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RMP: Receptores de Manosa-6-fosfato

RMP-DC: Receptores de Manosa dependientes de cationes
RMP-IC: Receptores de Manosa independientes de cationes
RRP: Receptores de reconocimiento de Patrones

SNA: Aglutinina de Sacumbus nigra

SRB: Sulforodamida

TEV: Enzima de Virus del Tabaco

WGA: Aglutinina de germen de trigo
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ABSTRACT

Lectins are carbohydrate binding proteins of non-immune origin, that can recognize
antigens expressed in bacteria as LPS (lipopolysaccharides) and carry out
agglutination and hemolysis mechanisms. These proteins play an important role in the
innate defense system of marine invertebrates. In this work, we isolate a lectin with a-
galactosides specificity from the mollusk Mytilus californianus (MCL). MCL showed a
molecular mass of 18 kDa, thermal stability and ability to form oligomers, being the
dimer the most abundant oligomer in solution. We obtained the whole cDNA sequence
from the total RNA and the analysis of the sequence confirmed that MCL belongs to a
new lectin family with only three reported members at this time. The previously reported
members were lectins from bivalves of the Mytilidae Family. Analysis of the sequence
showed that MCL shares 100% identity with a Mytilus galloprovincialis lectin (MGL),
with the difference that MCL was glycosylated.

From the genomic DNA, we cloned and overexpressed an isoform (rMCL-1) previously
identified in the mussel DNA. The isoform has three mutations in comparison with MCL
(V1071, G130K y N141D) and recognizes the same carbohydrate structures but with
different specificity. Isothermal Titration Calorimetry (ITC) showed that the interaction
between the isoform and its ligands was driven by enthalpy contribution and the
isotherms were fitted to different interaction models depending of the ligand. Structural
analysis showed that both lectins possess a B-trefoil fold domain with one recognition
site in each B-trefoil subdomain. We observed that in absence of their ligands both
lectins form dimers but when these are present, lectins acquire a different quaternary
structure depending on the ligand. The analysis in the interfaces allowed us to find the
structural determinants that trigger oligomerization phenomenon. We observed that
self-assembly mechanisms play an important role in the innate immune response of
the organism and its potential application in biomedical and biotechnological areas,
since these lectins showed a higher antifungal activities compared with commercial
antifungals against Alternaria alternata, Fusarium oxysporum, Phytophtora capsia y
Pythium aphanidermatum. Also, both lectins showed antibacterial activities agains
Gram-positive and negative bacteria and cytotoxic activity against different cancer cell

lines.
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RESUMEN

Las lectinas son proteinas que tienen la capacidad de reconocer carbohidratos. Estas
pueden reconocer los antigenos de superficie que son expresados en bacterias como
lipopolisacaridos y llevar a cabo mecanismos de aglutinacion y de hemadalisis, por lo que
forman parte del sistema de defensa innato de invertebrados marinos. En el presente
estudio se aislé del molusco marino Mytilus californianus una lectina que mostré una
masa molecular de 18 kDa, alta estabilidad térmica, especificidad por a-galactosidos y
una fuerte tendencia de formar oligobmeros, siendo la forma dimerica la mas
abundante. Obtuvimos la secuencia de aminoacidos completa de la lectina mediante
el cDNA sintetizado a partir del RNAT extraido del organismo observando que
pertenece a una nueva familia de lectinas recientemente descrita que sélo cuenta con
3 miembros reportados a la fecha, todos obtenidos de bivalvos de la familia Mytilidae.
El analisis de dicha secuencia mostré 100% de identidad con una lectina de Mytilus
galloprovinciallis, siendo la unica diferencia que la de M. californianus estaba
glicosilada.

A partir de la amplificacion del DNA gendmico clonamos y sobre-expresamos
en E. coli una isoforma previamente identificada en el material genético de M.
californianus. Esta cuenta con 3 aminoacidos diferentes (V1071, G130K y N141D) y
reconoce los mismos galactosidos que la nativa con diferente especificidad. La
calorimetria de titulacion isotérmica mostré que las isotermas ajustaron a diferentes
modelos de union dependiendo del ligando. El analisis de las estructuras
cristalograficas de ambas lectinas, mostr6é que poseen un plegamiento tipo trébol 3 con
un sitio de reconocimiento a carbohidratos en cada seccion del trébol. Observamos
gue en ausencia de su ligando ambas lectinas forman dimeros y que en presencia de
ellos adquieren una estructura cuaternaria diferente dependiendo del azucar. El
analisis de las interacciones entre las subunidades observadas en cada oligébmero nos
permitié establecer cuales son los determinantes estructurales que desencadenan el
fendbmeno de oligomerizacion. Observamos que este mecanismo de asociacion juega
un papel importante en la respuesta inmune innata del organismo y en su posible
aplicacién en el area biomédica y biotecnolégica, ya que las lectinas mostraron

actividad antifangica mayor a los antifingicos comerciales contra Alternaria alternata,
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Fusarium oxysporum, Phytophtora capsia y Pythium aphanidermatum. También
mostraron actividad antimicrobiana inhibiendo el crecimiento de bacterias Gram (+) y

Gram (-), ademas de inhibir el crecimiento de diferentes lineas celulares de cancer.

1. INTRODUCCION

El sistema de defensa ha evolucionado en los metazoos desde que aparecieron hace
600 millones de afos, dicho sistema posee mecanismos de defensa adquiridos
(inmunidad adquirida) y un sistema inmune adaptativo que surgié a partir de la
aparicion de los vertebrados con mandibulas articuladas (Gnatdstomos), que puede
reconocer e iniciar una respuesta contra diversos patdgenos [1]. Si el elemento no
propio es considerado como una amenaza, el sistema inmune monta una reaccion de
defensa para destruirlo. Las caracteristicas basicas de una respuesta inmune efectiva
son la rapidez (para no permitir que el agente peligroso se multiplique y cause dafios
graves) y la especificidad (debe ser capaz de discriminar entre lo que es peligroso y lo
qgue no lo es). Para lograr esto, en vertebrados superiores se activan dos sistemas en
paralelo, el sistema inmune innato que es el sistema mas primitivo y répido, y el
sistema inmune adaptativo que es mas sofisticado, altamente especifico y con una
caracteristica adicional, tiene memoria. Esto significa que después de haberse
encontrado con un agente extrafio y de haber disefiado y construido las armas
especificas contra él, las células del sistema mantienen la memoria de lo que han
hecho y, si el mismo agente se encuentra de nuevo (por ejemplo, un virus infeccioso),
el sistema puede reconstruir las armas especificas mas rapidamente [1,2]. Por otro
lado, la respuesta inmune innata le permite a los organismos producir receptores que
reconocen patrones conservados en diferentes patdgenos, para generar una
respuesta que limita la invasion del patégeno [1].

Organismos mas ancestrales como los invertebrados marinos carecen de
inmunidad adaptativa y en su lugar poseen un sistema de defensa innato, lo que
comunmente se refiere a una respuesta inmune inespecifica que carece de memoria
[3-5]. Sin embargo, su sistema de defensa es complejo, poseen células que circulan a
través de la hemolinfa (hemocitos) las cuales son responsables de llevar a cabo

fagocitosis, producir especies reactivas de oxigeno, liberar enzimas hidroliticas y
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péptidos antimicrobianos, como respuesta al reconocimiento de un antigeno. Estos
mecanismos de defensa en invertebrados marinos estan acompafados de un
componente humoral [6] que est& constituido por moléculas solubles que intervienen
en el reconocimiento de patégenos a través de Receptores de Reconocimiento de
Patrones (RRPs) [1,2,6,7] que son reconocidos por lectinas o aglutininas [8].

Las lectinas son proteinas que pertenecen al sistema de defensa inmune
humoral, de origen distinto a las inmunoglobulinas, son ubicuas en la naturaleza y
tienen la capacidad de reconocer carbohidratos sin desplegar actividad enzimatica
hacia los azlcares que reconocen [9]. Debido a su capacidad para aglutinar células se
ha encontrado que en invertebrados marinos participan en procesos de
reconocimiento, aglutinacién y encapsulacion de patégenos [10,11]; algunas de estas
proteinas poseen actividades citotdxicas inhibiendo el crecimiento de parasitos o
provocando hemolisis en las membranas celulares. Debido a sus funciones biologicas
tienen multiples aplicaciones biomédicas y biotecnoldgicas [9,12]. En bivalvos marinos
del género Mytilus se han reportado también proteinas de tipo c1q y gclg (proteinas
globulares clq) que al igual que las lectinas, estan involucradas en la respuesta
inmune innata [13-15], estas proteinas forman parte de la via del complemento y en
vertebrados primitivos como la lamprea, que carece de inmunidad adaptativa, se ha
propuesto que es un ortélogo de la que poseen los mamiferos. La importancia de este
tipo de proteinas recae en el hecho de ser un vinculo entre la inmunidad adaptativa e
innata [13,16]. Los mecanismos implicados en la inmunidad innata son de suma
importancia ya que por un lado son utiles como modelos de estudio en la evolucion de
la respuesta inmune y la relacién que tienen las proteinas de tipo c1q en la inmunidad
adaptativa o en la via del complemento, y por otro lado, el estudio de estas proteinas
y sus caracteristicas permiten explicar lo eficiente que es este sistema de defensa aln
sin ser tan sofisticado como el de los mamiferos, los cuales poseen una respuesta
inmune adaptativa. En el presente estudio se caracteriz6 bioquimica, termodinamica y
estructuralmente a una lectina y una de sus isoformas del mejillon Mytilus californianus.
Asi mismo, se analizaron los mecanismos de oligomerizacion que sufren ambas
lectinas al reconocer a sus ligandos especificos y el efecto de dicha asociacion en su

estabilidad, especificidad y actividad bioldgica.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Respuesta inmune innata

El sistema inmune de los vertebrados esta conformado por dos principales
componentes una respuesta inmune innata y una adaptativa, en donde cada uno
reconoce diferentes tipos de receptores que desempefian un papel importante en el
reconocimiento de patdégenos [17]. En primer lugar, hay células de defensa especiales
en los diferentes tejidos que estan directamente involucradas en la eliminacién de
patdgenos, éstas pertenecen al componente de la defensa celular [18]. En segundo
lugar, tanto el sistema innato como el adaptativo necesitan de diversas sustancias
solubles que se encuentran en la sangre y otros fluidos, tales como como enzimas,
anticuerpos y péptidos. Estas moléculas pertenecen a la defensa humoral [18,19]. De
esta forma los dos mecanismos en la respuesta inmune estan respaldados por
estrategias de defensa celular y humoral [20]. La inmunidad innata esta presente en
todos los animales y su principal tarea es la defensa del organismo contra los
patdgenos; este mecanismo de defensa es la primer respuesta que se desencadena
ante la deteccion de un patdégeno y se caracteriza porque es evolutivamente mas
ancestral que el mecanismo de defensa adaptativo que esta presente en animales
superiores y que comunmente se describe como una solucién definitiva a la respuesta
inmune generada por el reconocimiento de patdgenos [7]. La respuesta inmune innata
se considera inespecifica, la especificidad es una cualidad vinculada con la inmunidad
adaptativa presente en vertebrados [21,22]; sin embargo, los invertebrados marinos al
no poseer inmunoglobulinas han desarrollado mecanismos para la deteccion de
antigenos de las superficies microbianas como son: lipopolisacaridos (LPS), acidos
lipidicos, lipoproteinas, peptidoglicanos (PGN) y B 1,3-D-glicanos. Tanto organismos
vertebrados como invertebrados generan una respuesta inmune ante todos estos
antigenos, por lo que es probable que el reconocimiento de estos epitopos haya

surgido en una etapa temprana en la evolucion de los animales [19,23,24].

17



2.2. Inmunidad innata en invertebrados marinos

La inmunidad de invertebrados marinos es considerada un modelo de estudio de
interés en el sistema de defensa que esta conformado por componentes celulares y
humorales, que a su vez estan constituidos por un mecanismo aferente (de deteccion)
y uno eferente (efector). Las estrategias aferentes involucran el reconocimiento a
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) que son altamente
conservados dentro de las especies microbianas y generalmente ausentes en el
hospedero [22,25]. Esto permite a los receptores del hospedero unirse a patdogenos y
desencadenar una respuesta inmune como la coagulacion de la hemolinfa, produccion
de especies reactivas de oxigeno producidas por los hemocitos que circulan a través
de los diferentes tejidos, de péptidos antimicrobianos que son capaces de lisar las

células, asi como los procesos de fagocitosis [19].

2.3. Componentes humorales

El sistema de defensa humoral esta constituido por moléculas solubles cuya funcién
principal es contrarrestar a los patdgenos a través de mecanismos de aglutinacion,
opsonizacién y neutralizacion de bacterias mediante la adhesion a la pared celular para
permitir la permeabilidad de la membrana celular o producir inhibicion del crecimiento
de los parasitos [26]. Los invertebrados no cuentan con mecanismos de memoria
mediados por inmunoglobulinas, pero se ha demostrado que poseen moléculas con
alta especificidad hacia determinados patrones de reconocimiento. Muchas de estas
moléculas son proteinas con la capacidad de interactuar directamente con la particula
extrafia ademas de llegar a sitios donde las células no pueden cuando se presenta un

patogeno [18].

2.4. Lectinas

Las lectinas son moléculas que participan en uno de los principales mecanismos de

defensa empleado por invertebrados marinos, ya que al carecer de un sistema inmune
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mediado por anticuerpos dependen exclusivamente de la respuesta inmune innata
para defenderse de patégenos [28]. En invertebrados marinos estas proteinas, que
tienen la capacidad de reconocer azlcares, estan relacionadas con procesos de
aglutinacion, actividad citotoxica y de penetrar la membrana de las bacterias
[24,27,29]. Estas proteinas han sido clasificadas de acuerdo a la estructura de sus
dominios de reconocimiento a carbohidratos (DRC’s), de su especificidad y de su
dependencia de cationes divalentes [30].

