLICOPROTEINAS,
GLICOPEPTIDOS Y GLICANOS,

COMPUESTOS CONCENTRACION  POTENCIAL INHIBIDOR
(M) RELATIVO

GalNac 62 1

Fetuina. 0.005 12,4000

Mucina submaxilar bovina 0.05 1,240

Mucina submaxilar ovina 0.0l 6,200

Asialo-fetuina 0.001 620,000

Asialogalacto-fetuina 0.002 310,000

IgA sérica humana 0.001 6,200

IgG NI -

Asialoglicanos de fetuina 15 62

Glicanos de IgA 13 48

N-glicopéptidos de eritrocitos humanos A N.I -

N-glicopéptido de fetuina NI -
Orosomucoide NI -
Ovoalbumina N1 -
Mucina estomacal porcina NI -
Oligosacarido I de mucina porcina 15 4.1
Oligosacarido {I de mucina porcina 32 19
Oligosacarido HI de mucina porcina NI -

NI No inhibidor a una concentracion de 100 pM.
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Efecto del pH en la interaccion lectina -receptor.

La interaccién de la lectina de A. leucocarpus con eritrocitos del fenotipo Mo N
es diferente, en ambos grupos celulares se requiere de una concentracion de 80 mM de
cloruro de sodio, mientras que la interaccion lectina-eritrocito se produce a diferentes pH,
identificandose que a pH 9 1a actividad de la lectina disminuye de manera importante, sobre
todo en presencia de eritrocitos humanos con el fenotipo M, mientras que en el fenotipo N a

pH 9 no se aprecia una disminucion significativa en el titulo hemaglutinante (Fig. 12)

w
[
E 1024
2 -
z “
2
—t
o
2
W
=
g
Z
3 32 - N
B M
=}
E
=

2 i

[

——

pH

~ T
oL

Figura 12. Efecto de! pH en la interaccion de la lectina con eritrocitos con fenotipos M y
N. La concentracion de la lectina fue de 2.4 ug/ml
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DISCUSION
Las lectinas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y cada dia se

reportan nuevas lectinas. En este ambito, las lectinas vegetales son abundantes y las
aisladas de las familias de gramineas y de leguminosas han sido caracterizadas desde el
punto de vista estructural y de su especificidad por carbohidratos, encontrandose semejanzas
estructurales en las secuencias de aminodacidos y arreglos tridimensionales, sin embargo,
existen diferencias importantes que hacen que las lectinas interactien de forma muy precisa
con las diferentes estructuras oligosacaridicas que reconacen. Esto permite interpretar las
diferencias en cuanto a las actividades biologicas identificadas para diversas lectinas, ain
cuando compartan la misma especificidad sacaridica.

La lectina aislada de la semilla del amaranto comparte la especificidad por
carbohidratos con otras lectinas aisladas de la familia de las leguminosas; como la lectina de
cacahuate(drachis hypogaea), la cual también es especifica para GalNac, reconoce
poblaciones celulares de linfocitos T CD8, que son poblaciones de linfocitos T que tienen
actividad citotdxica, mientras que‘ia lectina de A. Leucocarpus, reconoce a linfocitos CD4,
poblaciones de linfocitos T que ayudan en la respuesta inmunoldgica contra antigenos. Esto
sugiere que los mecanismos de interaccion de estas lectinas con el monosacarido GalNac
son distintos y que son mediados posiblemente por la estructura tridimensional de las
mismas. De igual forma, la similitud en cuanto a la especificidad también se ha identificado
entre lectinas de la misma familia de amarantaceas, particularmente A Caudatus; sin
embargo, a diferencia de 4. Leucocarpus, esta lectina no posee actividad mitogénica hacia
linfocitos.*

La purificacion de la lectina ALL se realizo por cromatografia de afinidad utilizando
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tres Jigandos distintos; a) estroma de eritrocitos-Sephadex G-25, b) 1GA-Sepharose y ¢)
fetuina-Sepharose. En los tres casos se identifico una fraccion que es eluida con acido
acético al 3% o mediante la adicion de N-acetil-D-galactosamina y que posee actividad
hemaglutinante. Nuestros resultados indican que los tres sistemas son adecuados para la
purificacion de la lectina, ya que la actividad especifica se aumenta en los tres sistemas
aproximadamente un 800% con respecto al extracto crudo.

Analizando las ventajas que tiene la utilizacion de los diferentes tipos de ligando,
podemos considerar que la columna con estroma permite mayor rendimiento en la
purificacién que las columnas acopladas a fetuina e IgA; ademas, hay que considerar que el
costo de estas Ultimas es elevado y que para la obtencion de estroma se utiliza sangre que ha
caducado en los bancos de sangre o aquella que proviene de pacientes policitémicos y que
no sera utilizada, aunque el proceso de elaboracion de una columna de estroma es mas largo
en comparacion con el método de acoplamiento por bromuro de ciandgeno.

El andlisis electroforético de la lectina purificada por los tres distintos sistemas de
purificacion, muestra una banda que corresponde a un peso de 35 kDa en condiciones
desnaturalizantes, este peso molecular es muy parecido al que tienen otras lectinas de la
familia de las amarantaceas como es el caso de Amaranthus caundatus 'y Amaranthus
cruentus, las cuales poseen un peso molecular de 33 kDa.

Los residuos de cisteina son raros en proteinas de origen vegetal, presentandose
solamente en los cereales’’. La lectina de germen de trigo (WGA) posee enlaces
disulfuros intracatenarios, los cuales ayudan a ia conformacion tridimensional de la
lectina, sin embargo, dichos enlaces no participan en el sitio de union de la lectina, pero

SON nesesarios para mantener su estructura tridimensional. Considerando que el amaranto
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pertenece a la familia de los pseudocereales, evaluamos la posible participacion de estos
residuos en el sitio de reconocimiento de la lectina. Nuestros resultados indican que la
modificacion mediante carboximetilacion y succinilacion disminuyen la actividad
hemaglutinante de la lectina, lo que nos indica, que posiblemente los residuos de cisteina
no se encuentran en el sitio activo de la lectina; sin embargo, la modificacion quimica de
estos residuos en la lectina posiblemente altere la conformacion tridimensional y que esta
desnaturalizacion provoca la pérdida de la actividad hemaglutinante.

Los glicopéptidos de la lectina de A. leucocarpus, obtenidos por tratamiento
enzimatico con pronasa, fueron purificados por cromatografia de afinidad utilizando a la
lectina de Con A, la que posee afinidad por el enlace al-6 en el nicleo trimanosidico, otras
lectinas como la LCA que reconoce estructuras oligomanosidicas sustituidas con L-fucosa y
la de alubia, la cual posee especificidad por oligosacaridosGalf1-4GlcNac o Galfil-
3GlcNacfi-2Man presentes en bi o triantenarios N-glicopéptidos del tipo acetil-
lactosaminico. La composicion de carbohidratos de estos glicopéptidos revela un alto
contenido en estructuras oligomanosidicas. Para evaluar la participacion de la porcidn
glicénica de la lectina, en su conformacion utilizamos dos tratamientos, uno quimico con
periodato y el otro enzimatico. Nuestros resultados nos muestran que la actividad
hemaglutinante de la lectina va disminuyendo conforme avanza el tiempo de reaccion con
periodato, este efecto podria ser provocado por el tratamiento, ya que puede llegar a
desnaturalizar a la proteina y por esta razdn para confirmar que {a eliminacion de la porcion
sacaridica de la lectina provoca modificacion de su funcién aglutin-ante, utilizamos un
tratamiento enzimatico mas especifico con la endoglicosidasa F, que reconoce estructuras

del tipo oligomanosidico y el cual nos aseguraba que la parte protéica no suffiria
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desnaturalizacion alguna; utilizando este tratamiento también se observd una disminucion en
la actividad hemaglutinante, lo que indica que los carbohidratos participan posiblemente,

estabilizando la estructura tridimensional de la lectina. Este hallazgo resulta interesante ya
. : ... 43 .
que la lectina de 4. caudatus no posee carbohidratos en su composicion ~ y posee actividad

hemaglutinante y un peso molecular muy parecido a la lectina de A. leucocarpus (33 vs 35
kDa). Este resultado ademas confirma los datos previos sobre la estructura de la porcién
glicanica de A. leucocarpus.