2.5. Clasificacion de las lectinas animales

Las lectinas son proteinas ubicuas en la naturaleza las cuales se han clasificado con
base en su especificidad por algun carbohidrato, o por su estructura, pero sin duda la
clasificacion mas comunmente utilizada es la propuesta por Drickamer en 1988 (Tabla
1) [30]. Esta se basa en los motivos de secuencia de aminoacidos altamente
conservados pertenecientes al DRC. En las lectinas que se han aislado de vertebrados
existen ocho grandes grupos, de los cuales cuatro de ellos llevan a cabo sus funciones
generalmente dentro de la célula como son las que pertenecen a la familia de la
calnexina, tipo M, tipo L y tipo P, mientras que el resto realizan sus funciones en el
exterior celular. Estas Gltimas son excretadas dentro de la matriz extracelular o
mediante fluidos, aunque también se pueden localizar en el plasma membranal para
mediar diversas funciones como la adhesion y comunicacién celular, eventos de
sefalizacion, asi como reconocimiento de glicanos y patégenos. Las familias que
encabezan este grupo de lectinas son: tipo C, tipo R, siglecs y galectinas.
Adicionalmente existen otras cinco familias que llevan a cabo funciones
complementarias, y de las que aun se sigue estudiando su funcion biol6gica, estas

son: lectinas de caja F, ficolinas, tipo quitinasa, tipo F e intelectinas [29,30] (Figura 1).
2.5.1. Calnexinas y Calreticulinas

Las calnexinas son el prototipo de un grupo muy pequefio de proteinas chaperonas
que se localizan en el reticulo endoplasmico y que se encuentran Unicamente en
eucariotas, mientras que su homodlogo, la calreticulina parece estar presente en

eucariotes que anteceden a los vertebrados como son C. elegans y Drosophila
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melanogaster. Ambas lectinas son componentes del sistema de control de calidad que
promueven el plegamiento correcto de las proteinas que entran en las vias secretorias
de las proteinas blanco para su degradacion. La calnexina se encuentra anclada a la
membrana del reticulo endopldsmico, por un dominio transmembranal, mientras que
la calreticulina posee un péptido sefal en el extremo C-terminal de retencion al reticulo
endoplasmico, lo que le permite localizarse en el lumen de este organelo celular. La
estructura del dominio luminal de la calnexina consiste de un dominio membranal
globular con un plegamiento de tipo sandwich B similar al de las lectinas tipo L, ademas
de un brazo que se proyecta fuera de la membrana que estd formado por un giro
conformado por segmentos polipeptidicos que se repiten. En el caso de la calreticulina
este brazo es mas pequeifio. Los ligandos para la calnexina y la calreticulina son las
glicoproteinas con N-glicosilasiones de tipo: Glc:MansGIcNAc:. Este tipo de glicanos
es reconocido por las proteinas de esta familia mediante el dominio globular de
sandwich B, que es donde se encuentra el sitio de reconocimiento a carbohidratos
[30].

2.5.2. Lectinas de tipo M

Estas lectinas son miembros de la familia 47 del grupo estructural de las glicosil
hidrolasas y estan fuertemente relacionadas con las manosidasas del reticulo
endoplasmico y cis-Golgi. La funcion de estas proteinas se basa en el trafico de las N-
glicoproteinas, estan relacionadas con las alfa-manosidasas, pero carecen de los
residuos clave cataliticos, asi como de un puente disulfuro que es esencial para la
actividad catalitica. EI dominio de reconocimiento a carbohidratos de esta lectina es
una estructura de tipo barril conformada por hélices alfa y hebras beta, el cual tiene la
capacidad de unir glicanos muy grandes de manosa unidos a glicoproteinas en el
reticulo endoplasmico [30].
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Tabla 1. Clasificacion de lectinas animales propuestas por Drickamer [30].

Clasificacion Ligandos que reconoce Funciones

Calnexina ClciMan9 Plegamiento

Tipo M Man8 Degradacion de

glicoproteinas

Tipo L Varios Plegamiento

Tipo P Man6-fosfato, otros Tréfico de glicoproteinas
Tipo C Varios Adhesién celular
Galectinas B-galactosidos Sefalizacién

Tipo | (siglecs)

Acido Sidlico

Adhesion celular

Tipo R Varios Marcado de enzimas

Tipo caja F NacGlc2 Degradacion glicoproteinas
desplegadas

Ficolinas NacGlc, NacGal Inmunidad innata

Tipo quitinasa

Quito oligosacaridos

Metabolismo del colageno

Tipo F Oligosacaridos con Inmunidad innata
terminacion en fucosa
Intelectinas Galactosa, galactofuranosa, Inmunidad innata

pentosas

2.5.3. Lectinas tipo L

El dominio de reconocimiento a carbohidratos de tipo L se encuentra en lectinas que
se han aislado de semillas de leguminosas como es el caso de la Concanavalina A,
sin embargo, se ha encontrado también, en proteinas homodlogas de hongos y
animales. Las lectinas tipo L, a pesar de encontrarse tanto en plantas como en

animales, difieren en sus funciones biolégicas. En animales se encuentran
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comunmente como proteinas ancladas a la membrana, encargandose de la
clasificacion de proteinas en los compartimientos luminales, mientras que en
mamiferos y hongos estas lectinas participan en el trafico de proteinas del reticulo
endoplasmico al aparato de Golgi. Un ejemplo de estas lectinas es la ERGIC-53, que
es dependiente de calcio para el reconocimiento de glicanos ricos en manosa. En
plantas estas lectinas participan en el desarrollo de las semillas, en los procesos de
germinaciéon y como proteinas de defensa. Este tipo de proteinas poseen un
plegamiento de tipo sandwich [, que a su vez pueden contener un fragmento
transmembranal que les permite anclarse a membranas del aparato de Golgi y llevar
acabo sus funciones de transporte de proteinas [30].

2.5.4. Lectinas tipo P

El dominio de reconocimiento a carbohidratos de tipo P fue identificado por primera
vez en dos tipos de proteinas transmembranales: receptores de manosa 6-fosfato
dependiente e independiente de cationes (CD-MPR y CI-MPR, respectivamente). El
dominio de reconocimiento que presentan estas proteinas es conservado y esta
presente tanto en vertebrados como en organismos evolutivamente mas ancestrales
como los cordados y las ascidias. Proteinas homologas a éstas estan presentes en
invertebrados y en hongos, y son independientes de cationes, ya que en vertebrados
solo se han identificado CD-MPR’s. Las funciones bioldgicas equivalen de las
identificadas en organismos no vertebrados, equivalen a las desempefiadas por CD-
MPR y CI-MPR. Por ejemplo, los receptores de manosa 6-fosfato (MPRS) participan
en el reconocimiento de proteinas del lisosoma, mientras que las proteinas de tipo-
MPRs llevan a cabo una funcién similar en invertebrados y en hongos, con la diferencia
que pueden reconocer a otras glicoproteinas, el reconocimiento de la manosa-6 fosfato
esta mediado por la unién a Mn?* en el sitio de reconocimiento en el caso de las MPRs

gue son dependientes de cationes [30].

2.5.5. Lectinas tipo C

El dominio de reconocimiento a carbohidratos dependiente de Ca?*, se encuentra

presente en diversas proteinas que llevan a cabo su funcion bioldgica reconociendo
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carbohidratos en la superficie celular y en el exterior de la célula, otros modulos en
estas proteinas pueden iniciar procesos bioldégicos como: adhesion celular, endocitosis
y fijacion complementaria. La union de sus respectivos ligandos es mediada por el ion
Ca?*, el cual estabiliza la conformacién local de la proteina formando enlaces de
coordinacion entre los residuos en la superficie de la proteina y los hidroxilos de los
anillos de los azucares. También los residuos de la lectina forman un enlace de
coordinacion con el Ca?* pueden formar puentes de hidrogeno con los hidroxilos del
carbohidrato [30].

2.5.6. Galectinas

Las galectinas son lectinas que poseen un DRC muy sencillo con una estructura de
tipo sandwich a/f3, similar a la topologia que presentan los DRC de las lectinas tipo-L.
Estas se caracterizan por reconocer principalmente galactésidos y cumplir con
multiples funciones fuera de la célula, ya que tienen la capacidad de unir

glicoconjugados en la superficie celular y la matriz extracelular [30].

2.5.7. Lectinas tipo | (Siglecs)

Las lectinas tipo | unen carbohidratos a través de DRCs tipo Inmunoglobulina (DRCs
tipo 1). Estas lectinas también se consideran miembros de la familia de las siglecs, que
cuentan con un DRC que presenta una arginina conservada, la cual es esencial para
establecer las interacciones electrostaticas con su ligando, que es el &cido sialico. Se
ha reportado un nimero muy pequefio de proteinas de tipo siglec que carecen de esta
Arginina en el sitio de reconocimiento, tal es el caso de la siglec 12 de humano, en
donde la union esta dirigida por dos residuos aromaticos que establecen interacciones

de apilamiento de anillos con el azucar [30].

2.5.8. Lectinas tipo R

El DRC de tipo R es el unico dominio de lectinas animales que también se encuentra
en procariontes, recibe el nombre del dominio B de la ricina, la cual pertenece a un
grupo de lectinas toxicas de origen vegetal. Este DRC une residuos de galactosa de

las glicoproteinas que se encuentran en la superficie celular iniciando el transporte de
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la ricina a través de la via secretora. El dominio de tipo R tiene una estructura de trébol
B en cuyos tres l6bulos (nombrados alfa, beta y gamma) se encuentran los sitios de
reconocimiento a su ligando, cuyos residuos forman puentes de hidrégeno con los

grupos hidroxilos del carbohidrato [30,31].

2.5.9. Lectinas tipo caja F

Estas proteinas son componentes clave del sistema enzimatico del citoplasma que
conjuga la ubiquitina y participan en la seleccién de las proteinas en el proceso de
ubiquitinacién. EI DRC en estas lectinas esta constituido de cinco hebras B anti
paralelas formando un dominio tipo sandwich, en los extremos de este dominio se
encuentran dos hélices o que corresponden a la region N y C- terminal; del lado
opuesto de estas dos hélices se ubica el sitio de reconocimiento formado por dos asas
que conectan las hebras B tres y cuatro. Este es especifico para el disacarido
quitobiosa formado por dos unidades de N-acetilglucosamina y la interaccién con el
ligando se da mediante apilamiento hidrofébico con una de las unidades del disacarido,
mientras que el grupo metilo del segundo interacciona con una cavidad hidrofébica del
sitio de la lectina [30].

2.5.10. Ficolinas

Las ficolinas son un grupo de lectinas que participan en eventos de inmunidad innata.
La ubicacion de estas proteinas dentro de la clasificacion de las lectinas es
controversial, ya que su dominio de unién a ligandos tiene la capacidad de reconocer
grupos acetilo en carbohidratos (N-acetilglucosamina, N-acetiimanosa, N-
acetilgalactosamina) y en otros ligandos (N-acetilglicina, N-acetilcisteina, acetilcolina).
La union a los azucares no es dependiente de los anillos del carbohidrato, ademas, los
azucares que no se encuentran acetilados no son reconocidos por las ficolinas. La
cadena polipeptidica de una ficolina consiste de una pequefia regiéon N-terminal, un
dominio de tipo colageno, una region que actia como un cuello y una region de tipo
fibrindbgeno. La region de tipo coldgeno es responsable de la asociacion de los
mondmeros de ficolina en trimeros, a su vez el N-terminal contiene residuos de cisteina

qgue permite que la asociacion se realice de forma covalente [30].
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2.5.11. Lectinas tipo Quitinasa

Las lectinas tipo quitinasa son proteinas de mamiferos que pertenecen a la familia 18
de las glicosil hidrolasas, son solubles y pueden ser intracelulares o secretadas. Tienen
una estructura de tipo barril o+ como el presente en la triosa fosfato isomerasa. La
familia 18 de las glicosil hidrolasas incluye quitinasas y proteinas tipo quitinasa no
enzimaticas que se han aislado de virus, bacterias, hongos, protozoarios e
invertebrados, asi como de animales superiores. Las quitinasas se adhieren a la
quitina, la cual es una molécula estructural presente en hongos e invertebrados, por lo
tanto el ligando que reconocen este tipo de lectinas son oligosacéaridos formados por

unidades de N-acetilglucosamina [30].

2.5.12. Lectinas tipo F

Las lectinas tipo F (fucolectinas) o proteinas de union a fucosa poseen un dominio tipo
F que comparten desde bacterias hasta vertebrados, sin embargo, presentan una
distribucion irregular a través de diferentes especies, Vasta y colaboradores sugieren
gue los genes de las lectinas tipo F han sido selectivamente perdidos a través de los
linajes relacionados, lo que hace mas dificil la busqueda del ancestro en comun de
este dominio. Este dominio no se ha encontrado en mamiferos, aves o reptiles, pero
se puede encontrar en bacterias y se sugiere que es debido a una transferencia
horizontal de los metazoos. Los dominios de reconocimiento en este tipo de lectinas
tienen un alto contenido de hebras 3, como es el que caso de la lectina de Anguilla
anguilla, la cual es una fucolectina que se ha empleado principalmente para la
tipificacion de sangre, ya que reconoce de forma especifica los residuos terminales de
fucosa en grupos sanguineos humanos. EI DRC de esta lectina posee una estructura
de tipo barril B, un lado del barril contiene cinco asas que forman una especie de anillo
donde se ubica el sitio de unién a fucosa que esta cargado positivamente, un ion Ca?*,
se une en este subdominio de asas para estabilizar esta region tan flexible y permitir

la formacion de oligdmeros, estabilizando la estructura cuaternaria [30].
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2.5.13. Intelectinas

Las intelectinas se han identificado en cordados como la rana Xenopus laevis y
las ascidias. Este tipo de lectinas posee por lo regular un dominio simple de tipo
intelectina, con una longitud variable, un N-terminal no conservado y una extension
gue contiene un péptido sefal en el C-terminal para ser secretada fuera de la célula.
El DRC de intelectina no esta relacionado en secuencia con alguna otra lectina con
excepcion de 45 residuos del N-terminal, los cuales presentan similitud con el dominio
globular de fibrinégeno, en estos dominios de reconocimiento a carbohidrato se ha
reportado que presentan dependencia por Ca** y reconocimiento por diferentes

monosacaridos como galactosa y algunas otras pentosas [30].
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Figura 1. Dominios de reconocimiento a carbohidratos de acuerdo a la clasificacién propuesta
por Drickamer en 1998. A) dominio de tipo calnexina de Canis lupus, B) Dominio tipo M de
Homo sapiens, C) Dominio tipo L de Rattus novergicus, D) Dominio de tipo Galectina de Homo
sapiens, E) Dominio tipo P de Bos taurus, F) Dominio de tipo R de Marasmius oreades, G)
Dominio tipo | de Mus musculus H) Dominio tipo C de Cucumaria echinata, I) Dominio de tipo
caja F de Mus musculus, J) Dominio de ficolina de Tachypleus tridentatus, K) dominio de tipo
quitinasa de Mus musculus, L) Dominio tipo F de Anguilla anguilla, M) dominio de tipo
Intelectina de Homo sapiens. Con cédigos PDB 1JHN, 1X9D, 2A6V, 1KJL, 1M6P, 2HIO, 2BVE,
3ALS, 1UMI, 1JC9, 1E9L, 1K12 y AWMQ respectivamente.
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2.6. Aplicaciones de las lectinas de origen marino

Las lectinas son dutiles en el estudio de los mecanismos de defensa de los
invertebrados marinos, ya que es poco lo que se conoce sobre las vias empleadas en
la inmunidad innata en este tipo de organismos. Los invertebrados marinos conforman
un modelo de estudio interesante en el area de inmunotoxicidad donde
constantemente son utilizados como biosensores al responder ante la presencia de un
determinado antigeno en diversos ecosistemas acuaticos; tal es el caso del estudio de
la presencia de metales pesados o0 una posible respuesta inmune ante parasitos y
plagas como los realizados en Mytilus edulis donde bajo condiciones controladas se
estudia la inmunomodulacién de la respuesta inmune [17,32]. Ademé&s, muchas de
estas especies son de interés comercial, por lo que el estudio de proteinas con
actividades antimicrobianas resulta Gtil en una posible aplicacion en la prevencion de
infecciones en cultivos marinos.