Mediante cromatoenfoque se determind que el punto isoeléctrico de la lectina de 4.
leucocarpus esta entre 4.8 y 5.4, lo cual podria sugenir la presencia de isoformas
estructuralmente diferentes. Las isoformas no son raras en las lectinas de origen vegetal, asi
tenemos que en leguminosas se han aislado por lo menos tres isoformas en Vicia viflosa,
donde se ha observado incluso, que estas isoformas pueden tener distinta especiﬁcidéd hacia
carbohidratos. En el caso de Phaseolus vulgaris se han aislado cuatro isoformas que tienen
diferentes actividades biologicas, ya sea de hemaglutinina o leucoaglutinina o de ambas
segiin sea la isoforma. En el caso de los cereales en la lectina de germen de trigo se han
aislado y caracterizado tres isoformas, las cuales poseen la misma especificidad; por tal
razOn se buscaron isoformas de la lectina mediante el uso de los sistemas FPLC (Fast
Protein Liquid Chromatography) y cromatografia de alta resoiucion HPLC. Cuando se usé
el HPLC, se logrd obtener una fraccion, mientras que con el FPLC, se obtuvieron dos
fracciones de diferentes tamafios, la primera de ellas es ia que tiene mayor actividad
hemaglutinante y representa aproximadamente el 70% de la proteina inyectada, mientras
que la segunda representa el 30% y tiene menor actividad hemaglutinante lo cual podria

sugerir la presencia de por lo menos dos isoformas de la lectina.
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La determinacion de la estructura secundaria mediante el espectro de dicroismo
circular de la lectina, presenta un alto contenido de hojas plegadas beta en su estructura
secundaria, este tipo de estructura es caracteristico de algunas lectinas obtenidas de
leguminosas, las que, al igual que e amaranto, presentan hasta el 60% de hojas plegadas
beta, aunque existe la posibilidad de que las otras lectinas de este género presenten un
tipo de estructura secundaria semejante. De la familia de los cereales, la lectina del
germen del trigo presenta un espectro de dicroismo circular, en el cual las hojas plegadas
beta son escasas y esto se debe a la presencia de residuos de cisteina en su composicion,
por lo tanto, resulta interesante analizar las caracteristicas que la lectina de amaranto
pueda compartir con lectinas que pertenecen a las leguminosas y a lectinas que
pertenecen a las gramineas

La lectina A. feucocarpus aglutina eritrocitos del sistema A, B y O, los cuales
poseen antigenos especificos, asi el grupo sanguineo A esta determinado por una GalNac,
mientras que el B por una galactosa y el O por fucosa, lo cual sugiere que A. lencocarpus
reconoce otro tipo de estructuras oligosacaridicas en fa membrana del eritrocito, diferente
a los determinantes sanguineos; por tal razon se evaluaron otros marcadores fenotipicos
cuyas estructura oligosacaridica fuera conocida, descartandose aquellos fenotipos cuyo
determinante fiiera proteico. Nuestros resultados mostraron que el fenotipo M es el que
presentd mayor titulo de aglutinacion, este titulo aumentd cuando los eritrocitos
recibieron un tramiento con neuroaminidasa, la cual elimina el acido sialico, lo que nos
indica que este no participa en la interaccion con la lectina, un aumento en el titulo
hemaglutinante también se observo al tratar a los eritrocitos con pronasa, la cual al

eliminar fragmentos proteicos expone sitios de union que antes estaban ocultos. Para

55



verificar que los determinantes M y N no fueran eliminados con este tratamiento, se
utilizaron anticuerpos anti M y anti N. En los eritrocitos se encuentra la glicoforina A, la
cual esta constituida por trece enfaces O- glicosidicos y tres enlaces N-glicosidicos, y
presenta dos isoformas conocidas como los fenotipos M y N, cuya diferencia estd dada
por un pentapéptido en el amino terminal, en donde el fenotipo M presenta una serina y ¢l
N presenta una leucina; los dos fenotipos presentan tres residuos de treonina O-
glicosilados que poseen el disacarido Galf1-3GalNac; asi, nuestros resultados indican
que a lectina de A.lencocarpus es especifica para el fenotipo M.

De los monosacéridos analizados, 1a GalNac es el que mejor inhibe la actividad
hemaglutinante de la lectina en presencia de cualquiera de los grupos de eritrocitos
estudiados, mientras que la fetuina, la asialofetuina, la asialogalactofetuina, la mucina
submaxilar bovina y ovina inhiben la actividad hemaglutinante de la lectina. En este
punto es interesante sefialar que el efecto inhibitorio disminuye cuando se utilizan
glicanos y glicopéptidos de las glicoproteinas anteriormente sefialadas. La fetuina es una
glicoproteina que contiene en su‘estructura trece enlaces N-glicosidicos y tres enlaces O-
glicosidicos. Cuando se compara el efecto inhibitorio de glicopéptidos de ambos tipos de
estructura por separado, se observa que solo los glicopéptidos O-glicosilados tienen
efecto inhibitorio. La estructura del O-glicano de la fetuina es ia siguiente: NeuAcg2-3 o
NeuAc.«2-6 Galf1-3GalNac, mientras que la asialo fetuina carece del acido sialico en
posicion terminal y solamente se encuentra constituida por el disacarido Galp1,3GalNac.
Un caso interesante es que cuando se utiliza la mucina submaxilar ovina, la cual sélo
presenta GalNac unida a sering o treonina, también se inhibe el efecto hemaglutinante de

la lectina, lo cual sugiere que la lectina puede reconocer el entorno proteico, un resultado
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que también nos sugiere lo anterior es ef efecto del pH en la actividad hemaglutinante de
los fenotipos M y N, donde la actividad disminuye cuando el pH es de 9 en el fenotipo M,
lo cual indica que el residuo de serina podria intervenir en la interaccién con la lectina,
probablemente debido a una desprotonizacion del OH de la serina. El disacarido Galf1-
3GalNac-Ser /Thr, posee una conformacion topografica en la que el hidréxilo axial del
C4 de la galactosa, el grupo acetomido del C2 y el hidroxilo axial del C4 de la
galactosamina interactiian con el sitio de reconocimiento de la lectina. Este tipo de
interaccion es semejante al observado en la lectina de Amaranithus caudatus, sin
embargo, es probable que el entorno proteico participe en dicha interaccion y de esta
forma desencadene los efectos biologicos observados en la lectina de A. leucocarpus y

que son diferentes a los que se observan en otras lectinas con la misma especificidad.
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CONCLUSIONES

1.- Por el método de cromatografia de afinidad utilizando ligandos especificos, es posible
purificar a la lectina de A. Jeucocarpus.

2.- La glicoproteina esta formada por dos unidades monoméricas de 35 kDa, con un alto
contenido de hojas plegadas beta en su estructura secundaria, con la porcidn glicanica
participando posiblemente en la estabilizacion de la estructura tridimensional de la fectina.
3.- La lectina posee actividad hemaglutinante hacia los eritrocitos del sistema A.B y O, que
poseen el fenotipo M.

4 - La actividad hemaglutinante es inhibida por el monosacarido GalNac y por el disacarido
GalBi-3GalNac unido a serina o treonina, siendo esta interaccion determinada por el
hidroxilo axial en el C4 de la galactosa, el hidroxilo axial en el C4 y el grupo acetamido del
C2 en posicion ecuatorial de la N-acetilgalactosamina.

5.- La lectina de Amaranthus leucocarpus puede ser una herramienta en la identificacion de

poblaciones celulases y grupos sanguineos.
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PERSPECTIVAS

1.- Obtener la secuencia de aminoacidos de la lectina de Amaranthus leucocarpus.

2.- Evaluar la participacion de la porcion proteica de glicoproteinas O-glicosiladas en la
interaccion con la lectina de Amaranthus leucocarpus.

3.- Obtener la estructura tridimensional de la lectina de Amaranthus leucocarpus mediante

el crecimiento de cristales.
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