En la aplicacion de las lectinas como moléculas antibacterianas se ha hecho
énfasis en las lectinas de algas, ya que comparadas con lectinas vegetales poseen
masas moleculares pequefas, lo que las hace excelentes candidatos para efectuar
pruebas in vivo debido a su baja antigenicidad, ademas, presentan una fuerte actividad
inhibitoria en diversas cepas patégenas del género Aeromonas. Esta particularidad
como candidatos en pruebas in vivo no se limita solo a lectinas de algas, también se
ha reportado la inhibicion de cepas patdgenas por la lectina del invertebrado
Tachypleus tridentatus, que ademas de inhibir bacterias como Escherichia, Klebsiella
y Salmonella, tiene la ventaja de ser una lectina de baja masa molecular (8 kDa), lo
que la hace una molécula con potencial para ser probada en diversos estudios [11].

Las aplicaciones médicas de lectinas de origen marino no solo se limitan al
control de microorganismos, sino que debido al importante papel que desempefian en
la comunicacion celular, también se ha estudiado su capacidad para regenerar tejido
cutaneo, como se observo en una lectina del alga roja Bryothammion seaforthii. Esta
lectina se aplicdé mediante un tratamiento tépico de 12 dias en ratones a los que
previamente se les hicieron heridas cutaneas. Se observé una disminucién en el area
afectada, resultado que se relacion6 con la estimulacion en la produccion de queratina
[33].
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3. ANTECEDENTES

3.1. Lectinas de invertebrados marinos

En invertebrados se han identificado lectinas de las familias: tipo C, tipo L, tipo P, tipo
R, calnexina, intelectinas, galectinas y las tipo quitinasa. En invertebrados marinos se
han identificado las mismas familias con excepcion de las tipo quitinasa que solo se
han descrito en Drosophila. Adicionalmente, se han reportado lectinas que no
pertenecen a ninguna de las familias reportadas, tal es el caso de las aisladas del
cangrejo Tachypleus tridentatus, las cuales estan involucradas en los procesos de
coagulacion de la hemolinfa como mecanismo de defensa [25,34]. También se han
aislado lectinas de otros organismos marinos, de las que no se conoce su secuencia
0 su estructura terciaria y solo se han reportado sus especificidades, tal es el caso de
la lectina de Octopus maya, una lectina oligomérica de 66 kDa, para la cual se reportd
especificidad por metil-a y B galactosidos sin dependencia por cationes divalentes [35].
En invertebrados marinos las lectinas juegan un papel importante en la respuesta
innata reconociendo y uniendo de forma especifica diferentes carbohidratos que estan
presentes en las membranas de patdgenos a través de sus DRC. Una caracteristica
interesante es su capacidad de formar oligdmeros, tal es el caso de la lectina del
crustaceo Macrobrachium rosenbergii, la cual se determin6 que es un homodimero de
19 kDa, tiene especificidad por acido siélico y la presencia de cationes divalentes es
esencial para que lleve a cabo su actividad aglutinante. Ademas, en presencia de
agentes reductores como ditiotreitol pierde por completo su actividad, lo que sugiere
gue el oligbmero es estabilizado por puentes disulfuro. También, se encontré que tiene
la capacidad de aglutinar bacterias como Aeromonas sp. a una concentracion de
0.1ug/mL de proteina por cada 2 x 10° células [36]. Por otro lado, las lectinas aisladas
del pepino de mar Cucumaria echinata, se sabe que participan en mecanismos de
inmunidad innata mediante el reconocimiento de o-lactosidos, Todas las lectinas
caracterizadas de este organismo (CEL-l, CEL-Il, CEL-lll y CEL-IV) presentan

dependencia por iones Ca* y presentan actividad hemaglutinante frente a eritrocitos
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de conejo [37,38], CEL-IIl es el unico miembro de esta familia capaz de causar
hemolisis en ensayos de eritroaglutinacion [28]. En organismos de la familia Mytilidae
se han aislado lectinas con masas cercanas a los 17 kDa que tienen la capacidad de
aglutinar eritrocitos de todos los tipos sanguineos humanos. Con base en su
especificidad por N-acetilgalactosamina y galactosa se ubicarian dentro de la familia
de las galectinas, sin embargo el andlisis de la secuencias no mostré identidad con
galectinas o alguna lectina reportada con anterioridad [39-41]. En vertebrados sin
mandibula como la Lamprea japdnica se identifico y aislé de su suero una lectina
perteneciente a la familia de las intelectinas con una secuencia de 334 aminoacidos,
gue ademas presentd homologia con otras intelectinas de mamiferos y organismos
marinos. Esta lectina tiene la capacidad de oligomerizarse y formar tetrameros,
mecanismo que permite aglutinar bacterias Gram-positivas, bacterias Gram-negativas
y hongos, lo que sugiere juega un papel importante en la defensa contra patdégenos
del sistema de circulacion de la lamprea. Ademas, mediante experimentos de
interaccidon se encontrd que esta intelectina era competitivamente inhibida con proteina
de unién G en presencia de inmunoglobulinas, indicando que la region Fc de lalgy la
intelectina se unen a la proteina G en el mismo sitio, lo que sugiere que la estructura
terciaria de ambas proteinas es similar, aln mas importante es resaltar que en estos
organismos carentes de un sistema de defensa adaptativo participan moléculas como
esta intelectina capaz de llevar acabo funciones similares a las de las

inmunoglobulinas [42].

3.2. Oligomerizacion de proteinas

La oligomerizacién de proteinas se define como la asociacién de dos o mas cadenas
polipeptidicas. Este comportamiento puede ser considerado un avance desde la
perspectiva evolutiva, ya que esta relacionado en el incremento de la funcién y
regulacion biologica, regulacion alostérica y la formacién de complejos [43]. Las
proteinas oligoméricas pueden ser clasificadas como homo oligoméricas
(conformadas por las mismas subunidades) o hetero oligoméricas (por subunidades
diferentes), la abundancia de este tipo de proteinas es muy alta, ya que se estima que

un 35 % de las proteinas de la célula son oligoméricas y el promedio de subunidades
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gue se presenta con mayor frecuencia son los tetrameros. La mayoria de las
estructuras de proteinas oligoméricas depositadas en el PDB son principalmente
homo-oligomeros y frecuentemente presentan una simetria ciclica, dihedral o cubica
cuya asociacion entre subunidades puede variar en fuerza y duracion [43]. Se ha
encontrado que algunas proteinas solo se presentan en estado oligomérico, lo que
generalmente se relaciona con una constante de disociacion en el intervalo nanomolar.
Otras proteinas tienen una tendencia a asociarse, dependiendo de las condiciones del
medio como la concentracion, la temperatura y el pH, por lo que sus constantes de
disociacion estan en el orden micromolar o milimolar [43]. Se sabe que muchas veces
la oligomerizacion es un proceso dinamico en respuesta a estimulos como el cambio
en un nucleétido de union, de hidrdlisis o estado de fosforilacidn, algunos cambios en
el estado oligomérico pueden generar cambios dramaticos en la afinidad de las
subunidades [43].

3.3. Oligomerizacion en lectinas de invertebrados marinos

La oligomerizacion de lectinas es un proceso les puede conferir ventajas
estructurales, permitiéndoles regular de forma eficiente su funcion bioldgica. Estos
mecanismos pueden estar mediados por diversas interacciones como son los puentes
disulfuro, interacciones electrostaticas e interacciones hidrofébicas, y pueden
favorecer la disponibilidad de mas sitios de reconocimiento a carbohidratos facilitando
la interaccion con los azucares de las membranas de los patégenos [21]. En algunos
casos estos mecanismos involucran cambios conformacionales en donde se exponen
regiones hidrofébicas que permiten la formacién de oligobmeros. Tal es el caso de la
lectina CEL-Ill del pepino de mar Cucumaria echinata que, mediante un mecanismo
de oligomerizacion desencadenado por el reconocimiento de su ligando (N-
acetilgalactosamina), sufre un cambio conformacional que ocasiona la exposicion de
residuos hidrofébicos al desplegar por completo las hélices que lo conforman,
formando interacciones beta-beta con las hélices desplegadas de los demas
mondmeros que se encuentran también reconociendo azucares en la membrana. Esto
altimo le permite la formacién de un poro constituido por siete subunidades y de esta

forma permitiéndole penetrar la bicapa lipidica de las membranas de los eritrocitos
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provocando hemolisis [28,38,44]. Terada y colaboradores estudiaron la
oligomerizaciéon de una lectina del bivalvo Mytilus galloprovincialis (MGL) la cual tiene
actividad citotoxica contra lineas celulares de cancer que expresan
globotriaosilceramida en la superficie [40,45]. Se encontr6 mediante centrifugacion
analitica que esta lectina tiene una fuerte tendencia a formar dimeros en solucion, el
analisis de la estructura cristalografica mostré que los residuos Phe 93 y Phe 94 son
los responsables de la formacion del dimero, por lo que decidieron mutar dichos
residuo (F93D-F94S) observando que la lectina ya no era capaz de formar dimeros y
gue los mondmeros formados presentaban actividad aglutinante diez veces menor,
ademas de no presentar actividad citotdxica frente a las células de linfoma Burkitt. Este
resultado sugirio la importancia de la oligomerizacion en la actividad biolégica de la
lectina y sugiere que la presencia de seis sitios de reconocimiento favorecen su
multivalencia siendo un hecho relevante para su actividad [45]. La estructura
cristalografica también mostré que MGL tiene un plegamiento de trébol $ con un sitio
de reconocimiento Unico en cuya union con el ligando no estan involucradas
interacciones de apilamiento de anillos. Estas caracteristicas estan limitadas a un
pequefio grupo de proteinas que han sido reportadas recientemente y que se
consideran parte de una nueva familia de lectinas: la lectina de Mytilus
galloprovinciallis (MGL), de Crenomytilus grayanus (CGL) y de Mytilus Trossolus (MTL)
y nuestro objeto de estudio la lectina de Mytilus californianus (MCL) [41,45-48], la cual
se considera un miembro mas de esta nueva familia de lectinas. En este estudio se

hara referencia a las lectinas de esta nueva familia por medio de estas siglas.

3.4. Caracteristicas de la nueva familia de lectinas presentes en la

familia Mytilidae

En invertebrados marinos existen diversas lectinas reportadas de las que se describen
caracteristicas importantes como especificidad, actividad hemaglutinante y ain mas
importante el papel que desempefian en la funcién bioldgica, los DRC’s de todas éstas
entran en la clasificacion propuesta por Drickamer con la particularidad de que poseen

dominios adicionales, tal es el caso de la lectina de Mytilus edulis (MeL) la cual posee

32



un dominio de tipo C con uno adicional de unién a fibrinégeno [49]. Si bien la
clasificacion anterior permite ubicar a la mayoria de las lectinas en diferentes familias
de acuerdo a sus DRCs, no es suficiente para ubicar a proteinas que comparten
caracteristicas con diversas familias de lectinas y que no es posible ubicarlas en
ninguna de las familias propuestas. Tal es el caso de MGL que es una lectina que
posee una secuencia de aminoacidos con un dominio de reconocimiento nuevo, el cual
no tiene identidad con ninguno de los reportados a la fecha, por lo que se considera
que pertenece a una nueva familia [40], su estructura cristalografica (PDB 3WMV)
muestra un plegamiento de tipo trébol B (Figura 2) caracteristico de la familia de
lectinas tipo R [45], pero no comparte identidad significativa con éstas. El primer
miembro aislado fue CGL, que poseia una masa cercana a los 18 kDa, tiene
especificidad por GalNac y no tiene dependencia por iones divalentes. Posteriormente
se obtuvo la secuencia completa de aminoacidos mediante la secuenciacion de cDNA,
en donde se determind que estaba compuesta de 150 aminoacidos conteniendo tres
repeticiones de segmentos con mas de un 73 % de identidad, sugiriendo que cada uno
de ellos corresponde a un dominio de reconocimiento a carbohidratos, ya que el
modelo generado a partir de la secuencia mostraba un plegamiento de tipo trébol 8 en
donde de forma simétrica se sugieren tres sitios de union. También se demostro la
participacion de esta lectina en la inmunidad innata, ya que fue capaz de inhibir el
crecimiento de bacterias Gram (+) y Gram (-), asi como el crecimiento de hifas en
conidios de hongos [39,47]. Las mismas caracteristicas a nivel de estructura primaria
fueron encontradas en MGL, de la cual se determind su secuencia de aminoacidos por
degradacion de Edman, observando que esta lectina es capaz de inhibir el crecimiento
de células de linfoma que expresan globotriaosilceramida [40]. El efecto de esta lectina
en la inmunidad innata fue comprobado después con pruebas de actividad
antimicrobiana donde se encontré que al igual que CGL, inhibe el crecimiento de
bacterias Gram (+) y Gram (-) [50]. Las estructuras cristalograficas reportadas en su
forma apo (PDB 3WMU), asi como en complejo con su ligando (PDB 3WMV) confirman
gue presenta tres sitios de unidn por cada subunidad. La estructura terciaria también
revelé que el plegamiento es similar al que presenta el dominio B de la ricina, con la

particularidad de que se trata de un sitio de reconocimiento Unico, ya que la interaccion
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con el ligando se da solo mediante interacciones electrostaticas, mediadas por
histidinas [45,46]. El tercer miembro reportado de esta familia emergente es MTL que
comparte 89% de identidad con CGL y MGL, también presentdé actividad
antimicrobiana y antifungica, por lo que su funcion biologica también esté relacionada

con la respuesta inmune del organismo [41].

Figura 2. Plegamiento de trébol P presente en una nueva familia de
lectinas. En cada hoja del trébol se encuentra un sitio de
reconocimiento de carbohidratos. Los miembros de esta nueva familia
se han identificado en moluscos de la familia Mytilidae. En la figura se
muestra a la lectina de M. galloprovincialis (3WMV) [45].

3.5. Descripcion del Mejillon Mytilus californianus

Los mejillones son moluscos bivalvos que viven adheridos a las rocas o unos con otros
mediante una estructura filamentosa conocida como biso. Son organismos filtradores
activos que llegan a filtrar hasta 8 litros por hora. Estos organismos se alimentan de
particulas con tamafios de 2 a 8 um de diametro provenientes de materia organica
(detritus), fitoplancton (microalgas) y en menor medida de bacterias. También son

capaces de absorber directamente compuestos organicos que se encuentran disueltos
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en el agua de mar como aminoacidos y azucares, los cuales son absorbidos en las
branquias antes de ser trasladados al manto y a la glandula digestiva [51].

El mejilldbn Mytilus californianus (Figura 3) es nativo de la costa oeste de
Norteamérica, se ubica desde las Islas Aleutianas en Alaska hasta la isla Socorro en
el Norte de México. Estos organismos se ubican en la zona intermareal y estan
expuestos a temperaturas que van de cerca del punto de congelacion del agua en el
invierno hasta los 40 °C en el verano. A diferencia de otras especies de mejillones, M.
californianus esté expuesto a un intervalo de temperaturas mas variable [52]. Segun el
Departamento de Pesca y Acuicultura de la Organizacion de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacion (FAO) M. californianus es una de las especies de
moluscos de gran importancia comercial en México junto con las especies: M. edulis y

M. galloprovincialis, especies que se cultivan en el norte de México.

Reino: Animalia
Filo: Mollusca
Clase: Bivalvia
Orden: Mytiloida
Familia: Mytilidae
Género: Mytilus

Especie: Mytilus californianus

Figura 3. Clasificacion taxonémica del mejillon, Mytilus californianus.
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4. JUSTIFICACION

La oligomerizacion de proteinas es un fendmeno de asociacion que se presenta de
forma recurrente en las proteinas y que puede conferirles ventajas como el incremento
en la actividad y una mayor estabilidad frente a diferentes cambios en el medio, como
el pH o la temperatura. Ademas, es un mecanismo que algunas proteinas utilizan para
regular su especificidad y funcién biolégica. En el caso de lectinas de invertebrados
marinos, la oligomerizacion desempefia un papel importante en la actividad biologica,
en donde la respuesta inmune innata se ve favorecida por la formacion de oligémeros
que participan activamente en la neutralizacion de patégenos. Estas proteinas poseen
una especificidad muy alta, que puede verse incrementada o alterada por la formacion
de nuevos sitios de reconocimiento, lo que es de suma importancia, ya que tienen un

campo de aplicacion muy grande.

Por lo anterior, es de suma importancia estudiar los determinantes estructurales que
ocasionan la oligomerizacion en especifico de una lectina obtenida del mejillén Mytilus
californianus, cuya caracterizacion podra permitir inducir una asociacion controlada de
dicha proteina para favorecer la formacion de diversos estados oligoméricos con
diferentes actividades bioldgicas, que en un momento dado puedan ser explotadas en
campos como la medicina o la biotecnologia. El estudio de los determinantes que
ocasionan este comportamiento de asociacion permitira entender como es que
ocurren, qué los desencadena, como se pueden controlar y que implicaciones tienen

en diversos procesos biologicos.

5. HIPOTESIS

La estabilidad, especificidad y actividad biol6gica de una lectina de M. californianus

dependeran del estado oligomérico en el que se encuentre.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Analizar los mecanismos de oligomerizacion de una lectina y una de sus isoformas

presentes en Mytilus californianus y evaluar su efecto en su estabilidad,

especificidad y actividad biol6gica

6.2. Objetivos especificos

Purificar y caracterizar a una lectina de M. californianus.

Obtener de forma recombinante en E. coli a una isoforma de esta lectina

Con ambas lectinas estudiar:

» EIl comportamiento en solucion y su tendencia a formar oligobmeros

» La estabilidad, especificidad y actividad de los oligdbmeros
previamente identificados en solucién

» Latermodinamica de unién del ligando con la lectina

Determinar las estructuras de las lectinas en ausencia y en presencia de

los ligandos que reconocen y encontrar los determinantes estructurales

gue desencadenan su oligomerizacion.

Analizar su actividad bactericida, antifungica y anticancerigena
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7. METODOS

7.1. Determinacion de la actividad de la lectina de M. californianus

Algunas lectinas marinas poseen por los menos dos sitios de reconocimiento a
carbohidratos, lo que les permite formar complejos entrecruzados y aglutinar células
al reconocer de manera especifica a los carbohidratos de la superficie celular.
Aprovechando esta caracteristica, la actividad de MCL se determiné mediante pruebas
de hemaglutinacion de eritrocitos de conejo formalinizados (ECF) [53].

7.1.1. Formalinizacion de eritrocitos de conejo

Para sensibilizar y hacer mas resistentes a los eritrocitos de conejo que se utilizaron
en las pruebas de actividad, éstos se formalinizaron siguiendo el protocolo reportado
por Fragkiadakis [53]. Se colecté sangre de conejo en una solucion de NaCl 0.9% y se
centrifugd a 3,000 x g por 20 min. Se realizaron varios lavados con la solucién de NaCl
hasta obtener un sobrenadante transparente.

Los eritrocitos se suspendieron en un amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.4,
150mM NaCl (PBS) para obtener una solucion 20 % v/v. Por cada 100 mL de esta
solucion de eritrocitos, se prepararon 25 mL de formalina (Formaldehido 37 %) a pH
5.0 usando un amortiguador de fosfatos 0.7 M, pH 7.0. Esta solucién fue colocada en
una bolsa de didlisis con tamafio de corte de 12.5 kDa. La bolsa se sumergi6 en los
eritrocitos y se dej6 interaccionar por 12 h a 4°C con agitacion suave. Posteriormente,
la bolsa se perford y se liberd el formol restante dejando interaccionar la solucién de
formaldehido por 36 h mas a 4°C con agitacion suave.

Después de la fijacién, los ECF se centrifugaron a 3,000 x g, durante 5 min a
4°C y se lavaron exhaustivamente con una solucion 0.9 % NaCl para eliminar los
residuos de formaldehido. Con el fin de eliminar los grupos aldehidos libres de la
membrana celular, los ECF (20 % v/v) se suspendieron en el amortiguador de fosfatos
50 mM pH 7.4, 150mM NaCl con 2 % w/v de BSA y se incubaron 24 h a 4°C con
agitacion suave. Finalmente, los eritrocitos fueron centrifugados a 3,000 x g, por 5 min
a 4°C y lavados exhaustivamente con la solucién de 0.9% NaCl y 0.05 % de azida de

sodio y se almacenaron a 4°C hasta su uso.
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7.1.2 Ensayos de eritroaglutinacion

Los ensayos de actividad se realizaron en placas de 96 micro pozos con fondo en
forma de “U”, realizando diluciones seriadas 1:2, esto es, en cada pozo se colocaron
50uL de PBS; posteriormente, en el primer pozo de cada serie se colocaron 50 pL de
la disolucion de proteina, se mezclo con el amortiguador y posteriormente se tomaron
50 pL que fueron trasladados al segundo pozo, de nuevo se mezcl6 con el
amortiguador ya presente y se tomaron otros 50uL para llevarlos al tercer pozo y asi
sucesivamente hasta completar la fila de 12 pozos o hasta donde fuese necesario para
agotar la actividad [54]. Posteriormente, se agregaron 50 pL de la solucion de ECF al
20%, se agitaron brevemente las cajas, se taparon y se dejaron a temperatura
ambiente por 1.5 h, transcurrido ese tiempo se examinaron visualmente en busca de
hemaglutinacion. Un patrén positivo de sedimentacion de los eritrocitos que indica
hemaglutinacion se observa como una capa uniforme en la base de los pozos,
mientras que un patrén negativo, que indica que no hay actividad hemaglutinante es
un agregado de eritrocitos al fondo de los pozos rodeados de una zona clara y
concéntrica de igual tamafio que la del blanco negativo de las pruebas. Las pruebas
se realizaron por triplicado y se reporté un promedio. Se utiliz6 como control positivo
la aglutinina de germen de trigo (WGA) y como control negativo el amortiguador de
fosfatos.

La actividad hemaglutinante se define como el reciproco del titulo, que
corresponde al factor de dilucion (nmero de pozo) mas alto de proteina que presenta

hemaglutinacion. La actividad especifica se expres6 como U/ug de proteina [23].

7.2. Cuantificaciéon de proteina con el método del 4cido

bicinconinico

Se utilizé el método de Smith et al., [55], el cual emplea el reactivo BCA Protein Assay
Reagent (PIERCE), que es muy sensible en la determinacion espectrofotométrica de

la concentracion de proteina en soluciones acuosas. Este sistema de reactivos
. ., , . . . 1
combina la reaccién de proteinas con Cu?* en un medio alcalino (produciendo Cu +),

. . . . 1 Z -
con un reactivo altamente selectivo y sensible de deteccién para Cu " llamado &acido
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bicinconinico. Este reactivo es estable y compatible con detergentes i6nicos y no

ionicos. El color purpura del producto de la reaccion es formado por la interaccion de

dos moléculas de BCA con un ion cuproso (Cu1+), este es soluble en agua y exhibe
una fuerte absorbancia a 562 nm. La cantidad de proteina contenida en la muestra se
determiné interpolando el dato de absorbancia en una curva tipo elaborada con
estandares de albumina de bovino a diferentes concentraciones. Para la elaboracion
de la curva de calibracién se siguieron los siguientes pasos:

Se colocaron 50 pL de cada estandar en tubos apropiadamente marcados,
utilizando 50 pL del diluyente como blanco.

Se adicioné a cada tubo 1mL del reactivo de trabajo (El reactivo de trabajo se
prepara mezclando 50 partes del reactivo A del kit de BCA con una parte del reactivo
B. Este reactivo se debe preparar el dia de su uso). Se mezclé e incub6 por 30 min a
60°C. Se dejo enfriar las muestras y se leyé la absorbancia a 562 nm, este método
permite detectar de 5 a 250 pg/mL de proteina.

Una vez gque se determind el coeficiente de extincidn teorico a través de la secuencia

de aminoéacidos, la concentracion de proteina fue calculada usando este ultimo

7.3. Purificacion de la lectina de M. californianus

Se obtuvieron organismos frescos de Baja California, México, los cuales fueron
identificados taxonémicamente por la Dra. Martha Reguero Reza en el Instituto de
Ciencias del Mar y Limnologia, diez organismos de M. californianus fueron extraidos
de las conchas y homogenizados en 250 mL de amortiguador PBS; este extracto se
centrifugd a 10000 x g por 20 min. en una centrifuga Beckman Coulter con un rotor JA-
14, el sobrenadante obtenido se centrifugé nuevamente a 15000 x g en un rotor JA-17
y el sobrenadante nuevo se aplicé a una columna de afinidad de a-Lactosa-agarosa
(Sigma Aldrich), previamente equilibrada con el mismo amortiguador. Para eluir a la
lectina se utilizé6 D (+) galactosa a una concentracion de 250 mM, preparada en el

mismo amortiguador de fosfatos.
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7.4. Determinacion de la pureza de la lectina

7.4.1. Electroforésis SDS-PAGE

Después de eluir a la lectina de la resina de afinidad, se evalué la pureza de la misma
mediante una electroforesis en condiciones desnaturalizantes en un gel de
poliacrilamida al 12%. La lectina se desnaturalizé y redujo en presencia de una
solucion amortiguadora 2X (glicerol 20 mL, 2-mercaptoetanol 10 mL, SDS 5 g, tris base
1.51 g, azul de bromofenol 0.01 g y agua para aforar a 100 mL). La separacion se
realizé utilizando una corriente constante de 90 V por 30 min y después una hora a
120 V en amortiguador de electroforesis 1X (Tris base 3.025 g, 30.25 g, glicina 14.4 g,
144 g, SDS 1.0 g, aforado a 1L con agua destilada, para tener un amortiguador de
electroforesis 10X), en un sistema electroforético de BioRad® (Mini-PROTEAN®).
Como referencia de migracion se utilizé el marcador de masa molecular de 200 kDa a
6.5 kDa (SDS-PAGE Molecular weight Standars BioRad®, Broad Range No. 161-
0317). La visualizacion de las bandas proteicas se realizé mediante una tincion con

nitrato de plata.

7.4.2. Espectrometria de masas MALDI-TOF

Un segundo criterio que se utiliz6 para verificar la pureza de la lectina fue la
espectrometria de masas MALDI TOF (matrix assisted laser desorption/ionization,
desorcion/ionizacion laser asistida por una matriz) en un equipo Microflex Bruker
daltonics, misma que nos permitié determinar la masa molecular de la proteina.

La espectrometria de masas MALDI TOF es un método de ionizacion suave que
es utilizado en la determinacion de masas de moléculas grandes como proteinas. Se
distingue porque la muestra estd embebida en una matriz quimica en exceso, lo que
facilita la produccion de iones intactos en fase gaseosa de compuestos, debido a que
absorbe la energia de la luz del laser que se usa como fuente de desorcidon o
ionizacion, con lo que es posible observar el espectro que caracteriza la relacion
masa/carga de la muestra [56]. La matriz utilizada fue una solucion saturada de acido
sinapinico disuelto en una solucion compuesta de 30% acetonitrilo, 70% agua y 0.1%

de &cido trifluoroacético v/v.
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7.5. Determinacion de la especificidad de la lectina de M.

californianus y su isoforma

Con el fin de determinar la especificidad por carbohidratos de MCL, se realizaron
pruebas de inhibicibn con 60 azucares entre monosacaridos, disacaridos,
oligosacaridos y polisacaridos e identificamos a los carbohidratos que eran capaces
de inhibir la actividad hemaglutinante sobre los ECF. Para este ensayo se utilizaron
placas de 96 micro pozos en los que se colocaron 25 pL de amortiguador PBS. En el
primer pozo de cada serie se colocaron 25 pL de los distintos carbohidratos y se
realizaron diluciones seriadas 1:2 de los mismos hasta llegar a 12 diluciones. Las
concentraciones para los monosacaridos y oligosacaridos fueron de 250mM, mientras
que para los polisacaridos se utilizaron concentraciones desde 0.1 a 1%. Se agregaron
10 pL de la lectina purificada a una concentracion de 55 pg/uL. Con estas soluciones,
las cajas se taparon y se sometieron a agitacion suave a temperatura ambiente por 1
hora. Al concluir el tiempo de incubacion, se adicion6 a cada pozo 25uL de la solucién
de ECF al 20%.

Al igual que en las pruebas de actividad hemaglutinante se prepard un control
positivo y negativo para cada azucar, el positivo contenia 35 pyL del amortiguador, 25
uL de cada dilucién de azucar a probar y 25 pL de EFC al 20%, mientras que el
negativo contenia 50 uL del amortiguador, 10 uL de la solucion de lectina 'y 25 pL de
EFC. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Para todos los azlcares probados, se consideré que la dilucion minima
inhibitoria de la actividad era el dltimo pozo en el que visualmente el sedimento de
eritrocitos al fondo de los pozos y la zona clara y concéntrica alrededor de estos era
de igual tamafio que la del blanco positivo; la concentracion minima inhibitoria (CMI)
se definié como la concentracién minima en la que se observé inhibicién de la actividad

hemaglutinante
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7.6. Determinacion de la estabilidad en relacion a la temperaturay el
pH

La estabilidad de la lectina se evalué a diferentes temperaturas. Se incubaron alicuotas
de la lectina purificada por 1 hora a 4°C, 18°C, 25°C, 37°C, 40°C, 45°C, 50°C y 60°C,
transcurrido ese tiempo se midi6 la actividad de cada alicuota siguiendo el

procedimiento descrito en el apartado 7.1.2
7.7. Evaluacion de la estabilidad por termofluorescencia

El ensayo de estabilidad térmica (estabilidad estructural) de proteinas basada en la
fluorescencia o fluorometria diferencial de barrido (Differential Scanning Fluorimetry,
DSF) aprovecha el hecho de que la fluorescencia de fluor6foros que se unen a
proteinas de manera no especifica se incrementa cuando la hidrofobicidad del medio
aumenta. En esta técnica, el fluoroforo interactia con las regiones hidrofébicas
expuestas generadas por el desplegamiento parcial o total de la proteina. Esto da
como resultado una curva sigmoidal aguda, que permite determinar la temperatura de
fusion (Tm) de la proteina, la cual corresponde al valor de temperatura a la que el 50%
de las moléculas de proteina se encuentran plegadas y el 50% desplegadas (Figura
4). Esta técnica permite evaluar la estabilidad térmica de una proteina bajo diferentes
condiciones de pH, sales, aditivos, ligandos, agentes estabilizantes y solubilizantes
[57].

43



Proteina desplegada
118000

1.0r &
\ ‘> )

I ) N 5

. ) L {16000 2

© =]
=] 7]
© 1 -
=) Q.
Q QO
= 114000 2
4] Tm= 84°C &
- 05F —
= Unioén de fluoréforo ]
-g (SYPRO Orange) 112000 %
Q L > 7]
o P .f 7)) ® ]
[T [ ~ \j S ’(' g
C o=\ NS 110000 ©

L AS J’I"“J S.

= e ,
S -
Proteina plegad
0.0peeseeee weesrerereereprever T T 8000
65 70 75 80 85 90

Temperatura (°C)

Figura 4. Esquema del ensayo de desnaturalizacion térmica utilizando
termofluorescencia.

Para evaluar la estabilidad térmica de la proteina se utilizé6 1mL de la enzima a
una concentracion de 0.15 mg/mL, a la que se le adicioné 1 pL del fluor6foro SYPRO®
Orange (a una dilucion final 1:1000), que al unirse a las regiones hidrofébicas de la
proteina presenta una maxima emisiéon a 570 nm [57]. Se colocaron 10 uL de la
proteina en presencia del fluoréforo en cada pozo de una placa de 96 (MicroAmp Fast
96-well reaction plate 0.1 mL; Applied biosystems), y a cada uno de ellos se le
adicionaron 10 pyL de las soluciones evaluadas. La placa se sellé con una pelicula
Opticamente inerte (Greiner VIEWseal de Jena Bioscience), para posteriormente
centrifugarla a 300 rpm por 2 min a 25 °C y colocarla en un equipo de PCR en tiempo
real (Applied Biosystems StepOne) siguiendo un programa de inicio de 25°C por 2 min,
seguido del incremento de temperatura hasta 98°C en un lapso de un minuto, para
mantenerse ahi por 15 seg. Con el fin de encontrar condiciones 6ptimas de estabilidad
se evaluo el efecto del pH y sales amortiguadoras, utilizando el kit de pH de Rigaku
(Rigaku-Wizard pH buffer screen), ademas, se evaluo el efecto de la galactosa en
dicha estabilidad. Después de obtener el fluorograma de la sefial de fluorescencia

cruda en funcion de la temperatura para cada condicién, se determiné el intervalo de
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temperatura en el que ocurre la transicion del estado nativo al desnaturalizado, el cual
se caracteriza por tener una forma sigmoide. Para esto, se utilizo el programa StepOne
v2.3 (Life Technologies, USA) y posteriormente los datos de la transicion fueron
normalizados. Finalmente se ajustaron al modelo sigmoide de Boltzmann utilizando el
programa GraphPad 5.0 (GraphPad Software Inc., USA) con el cual se obtuvo el punto

de inflexion que corresponde al valor de Tm [57,58].

7.8. Comportamiento en solucion de la lectina de M. californianus

Para determinar el estado oligomérico en que se encontraba la lectina en solucion se
calibré una columna de exclusién molecular Agilent Bio Sec-3 (3um, 150 A, 7.8 x 150
mm) con estandares de masa molecular conocida utilizando un sistema de
cromatografia de alta resolucion (HPLC HP serie 1100). La columna se equilibré con
amortiguador de fosfato de sodio 50 mM pH 7.4, 0.2 M NaCl a un flujo de 1 mL/min.
Con las masas de los estandares y los tiempos de retencion se construyd una curva
de calibracion para determinar la masa de la lectina en solucion. A las fracciones

obtenidas se les midio la actividad hemaglutinante como se menciona en 7.1.2

7.9. Deteccion de glicosilaciones

La deteccion de glicosilaciones se llevé a cabo usando el kit DIG Glycan Differentiation
(Roche). Este permite identificar y caracterizar de forma parcial la presencia de
glicoconjugados o glicoproteinas a través de la transferencia de las muestras en un
gel SDS-PAGE a una membrana de nitrocelulosa o immobilon, donde mediante una
electroforesis en condiciones desnaturalizantes, MCL junto con las glicoproteinas
usadas como control positivo: Transferrina, Carboxipeptidasa Y, Asialofetuina y
Fetuina, se transfirieron a una membrana de Immobilon (Millipore), una vez hecha la
transferencia, la membrana fue tefiida con una solucion de Ponceau S, siguiendo las
instrucciones del proveedor, finalmente cada uno de los carriles se dej6 interaccionar
con diferentes lectinas que reconocen las glicosilaciones presentes en las proteinas
control. El fundamento de la técnica se basa el uso de anticuerpos mono especificos

antidioxigenina (DIG) para el reconocimiento de lectinas conjugadas a este hapteno,

45



las cuales a su vez tienen la capacidad de reconocer estructuras de carbohidratos que

se encuentran presentes en glicoconjugados [59].

7.11. Determinacion de la actividad antimicrobiana

Para el ensayo de la inhibicion del crecimiento bacteriano, se siguidé el protocolo
reportado por Naganuma et al., con algunas modificaciones [60]. Las bacterias Gram-
positivas (Lactobacillus plantarum ATCC8014) y Gram-negativas (Escherichia coli
DH5a) se incubaron en medio LB (Sigma-Aldrich Co. Ltd., St. Louis, MO, USA) y medio
MRS, respectivamente a una temperatura de 37°C, hasta una densidad éptica de 1 a
600 nm. Una alicuota de 2 mL de cada uno de los cultivos se mezclé con 10 ug totales
de MCL y rMCL-1 e incubados a 37°C. Como control positivo se usé amortiguador 50
mM de fosfato de sodio, 150mM NaCl pH7.4. La absorbancia a 600 nm fue
monitoreada cada hora. El valor de la inhibicién de crecimiento fue calculado con la

siguiente ecuacion:

Inhibicion de crecimiento (%) = (1 - ODsootest/ODeoocontrol) X 100

Donde ODsootest corresponde a la densidad de la suspension bacteriana en presencia
de las lectinas, medida a ODeoo. ODeoocontrol COrresponde a la densidad optica de la
suspension bacteriana crecida en ausencia de las lectinas. Se evalu6 la aglutinacion
de las bacterias de los cultivos anteriormente mencionados y se monitorearon en un
microscopio Nikon Eclipse E200, para estos ensayos de aglutinacion también

utilizamos células liofilizadas de Micrococcus lysodeikticus (Sigma-Aldrich).

7.12. Determinacion de la actividad antifungica

La actividad antifungica de MCL y su isoforma se analizo a través de la medicion del
crecimiento radial de los hongos en placas de medio PDA (Papa, Dextrosa, Agar). El
efecto inhibitorio de crecimiento se realizé sobre los siguientes microorganismos fito-

patbgenos de importancia comercial: dos oomicetos, que son Pythium
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aphanidermatum y Phytophtora capsisi, asi como dos hongos verdaderos: Fusarium
oxisuporum y Alternaria alternata.

Para este ensayo se utilizaron 200 pg/mL de las lectinas puras mediante el
método de dilucion en agar [61]. En cada tratamiento se agregd PDA estéril y se diluyo
con la lectina antes de que solidificara, se realizaron 4 repeticiones de cada tratamiento
incluyendo los controles positivo y negativo, en donde el fungicida Captan (ADAMA
Agricultural Solutions Ltd.) fue utilizado como control positivo de inhibiciéon y el
amortiguador de fosfatos 50 mM, 0.15 M de NaCl a pH 7.5, fue utilizado como control
negativo de la inhibicidn de crecimiento. El crecimiento radial fue medido a las 24 horas

para Pythium aphanidermatum y a las 48 horas para el resto de los microorganismos.

7.13. Determinacion de la actividad anticancerigena

Se evalud la actividad antitumoral de MCL mediante la inhibicién del crecimiento de
células tumorales con las lineas celulares: HCT-15 (adenocarcinoma colo-rectal de
humano), MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano), K562 (Leucemia mielégena
cronica), U251 (Glioblastoma humano), PC-3 (adenocarcinoma prostatico humano),
SK-LU-1 (Adenocarcinoma de pulmon humano). Las lineas celulares fueron donadas
por el Instituto Nacional de Cancer (NCI, USA).

La citotoxicidad en las células tumorales fue determinada usando el método de
la sulforrodamina B a través de ensayos de micro cultivo para el crecimiento celular,
asi como lo describen los protocolos del NCI [62]. Estos experimentos fueron
realizados con 10 ug totales de MCL y decidimos utilizar dos condiciones una que
contiene diversas especies oligoméricas caracterizadas previamente por
cromatografia de exclusion molecular y otra condicion donde solo se evalu6 la

actividad citotoxica de la especie mas abundante (el dimero).

7.14. Secuenciacion de la lectina de M. californianus

7.14.1. Por digestion enzimatica y analisis por espectrometria de masas

Para obtener la secuencia de aminoacidos de MCL se realiz6 una electroforesis en

condiciones desnaturalizantes donde las bandas se tifieron con una solucion de azul
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de Coomassie G-250. La banda con la proteina pura se cort0 y se envid a secuenciar
a la Universidad de Arizona, en donde a través de la digestion enzimatica con Tripsina,
los fragmentos peptidicos fueron separados en un equipo de HPLC acoplado a
espectrometro de masas. Los resultados obtenidos correspondian a segmentos de la
secuencia que correspondian a un 68% de la secuencia total, por lo que decidimos

emplear técnicas de biologia molecular para determinar la secuencia completa.

7.14.2. A partir del cDNA de M. californianus
7.14.2.1. Extraccion de RNA+ty amplificacion del gen con oligos degenerados

Se extrajo RNA del tejido del manto de M. californianus y se siguié el protocolo de
extraccion del kit comercial de RNAzol [63]. EI cDNA se sintetizé de 2.0 ug de RNA
total utilizando el kit RT-PCR Protoscript 1l (New England BioLabs Ipswhich,
Massachusetts, USA), siguiendo el protocolo del fabricante. Una vigésima parte de la
reaccion de RT fue utilizada para los ensayos de PCR. Se disefiaron primers
degenerados de las regiones secuenciadas de la proteina, a través de la digestion
enziméatica. Para el disefio de oligos de la region del amino terminal correspondiente a
MYFQFDV, el primer fue MCL: 5'- ATGTASTTYCARTASGATG (Las posiciones
degeneradas fueron disefiadas de acuerdo al cédigo de la IUPAC) y para la region
correspondiente al carboxilo terminal se utilizé la region de GDKHGAM, el primer MCL
5'- CATWGCWCCYTGRTTRTCWCC, la reaccion de PCR se llevo a cabo utilizando la
polimerasa KOD Hot Start (Novagen). La longitud del fragmento obtenido por PCR se
analizé mediante electroforesis en geles de agarosa. El fragmento obtenido de cerca
de 300 pb fue purificado utilizando un kit de extraccién de geles (Bio Basic Inc.) y se
envié a secuenciar a Laragen (Laragen Inc. Coulver City, CA, USA).

7.14.2.2. Rapid amplification cDNA Ends (RACE 5’ y 3’) y clonacién en un vector pJET

Se disefiaron oligos correspondientes a los extremos 3y 57, para amplificar las
regiones correspondientes al amino y carboxilo terminal. Nuevamente se extrajo RNA
de organismos frescos y se sintetizd cDNA para llevar a cabo la reaccion de RACE
(Rapid Amplification cDNA Ends) siguiendo el protocolo del SMARTER kit de Clontech
[64]. Un nuevo par de oligos fue disefiado a partir de la secuencia conocida, GSP15'-
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GAGGGGATGGACAATTTTCCCACTTGCAGC y GSP25’-
GGCGGGAAAATACGTCCATCCGAAGGGCGG. Los productos de la reaccion de
PCR fueron clonados en un vector pGEM, después de secuenciarlos los nucleétidos
se analizaron para verificar la secuencia del cDNA completo de MCL.

Basandonos en la secuencia completa del cDNA de MCL, se disefiaron y usaron
dos pares de primers para amplificar la secuencia de DNA gendémico de dos posibles
ORF’s (Open Reading Frame) que se encontraron a partir del cDNA, ésto con la
intencion de conocer la organizacion del gen de MCL. La extraccion del DNA genémico
se llevd a cabo utilizando el kit DNA genomic isolation (Fermentas). Para la reaccion
de PCR se utilizé la polimerasa KOD-Hot Start (Novagen) y se clon6 dentro de un
vector pJET. Los productos de la ligacion fueron transformados en células
competentes de E. coli DH5a y las clonas positivas fueron secuenciadas en Laragen
Inc. (Culver City, CA, USA).

7.15. Obtencion de una isoformarecombinante de la lectina de M.

californianus rMCL-1

7.15.1. Clonacion y sobreexpresion

Al obtener la topologia del gen de MCL a partir de su DNA genémico, encontramos la
secuencia de una isoforma que presentaba solo tres mutaciones (1107V, K130G y
D141N), con la intencion de entender su funcion en M. californianus decidimos clonarla
y sobreexpresarla. La reaccion de PCR se realiz6 utilizando como templado el cDNA
y el gDNA que se obtuvieron por los métodos descritos anteriormente, los primers se
disefiaron de acuerdo a la secuencia de MCL (codigo de acceso KT695159). Los
productos de PCR fueron purificados usando un kit de purificacion de PCR (Bio Basic
Inc) y clonados en un vector pGEM (Promega). Después de la transformacion en
células competentes DH5a, el DNA plasmidico fue purificado de las clonas positivas y
secuenciado usando el primer T7 y verificando las secuencias por un alineamiento
multiple, en donde se verifico que se clond la isoforma previamente identificada en el

DNA gendmico.
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La region codificante de rMCL-1 (isoforma) fue amplificada por PCR usando
primers especificos con los sitios de restriccion Nde | y Hind Il en el extremo 5. El
producto de PCR fue digerido con BamH | y Hind Ill e insertado en un vector de
expresion pET-28a (+), el cual habia sido cortado previamente con las mismas
enzimas de restriccion. Se realizO una restriccion y se secuencio el plasmido
recombinante para verificar el inserto, una vez verificado se transformaron en células
competentes de Escherichia coli BL21 (DE3) RIL. Las clonas positivas fueron
cultivadas por una noche en medio LB (Luria Bertani) suplementado con 50 pug/ml de
kanamicina y 34 ug/ml cloranfenicol e incubados a 37°C con agitacion a 200 rpm. El
cultivo fue diluido 1:50 con medio LB fresco e incubado a 37°C hasta llegar a una
densidad 6ptica de 0.6, que fue cuando la expresién se indujo con isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG) 0.5 mM y se continué el crecimiento por 16 h a 30°C.
posteriormente. Las células fueron centrifugadas a 15000 g por 20 min a una
temperatura de 4°C, se lisaron y se verificaron los niveles de expresion de la proteina

por medio de una electroforesis SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes.

7.16. Purificacion de rMCL-1

Las células se suspendieron en un amortiguador de lisis (50 mM de fosfatos, 0.15 M
de NaCl, 1mM de PMSF a pH 7.5) y se sonicaron (intervalos de 10 s con espacios de
30 s para completar un tiempo de 8 min, a 4°C). El lisado fue clarificado por
centrifugacion a 26,000 G, 4°C por 30 min, el sobrenadante fue filtrado y cargado a
una columna de afinidad de Niquel, la cual fue previamente equilibrada con 50 mM de
fosfatos, 0.15 M NaCl, 1mM de PMSF y 30mM de Imidazol. Las proteinas unidas a la
columna se eluyeron con un gradiente de Imidazol de 30 a 350 mM. Una vez eluida,
la isoforma de MCL fue dializada en un amortiguador de fosfatos 50 mM, 0.15 mM de
NaCl, pH 7.5. La etiqueta de histidinas fue removida mediante un corte usando
proteasa del virus del tabaco recombinante (TEV), toda la noche a 4°C. rMCL fue
recirculada nuevamente en la columna de afinidad, esta vez no se uni6 a la columna,

con lo que obtuvimos a la isoforma pura y activa.
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7.17 Pruebas de cristalizacion y determinacién de la estructura

terciaria de la lectina de M. californianus y su isoforma

Para poder determinar la estructura de una proteina y analizar a nivel atdmico las
interacciones proteina-ligando y proteina-proteina, es necesario obtener cristales
adecuados. Para lograr esto se deben cumplir diferentes criterios: que la proteina esté
pura, monodispersa, estructurada y que sea estable durante el tiempo que dure la
cristalizacion.

El proceso de cristalizacion de una proteina se divide en tres etapas: En la
primera es necesario llevar a la proteina a saturacion, para esto se requiere que el
sistema soluto-disolvente sea llevado lentamente a un estado de solubilidad minima y
alcance un grado limitado de sobresaturacion. Esto requiere de considerar las diversas
variables que afectan la solubilidad, como son la concentracién de proteina,
temperatura, pH, fuerza ibnica, presencia de aditivos especificos y agentes
precipitantes. Estos ultimos pueden ser sales, como el sulfato de amonio; precipitantes
organicos de volatilidad baja como el 2-metil-2, 4-pentanodiol (MPD) y polietilenglicol
de diferentes pesos moleculares, todo con el objetivo de lograrse una agregacion
controlada de la proteina. A la segunda etapa se le conoce como nucleacién, en esta
ocurre una transicion de fase de moléculas de un estado desordenado a uno ordenado
al incrementarse progresivamente la concentracion de proteina para generar diminutos
nucleos cristalinos. La ultima etapa involucra un continuo crecimiento del cristal hasta
obtener un tamafio adecuado para los experimentos de difraccion de rayos X [65].

Los experimentos de cristalizacion se realizaron a 18 °C utilizando el método de
difusién en fase de vapor en la modalidad de gota sedente en cajas de 2 x 96 pozos
(MRC96T-PS) de Jena Bioscience. MCL y su isoforma fueron dializadas contra un
amortiguador HEPES 0.01 M, 0.15 M de NaCl, pH 7.5, utilizando un Amicon® Ultra-
0.5 (Millipore) con una membrana con corte de 10 kDa, MCL se concentré a 15 mg/mL
y la isoforma rMCL-1 a 20 mg/mL. En cada condicién de cristalizacién se colocaron 80
uL de agente precipitante en el reservorio y gotas de 2 uL utilizando 1uL de proteinay
1uL del agente precipitante. Las condiciones que se probaron fueron las 96 contenidas

en el kit PACT Suite de QUIAGEN. Con ambas proteinas se montaron pruebas en
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ausencia y en presencia de los diferentes ligandos que reconocen. Para la colecta de
datos se utiliz6 como solucion crio protectora el licor madre con 30% de glicerol o
trealosa 30%. La colecta de datos se realiz6 con un generador de anodo rotatorio
MicroMax-007 HF (Cu k a, A = 1.5416 A) con un detector DECTRIS PILATUS 200K
(Rigaku, TX, USA). Los datos fueron procesados con la suite de HKL 3000 (HKL
Research, Inc.) [66]. Las fases se obtuvieron mediante la técnica de reemplazo
molecular con el programa Phaser, usando la interfaz gréfica de Phenix [67] y
utilizando la estructura de la lectina de M. galloprovincialis (codigo PDB 3WMV) como
modelo. El afinamiento de la estructura se realizo utilizando el programa phenix-refine.
El ajuste de los modelos a los mapas de densidad electronica se realizé con COOT
[68]. La estructura final se valido y verifico que cumpliera con los criterios de MolProbity
[69]. Las figuras de los modelos finales se realizaron con UCSF Chimera [70]. El
analisis de los sitios de reconocimiento y de las interfaces entre monémeros se realizé

con los programas PDBsum [71] y PISA (European Bioinformatics Institute) [72].

7.18 Determinacion de los parametros termodinamicos de la
interaccion lectina- carbohidrato de MCL-1 por calorimetria de

titulacion isotérmica

La calorimetria de titulacién isotérmica o ITC por sus siglas en inglés (Isothermal
Titration Calorimetry), es una de las herramientas mas poderosas y precisas con que
se cuenta en la actualidad para caracterizar termodindmicamente la formacién de
complejos, ya sea proteina-ligando o proteina-proteina. ITC es una técnica que mide
directamente el calor que se absorbe o libera en cualquier proceso de interaccién, que
a presion constante equivale a la entalpia de dicho proceso [73]. Esta técnica permite
medir en un solo experimento pardmetros como la constante de asociacion, Ka, el
cambio de la entalpia de unién, AH y la estequiometria de la reaccion, n y como
consecuencia, se puede calcular la energia libre de Gibbs y la entropia de formacion
del complejo (AG y AS). Ademas, si se realizan los experimentos a diferentes
temperaturas es posible determinar el cambio en la capacidad calorifica del proceso
ACp [74].
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Los experimentos de ITC se llevaron a cabo en un micro calorimetro MicroCal
VP-ITC, 2mL de una soluciéon 20 uM de MCL-1 (en un amortiguador de HEPES10 mM,
NaCl 150mM, pH 7.5) fueron colocados en la celda, el experimento se realizé a una
temperatura de 25 °C con los cuatro diferentes ligandos con los que previamente MCL-
1 present6 especificidad en los ensayos de inhibicion de la actividad hemaglutinante:
D-Galactosa, a-Lactosa, Melibiosa y Rafinosa. Los ligandos fueron disueltos en el
mismo amortiguador en el que se encontraba MCL-1 y se llevaron a una concentracion
final de 5mM para la D-Galactosa y 2.5 mM para los oligosacaridos. Se hicieron un
total de 55 inyecciones de 5uL de ligando y una inyeccion inicial de 1L, Los datos se

analizaron y ajustaron a los correspondientes modelos utilizando Origin 7 (Origin Lab,

Northampton, MA).

8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Purificacion de una lectina de Mytilus californianus

La lectina de Mytilus californianus se purificé en un solo paso utilizando una columna
de a-lactosa-agarosa. La fraccion fue eluida de la resina con 200 mM de galactosa en
amortiguador de fosfato de sodio 50mM pH7.4, 150 mM NacCl. La pureza de la fraccion
se analizo por electroforesis en condiciones desnaturalizantes y por espectrometria de
masas MALDI-TOF. La electroforesis mostré una sola banda debajo del marcador de
21.5 kDa (Figura 5). El analisis por espectrometria MALDI-TOF mostré una masa

molecular de 18 kDa. (Figura 6).
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Figura 5. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes de la
lectina de M. californianus. En los carrilesl y 2 se observa a la
lectina a 2.4 y 6 pg. El carril 3 corresponde a los marcadores de
masa molecular: Albumina de suero bovino (66.2 kDa),
Ovoalbumina (45 kDa), inhibidor de tripsina (21.5 kDa), lisozima
(14.4 kDa). El gel se tifid con nitrato de plata.
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18007

Figura 6. Espectro de masas MALDI-TOF de la lectina de Mytilus
californianus. Se utiliz6 una matriz de acido sinapinico

8.2. Determinacion de la especificidad de la lectina de M.

californianus

Con el fin de determinar la especificidad de MCL, se realizaron ensayos de inhibicién
con 60 diferentes carbohidratos. En dichos ensayos se observé que la lectina
reconoci6 los galactosidos: D-galactosa (a-D-Gal), melibiosa (D-Gal (1—6)-a-D-Glc),
a-lactosa (D-Gal(1—4)-a-D-Glc) y rafinosa (D-Gal-(1—6)-a-D-Glc-(1—4)-3-D-Fru)
(Tabla 2) y en menor grado a la N- acetil galactosamina. Es importante notar que no
reconoce a la B-lactosa, o que nos habla de su capacidad para diferenciar entre
anomeros o 0 (. Fue importante notar que la configuracion del grupo hidroxilo en la
posicion C-4 es importante para el reconocimiento, ya que la D-glucosa siendo un
epimero de la D-galactosa no inhibe la actividad hemaglutinante de MCL. Una
inhibicion similar se observé con la lectina de Crenomytilus grayanus [39]. La inhibicién
positiva observada en el trisacarido rafinosa y el resultado negativo que se observo

con D-glucosa sugieren que el reconocimiento por este azucar se da por medio de la
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galactosa, que es un inhibidor potente, mientras que la D-glucosa unida por el enlace
a-1—6 debe estar orientada fuera del sitio de union de la lectina como se comprobdé

posteriormente con el analisis estructural del complejo lectina-rafinosa.

Tabla 2. Carbohidratos que inhiben la actividad hemaglutinante de MCL

*Concentracion minima

Inhibidor inhibitoria (mM)
B-D(+) Galactosa 2
B-D(+) Rafinosa 4
a-D(+) Melibiosa 8
a-Lactosa o

*Concentracion minima del azucar, requerida para inhibir la actividad
hemaglutinante de MCL.

¢
&\

Galactosa

Sacarosa

Galactosa Lactosa

Galactosa Sacarosa Galactosa Sacarosa Fructosa ?

Melibiosa Rafinosa

Figura 7. Carbohidratos que inhiben la actividad hemaglutinante de MCL.
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8.2.1 Actividad de la lectina de M. californianus sobre eritrocitos de
diferentes grupos sanguineos

Los ensayos de actividad hemaglutinante mostraron que MCL es capaz de aglutinar

eritrocitos de conejo y los tres grupos sanguineos humanos, aunque con diferentes

actividades especificas (Figura 8 y Tabla 3).

Figura 8. Aglutinacion de eritrocitos de diferentes grupos
sanguineos en presencia de MCL. Filas 1-3, grupos
sanguineos: O, B y A respectivamente. En la fila 4 se

utilizaron eritrocitos de conejo.

Tabla 3. Actividad hemaglutinante de MCL utilizando
eritrocitos de humano y de conejo.

Tipo de Grupo Actividad
eritrocitos sanguineo | especifica (U*/mg
de proteina)
3205
Humano B 12800
6410
Conejo 25640

*U (unidad de actividad) se define como el reciproco de la

dilucion més alta que mostro actividad aglutinante.
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Los antigenos de los eritrocitos humanos pueden ser clasificados en primera instancia
en carbohidratos y proteinas. Los antigenos que contienen carbohidratos estan
covalentemente unidos a proteinas y/o esfingolipidos los cuales se encuentran en
diversos fluidos, tejidos y tumores [75]. Las diferencias entre los grupos sanguineos se
hallan determinadas por ciertos oligosacaridos muy cortos, presentes en las
membranas plasmaticas de los eritrocitos. Estos oligosacaridos solo difieren en sus
mondmeros terminales. Por ejemplo, los eritrocitos pertenecientes al grupo sanguineo
A, presentan como monosacarido terminal una N-acetilgalactosamina y los del grupo
B una galactosa. Cuando ambos monosacaridos terminales estan ausentes estamos
en presencia del grupo O, que por consiguiente tendra expuestos tanto galactosa como
fucosa (Figura 9).

La actividad hemaglutinante de MCL con los diferentes eritrocitos puede ser el
resultado de la presencia de galactosidos en los extremos de los oligosacaridos
presentes en los diferentes antigenos, y sugiere que esta lectina tiene preferencia por
los enlaces a. Ademas, a pesar de que MCL present6 una mayor especificidad por los
antigenos B, las diferencias entre los titulos (los reciprocos de la dilucién)

corresponden a un solo pozo de dilucién lo que puede no ser representativo.
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Figura 9. Estructura de los oligosacéaridos presentes en los diferentes
grupos sanguineos humanos

8.3. Efecto del pHy temperatura sobre la actividad de MCL

Con el fin de mantener a la lectina pura en las condiciones 6ptimas para su funcion y
poder caracterizarla apropiadamente, se evalué su estabilidad incubandola a
diferentes pH’s y temperaturas por 1 hora. Se observo que MCL conservo su actividad
en todo el intervalo de pH’s analizado (de 3 a 10), siendo el pH 7.4 el de mayor
estabilidad (Figura 10A). Otras lectinas reportadas tienen un comportamiento similar,
tal es el caso de la lectina de Vatairea guianensis que mantiene su actividad
hemaglutinante en un intervalo de pH de 4 a 10 [79]. En el caso de la lectina del bivalvo
marino Crenomytilus grayanus se observo el mismo comportamiento, conservando su
actividad en un intervalo de pH de 4-10, con éptimos a pH’s de 8 a 10 [39].

Por otro lado, la temperatura es, al igual que el pH un factor determinante en la
actividad de toda proteina. En el caso de la lectina de Mytilus californianus observamos

gue conserva su actividad a temperaturas entre 4 y 60° C, siendo a 37° C donde se
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presenta la mayor estabilidad y actividad (Figura 10B). Este comportamiento es muy
comun en lectinas de diferentes fuentes; tal es el caso de las lectinas de extractos de
la planta Quercus fusiformis, que mostraron actividad en un intervalo de 0 a 50°C
conservando el 50% de su actividad a 100°C [77]. En el caso especifico de la lectina
de Vatairea guianensis su actividad se mantiene en un intervalo de 10 a 60°C, después
del cual disminuye su actividad mas del 50% al llegar a 70°C vy la pierde por completo
a 100°C [76].
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Figura 10. Efecto del pH y de la temperatura en la actividad hemaglutinante de
la lectina de M. californianus.
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8.4. Evaluacion de la estabilidad estructural de MCL

Ademas de la estabilidad funcional, es importante evaluar la estabilidad estructural de
las proteinas, ya que, en ocasiones, estas pueden mantenerse solubles y estables
estructuralmente, pero no ser funcionales o, por el contrario, ser funcionales pero muy
inestables. En este trabajo se evalud la estabilidad de MCL utilizando técnicas de
termofluoresencia. Para esto, se realiz6 un barrido de temperaturas de 25 a 95° C, en
un equipo de PCR en tiempo real. De las 96 condiciones evaluadas variando el pH y
las sales amortiguadoras, observamos que las mejores condiciones eran con los
amortiguadores: K2HPO4/NaH2PO4 a pH 7.4, CAPS/NaOH pH 9.6 y con Imidazol/HCI
pH 5.8 (Figura 11). Utilizamos un control con la proteina en el amortiguador de
purificacion y observamos que las condiciones de mayor actividad (amortiguador
Na2HPO4/NaH2PO4, pH 7.4) coincidian con la mayor estabilidad con una Tm de 83 °C.
A valores de pH tanto por arriba como por abajo de 7.4, la Tm disminuye notablemente.
Diversas lectinas muestran también estabilidades muy altas, tal es el caso de la de
Phaseolus vulgaris que se desnaturaliza a temperaturas por arriba de 70 °C [78]. Es
sabido que diversas proteinas adquieren mayor estabilidad cuando estan en presencia
de su ligando, esto debido a que generalmente los sitios de reconocimiento se
encuentran en asas flexibles que al interaccionar con su ligando se rigidizan dandole
a la proteina una mayor estabilidad. Al adicionar galactosa a MCL observamos que el
valor de la Tm se incrementa a 93°C. lo que confirma que el ligando la estabiliza ain
mas.

La estructura cristalogréfica de la lectina de Mytilus galloprovincialis (PDB 3WMV) [45]
mostré un plegamiento de trébol B que es simétrico y que los sitios de reconocimiento
de carbohidratos estan formados por asas. Estudios recientes realizados con MGL
sobre las caracteristicas fisicoquimicas que aporta este plegamiento, sugieren que
incrementando la simetria del dominio de reconocimiento a carbohidratos se observa
un incremento significativo en su estabilidad térmica [79], por lo que las caracteristicas
estructurales de este dominio aportan una mayor estabilidad a los miembros de esta

nueva familia de lectinas.
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Figura 11. Estabilidad térmica de MCL determinada por termofluorescencia. A) Con diferentes
amortiguadores, B) En presencia de su ligando (galactosa)
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8.5. Comportamiento en solucion de la lectina de M. californianus

Una de las caracteristicas que distingue a MCL de los deméas miembros de la familia
Mytilidae es su fuerte tendencia a formar oligobmeros de gran tamafio, comportamiento
gue comprobamos mediante cromatografia de exclusion molecular (Figura 12). En
dicha cromatografia logramos observar dos especies en disolucién, una que
correspondia con un dimero, que era la mas abundante (90%) y la otra que estaba
formada por aproximadamente 20 subunidades (10%). Ambos oligdmeros fueron
separados y evaluamos su actividad hemaglutinante observando que el oligdmero de
20 subunidades presentaba una actividad 12 veces mayor (8x10* U/mg) que el dimero
(6.5x10% U/mg). En las otras lectinas de esta nueva familia (CGL, MGL) se ha reportado
que la proteina se encuentra en forma dimérica y cuando se logra obtener en forma
monomeérica mediante la mutacién de los aminoacidos que mantienen estable la

interfaz, la actividad disminuye 10 veces [45,80].
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Figura 12. Curva de calibracién de la columna de exclusién molecular Bio
SEC-3 utilizada para calcular las masas moleculares de los oligdbmeros en
solucion. Los estandares utilizados fueron: Heveina (4.7 kDa), Ubiquitina
(8.6 kDa), Lisozima (14.4 kDa), Taumatina (22.2 kDa), Albumina de suero
bovino (66.4 kDa) y Glucosa isomerasa que forma tetrameros (173 kDa).
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8.6. Secuencia de la lectina MCL

Debido a que realizando una digestion enzimética con tripsina y el posterior analisis
de los péptidos por espectrometria de masas sélo nos permitio conocer en un 65% la
secuencia de la lectina, decidimos obtenerla mediante el cDNA sintetizado a partir del
RNAT extraido del organismo. Para esto, amplificamos por PCR un fragmento de 280
pb usando primers degenerados. Este fragmento fue secuenciado y a partir de la
secuencia obtenida un nuevo par de primers fueron disefiados para generar la
secuencia completa de cDNA. Se amplifico la secuencia completa de MCL, que resulto
ser de 760 pb (Codigo del Gene Bank KT695159). A partir de la reaccion de RACE 3’
y 5’ se obtuvieron dos fragmentos de 320 y 340 pb respectivamente, los cuales fueron
amplificados y secuenciados. La secuencia completa del cDNA de MCL contiene dos
posibles marcos de lectura abierta (ORFs, Open Reading Frames) de 543 pb y 453 pb
respectivamente y una regiéon 3’ UTR de 137 pb con una cola de poly (A) de 30 pb
(Figura 13).

Fue interesante observar que la secuencia de cDNA codifica para dos posibles
cadenas polipeptidicas: una de 180 aminoacidos y otra de 150 aminoacidos con masas
moleculares de 2027.2 Da y 16911.3 Da respectivamente. La secuencia de
aminoacidos de la cadena polipeptidica mas pequefia tiene 100 % de identidad con la
secuencia previamente reportada de la lectina de Mytilus galloprovinciallis (MGL) [40].
Es importante mencionar que los primeros 30 aminoacidos de la secuencia de cDNA
no corresponden a una secuencia de un péptido sefial y que ese polipéptido no forma
parte de la proteina aislada de la fuente natural. Debido a que estos 30 aminoéacidos
estan ausentes en la proteina pura podrian ser parte de una isoforma o una pre-
proteina [48]. Recientemente en el gen de MGL reportan una regién adicional de 37
aminoacidos. Esta secuencia en el 5’- terminal parece no estar presente en la proteina
al igual que en MCL. Hasan y colaboradores proponen diversas posibilidades: una
dependencia por “leaky scaning”, procesamiento por una proteasa extracelular o la
posibilidad de que sean dos transcritos que usan diferentes sitios de inicio de

transcripcion [50].
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TCTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACATGGGGAAT

AGCATTATATTATTATCCATAGCGACATCGTATTTCAAAATCGGACACAAAATATCT
(s 1 1 L L S I AT S Y F K I G H K I §]
GAACTTGGAAATCGTATAGAGAAAATGACTACGTTTC TTAT CAAACACAAGGCCAGT
(E L 6 NR I EK|M TTTFTLTIIZKTUHTE KA AS
GGAAAGTTTCTACATCCAAAGGGCGGCAGTAGCAATC CTGC TAACGATACTAACTTG
G K F L HP K GG S S NUPANIUDTN L
GTTCTGCACAGCGATATCCACGAAAGAATGTACTTCCAGTT CGATGTTGTTGATGAA
VL HSODTIHTETRMMYTFT G QTFDUVV D E
CGATGGGGATATATTAAACATGCTGCAAGTGGGAAAATTGT CCATCCCCTCGGTGGA
R W G Y I K H AA S G K I V HZPTULG G
AAAGCTGACCCACCAAATGAAACCAAGTTGGTTCTGCATCAAGAC CGTCATGATCGG
K A DDZPPNTETI KTLVULIHTG OT RTETDR
GCACTGTTCGCCATGGATTTT TTCAACGACAATATTATACACAAGGCGGGAAAATAC
A L F AMUDTFFNUDNTITIUHIEKA ATGK Y
GTCCATCCGAAGGGCGGATCCACGAATCCACCAAACGAAACATTAACAGTAATGCAT
V HP K GG S TNUPTZPNTETTLTV VMH
GGAGATAAACATGGAGCTATGGAATTCATTTTTGTTTCCCCAAAAAATAAAGACAAA
G D K HGAMTETFTITF VS P KNTZEK D K
CGCGTTTTAGTCTATGTCTAAAATT TATCATTTAAATTGACAAAACAAATGTACATT
R V L V Y V *
TGGCTCGCTTAATCGTTAGTT TTTTTGTATATATAAT GCATGAGAAGGT TTTGACAT
ATCTTACTAAGAAGTTTGTTACAAATAAACAACATTGATCTGTTAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAATTGATTTTTTC

Figura 13. Secuencia de nucleotidos y aminoacidos de MCL. La secuencia de
nucleétidos se localiza por encima y la de aminoacidos correspondiente por
debajo. Los nucleétidos fueron enumerados de la primer base en direccion 5°. La
secuencia de poli adenilacion AATAA se encuentra subrayada, el asterisco indica

el codon de paro.

8.6.1. Organizacion gendémica del gen de MCL

La estructura del gen de MCL se determind comparando la secuencia completa del
cDNA de MCL con los fragmentos gendmicos de los que fueron clonados. Se usaron
primers especificos para amplificar el gen por PCR y mediante el andlisis del gen de
453 pb se encontré que esta agrupado en un exon. El analisis del gen clonado a partir
del gDNA de Mytilus californianus mostr6 que la secuencia traducida a partir del cDNA
esté codificada en dos exones y un intron como se observo en el gen de MGL [48,50].
La secuencia que corresponde a la proteina que se extrae de la fuente natural esta
codificada en el segundo exén, ademas de ésto,14 de los 30 residuos se observan a
nivel gen mientras que los otros 16 aminoacidos estan presentes en el primer exon.

También observamos los sitios de “splice” 5 y 3’ que contienen las secuencias
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candnicas GT y AG para que se realice el “splicing” en ese sitio. En este caso la
ausencia de los 30 aminoéacidos en la proteina extraida de la fuente natural sugiere la
posibilidad de un “splicing” alternativo, el cual nos lleva a concluir que la organizacion
gendmica de estos organismos es compleja y puede generar proteinas con diferentes
funciones, o que la expresion depende de circunstancias especificas, sin embargo, se

requiere un analisis gendmico y protedmico que respalde esta hipoétesis.

8.7. Deteccion y cuantificacion de glicosilaciones

El andlisis de la secuencia de aminoacidos de MCL mostré que comparte 100% de
identidad con una lectina de Mytilus galloprovinciallis [40] con una masa tedrica
obtenida a partir de dicha secuencia de 16,800 Da, que es menor que la masa obtenida
de manera experimental por MALDI-TOF. Esto sugiere la posible presencia de
modificaciones postraduccionales y dado que las principales modificaciones
reportadas en lectinas de invertebrados marinos son las glicosilaciones [84,85],
decidimos verificar la presencia de éstas. Primero se realizO un analisis con La
secuencia en el servidor en linea NetNglyc [86] que sugiri6 que MCL posee un sitio
potencial de N-glicosilacion y dos para O-glicosilacion. Con el fin de corroborar la
presencia de glicosilaciones de manera experimental, utilizamos el kit DIG glycan
differentiation (Roche). Los resultados demostraron que se trata de una glicoproteina
(Figura 14). Las diferencias observadas entre la masa obtenida por MALDI-TOF vy la
masa tedrica corresponden a un 7% de glicosilacién. En el experimento de deteccion
de glicoproteinas se encontrdé que MCL fue reconocida por la lectina SNA (Sambucus
nigra agglutinin) y MAA (Mackia aamurensis agglutinin), lo que sugiere que MCL puede

tener una glicosilacion con terminacion de tipo SAa (2-3)-Gal o SAa (2-6)-Gal.
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MCL

Figura 14. Deteccién de la presencia de glicosilaciones en MCL. Se utiliz6 una
membrana de immobilon. Las lineas 2,4 y 6 corresppondel a MCL, Las lineas
1,3 y 5 corresponde a la glicoproteina control para ser reconocida por Sambucus
nigra agglutinin, Galanthus nivalis agglutinin 'y Maackia amurensis
respectivamente

Las glicosilaciones son las modificaciones postraduccionales mas comunes. Estas
pueden brindar a las proteinas complejidad estructural y propiedades fisicoquimicas
diferentes, debido a que las estructuras de los azucares en proteinas glicosiladas son
muy variables y pueden estar constituidos desde pequefios monosacaridos a
oligosacaridos ramificados. Estas glicosilaciones pueden ser N-glicosilaciones (unidas
al nitrégeno de la Asparagina o Arginina) u O-glicosilacidon (unidas al grupo hidroxilo
de Ser o Thr) [81,82]. Los oligosacaridos presentes en estas modificaciones pueden
establecer interacciones estables proteina-carbohidrato y pueden modificar de forma
significativa la estructura y la estabilidad de las glicoproteinas, tal es el caso de la
lectina de Erythrina corallodendron (rEcorL) en donde se observo mediante dinamicas
moleculares que el oligosacarido presente en la estructura polipeptidica permitia
interacciones estables en diferentes residuos favoreciendo contactos entre
aminoacidos que se encontraban alejados, lo que permite la formacion de un nucleo
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estable [84]. Los oligosacaridos mas comunes reportados en glicoproteinas son N-
glicanos oligomanosidicos y algunas estructuras pequefas de mandsidos, que a veces
terminan con manosas 3-0-metiladas, muchas de estas modificaciones
postraduccionales también contienen oligosacaridos de B-1-2-xilosa unidos a [3-
manosa, también dentro de los oligosacaridos ramificados de manosa puede haber
una a-fucosilacion con un enlace a-1,6-unido al grupo N-acetilglucosaminil en el ndcleo
de la glicosilacion [81,83]. Por su parte los O-glicanos desempefian un papel
importante en la estabilizacion de la estructura de las glicoproteinas encontradas en
caracoles; los oligosacéaridos que principalmente componen estas glicosilaciones son:
N-acetylgalactosamina, galactosa, mannosa, y fucosa que a veces contienen una
modificacién adicional como metilacion de hexosas [82]. En reportes de lectinas de
otros miembros de esta nueva familia (MGL y CGL) se menciona que no estan
glicosiladas y que la modificacion que presentan es una acetilacion en el extremo
amino terminal [40,47], que en el caso de MCL no esta presente (como demostramos

con la estructura terciaria).

8.9. Andlisis estructural de la lectina de M. californianus

MCL pertenece a una nueva familia de lectinas, de las cuales solo se encuentran
reportados otros tres miembros (MGL, CGL y MTL). De estas lectinas, a la fecha, se
han reportado las estructuras cristalograficas de CGL (cddigos PDB 5F8S, 5F8W,
5F8Y, 5F90 y 5DUY) [80,46] y de MGL (cédigos PDB 3WMV y 3WMU) [45]. En este
estudio logramos cristalizar a la lectina de Mytilis californianus y determinar su
estructura por difraccion de rayos X. MCL es el primer miembro de esta nueva familia
de lectinas que ha sido cristalizado a partir de la fuente natural, ya que las
anteriormente mencionadas se obtuvieron de manera recombinante, ademas es la
primera glicosilada.

Los cristales de MCL difractaron a 1.79 A de resolucién. El patron de difraccién
mostré que el cristal pertenece al grupo espacial monoclinico (C121) con dimensiones
de celda a=81.44 A, b=63.69 A, ¢=66.29 A, a=90°, B=120.49°, y=90°. El coeficiente de
Matthews [85] de 2.19 A3 Dal indica la presencia de un dimero en la unidad asimétrica
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con un contenido de disolvente de 43.78 %. La estructura final (5VBK) contiene un
dimero cuyos mondmeros constan de 150 residuos y 123 moléculas de agua con
valores de R y Rfree finales de 18.3 y 22.5, respectivamente. La estadistica de la
colecta de datos y afinamiento de la estructura se muestran en la Tabla 4. El andlisis
de la estructura de MCL mostro un plegamiento de trébol B (B-trefoil) constituido por
tres subdominios relacionados que se asemejan a las hojas del trébol. El cual se
caracteriza por un alto contenido de hebras 3 (Figura 15A y 15B). Este plegamiento
posee una pseudo simetria de orden 3 que consta de seis hebras B unidas por giros,
tres de estas hebras forman un barril, parte del cual se encuentra dentro del arreglo
triangular formado por las hebras B [47]. Los tres subdominios estan estabilizados por
la interaccion de un residuo acido de un subdominio con una histidina del siguiente
subdominio (E75-H125, D27-H81, E119-H33) (Figura 15B). El plegamiento tipo trébol
B esta presente en al menos 14 diferentes familias de proteinas [86], entre ellas se
encuentran las lectinas de tipo R presentes en la clasificacion de lectinas animales
propuesta por Drickamer [30].

Los mapas de densidad electronica 2Fo-Fc y Fo-Fc Nos permitieron observar que
el glicerol que se utiliz6 como agente crio protector se encontraba en los tres sitios de
reconocimiento a azucares de la proteina en cada monémero (Figura 15C). Estos sitios
fueron previamente descritos por Terada y colaboradores en la estructura
cristalografica de MGL en complejo con GalNAc (cédigo PDB 3WMV), donde se
observé un motivo HXDxH, la primera histidina (His32, His80 e His120) no establece
puentes de hidrogeno[45]. Estos sitios de reconocimiento pertenecen a un dominio
inusual tipo ricina B, donde las interacciones que se establecen con el glicerol son a
través de puentes de hidrégeno con histidinas. Estas interacciones se establecen con
al menos una histidina, una glicina y un grupo carboxilo de un acido aspartico o un
glutdmico, con excepcion del primer sitio de reconocimiento, en donde se requieren
dos grupos carboxilos para establecer la union con el glicerol (Figura 15B-C Tabla 5).
La interaccion con el glicerol involucra cinco puentes de hidrégeno en el primer sitio de
reconocimiento, siete para el segundo y ocho para el tercer sitio. Se observd un
namero diferente de interacciones en cada sitio como se muestra en la Tabla 5. Cabe

sefialar que los sitios de reconocimiento a los ligandos fueron numerados conforme se
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observaba la densidad electronica para modelar, siendo el Sitio 1 donde primero se
modelo el ligando y el 3 el dltimo en aparecer.

El dimero que forma MCL esta estabilizado por una interfaz con un area de 696
A2 por cadena polipeptidica donde se pueden observar interacciones hidrofobicas de
apilamiento de anillos entre Phe94 y Phe95, enlaces de hidrégeno y diversos puentes
salinos (Figura 15D), lo que la hace muy estable. Terada y colaboradores [45]
observaron que si se mutaban las dos fenilalaninas, sélo se obtenia la forma
monomeérica con muy poca actividad aglutinante y su actividad anticancerigena se
perdia.
Un factor importante en el estudio de los determinantes estructurales que favorecen la
oligomerizacion de este tipo de proteinas es la identificacion de modificaciones
postraduccionales, ya que en muchos casos intervienen en la formacién de oligobmeros
al establecer interacciones intercatenarias. En las lectinas de la familia Mytilidae, en
MGL y CGL se sugirié una acetilacion en la Thr2 [40,47] que no esta presente en la
lectina de M. californianus; sin embargo, a diferencia de esas lectinas, la estudiada en
este trabajo esta glicosilada, como detectamos con los inmunoensayos [48].
Decidimos colectar datos en el sincrotron de Stanford en la estacion experimental 12-
2 del SLAC buscando obtener una mayor resolucién que nos permitiera determinar el
sitio de la o las glicosilaciones y ademas utilizamos como agente crioprotector a la
trealosa que mediante los ensayos de inhibicion sabiamos que no inhibia la actividad
de la lectina y por consiguiente no era reconocida por ella. La proteina cristaliz6 en el
mismo grupo espacial y las dimensiones de celda fueron muy similares logrando
alcanzar una resolucién de 1.22 A (Tabla 4). Como esperabamos, los sitios 1 y 2
estaban vacios, pero fue interesante notar que en el sitio 3 habia una molécula de
trealosa. Esto indica que tenemos dos sitios altamente especificos y uno inespecifico
gue es capaz de reconocer diferentes ligandos. El hecho de que sélo se una a un sitio
explica porque no inhibe la actividad aglutinante de la lectina, ya que quedan 2 sitios
para poder establecer los complejos entrecruzados y la aglutinacién. Fue interesante
notar que la trealosa interacciona con los mismos residuos que el glicerol, sin embargo,
se establecen puentes de hidrogeno adicionales con dos residuos mas, la His125y el
Aspl27 (Tabla 6).
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Aln con los datos obtenidos a mayor resolucion, no logramos modelar las
glicosilaciones ya que, si bien existia densidad positiva, ésta se localizaba en
aminoacidos acidos como el Asp86 o el Glu38, para los cuales no se han descrito
glicosilaciones; Las que se han descrito mayormente son las N y O-glicosilaciones.
Las N-glicosilaciones involucran la union de GlcNac al grupo amida de la cadena lateral
de una Asparagina, la cual se encuentra dentro de un motivo de N-glicosilacion que
corresponde a Asn-X-Ser(Thr) donde X puede ser cualquier amino&cido excepto Pro.
Este tipo de glicosilacion ocurre en el reticulo endopldsmico y el precursor de esta
glicosilacion es importante para el plegamiento adecuado de glicoproteinas que son
transportadas al aparato de Golgi [87]. Las O-glicosilaciones involucran la unién del C-
1 de GalNAc al hidroxilo de Ser o Thr. Esta glicosilacién se cataliza en el aparato de
Golgi [87]. Es importante mencionar que glicosilaciones que no se habian descrito con
anterioridad ni tampoco sus implicaciones bioldgicas se han reportado recientemente
sobre todo en invertebrados marinos [68,69]. Sin embargo, se requiere un analisis

bioguimico mas profundo para determinarlas con precision.
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Sitio 3

Figura 15. Estructura cristalografica de MCL (5VBK). (A) La estructura presento tres sitios de
unioén por cada una de las subunidades. (B) Superposicion de los monémeros de MCL, cada
monomero posee un plegamiento de trébol B y tres sitios de reconocimiento a carbohidratos
(C) Interacciones involucradas en el reconocimiento al glicerol. (D) Interfaz del dimero
establecida por puentes hidrogeno e interacciones hidrofobicas.
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Tabla 4. Estadistica de la colecta de datos y afinamiento de las estructuras de la lectina

de Mytilus californianus.

MCL con glicerol como
gente crioprotector

MCL con trealosa como
agente crioprotector

Datos de la colecta

Longitud de onda (A)

Temperatura (K)

Grupo espacial

Dimensiones de la celda

a,b,c (A)

o, B, v (%)

Contenido de disolvente (%)

Coeficiente de Matthews (A%Da)

Limite de resolucion (A)

Reflecciones unicas?

Rmergeb

I/o(1)

Integridad (%)

Multiplicidad

Factor B de Wilson (A?)

Estadistica del afinamiento

Rcwork/RfreeC(%)

No. de atomos de
Proteina/disolvente

No. de moleculas de
glicerol/trealosa

Valor B promedio (A?)

R.M.S.D. del ideal
Longitud de enlace (A)
Angulo de enlace (°)

Grafico de Ramachandran (%)
Region favorecida
Regiones permitidas
Regiones no permitidas

Codigo PDB

1.54
100
Ci12:

a=81.4,b=63.7,c=66.3
o =90, B = 120.5, y = 90
43.78

2.19

35-1.79 (1.85-1.79)
26332 (2078)

0.06 (0.31)

28.8 (2.13)

96.4 (83.9)

4.4 (2.3)

19.1

18.3/22.5
2406/214

9/0
19.0

0.010
1.06

98.0
2.0

0
5VBK

0.97
100
Ci2:

a=81.7,b=63.9, c=66.7
o =90, B = 120.5, y = 90
44

2.21

31.96-1.35 (1.40-1.35)
62126 (6152)

0.06 (0.53)

29.5 (0.77)

95.66 (94.76)

5.9 (1.5)

15.78

18.8/19.4
2398/298

0/1
24.08

0.012
1.49

96.61

3.39

0

En proceso

aValores en paréntesis corresponden a la ultima capa de resolucion.

PRmerge = Zj Zn (|lin - <In>])/ Z; Zn (<In>), donde h es el indice de reflexién Unica, Ijn es la intensidad de
la reflexion relacionada por simetria y <In> es la intensidad media.

°R = 31|l Foln - |Feln] /> |Foln para todas las reflexiones, donde F, y Fc son los factores de estructura
observados y calculados respectivamente, y h define reflexiones Unicas. Rsee Se calcula de manera

analoga, estas reflexiones se seleccionan aleatoriamente y se excluyen del afinamiento (5%).
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Tabla 5. Interacciones establecidas por el glicerol en los 3 sitios de reconocimiento de MCL.

Sitio de reconocimiento 1

Sitio de reconocimiento 2

Sitio de reconocimiento 3

Donador Distincia Aceptor Donador Distzncia Aceptor Donador Disthcia Aceptor
OD1-Asp27 3(0)3 01-GOL | NE2-His37 2(7)7 01-GOL | NE2-His129 2(8)9 01-GOL
N-Gly67 2.83 01-GOL | NE2-His33 3.36 02-GOL | ND1-His108 2.87 01-GOL
N-Gly68 3.35 02-GOL | ND1-His16 3.01 01-GOL | N-Gly112 3.53 02-GOL
NE2-His85 2.88 03-GOL | OE2-Glu119 3.05 02-GOL | O-Gly111 3.29 02-GOL
OD2-Asp83 2.85 03-GOL | OE2-Glu119 2.92 03-GOL | N-Gly111 3.40 02-GOL

OE1-Glu119 2.90 03-GOL | N-Gly111 3.02 03-GOL
N-Gly19 2.80 03-GOL | OE2-Glu75 2.65 03-GOL
OE1-Glu75 3.28 03-GOL

Tabla 6. Interacciones que establece la trealosa en el sitio de

reconocimiento 3 de MCL.

Sitio de reconocimiento 3
Donador Distancia (A) Aceptor
(Trealosa)

OD2-Aspl27 2.62 03-Glcl
NE2-His129 3.00 03-Glcl
ND1-His108 2.85 04-Glcl
ND1-His125 3.13 04-Glcl
0-Gly111 3.33 05-Glcl
N-Gly111 2.84 06-Glcl
N-Gly112 3.13 05-Glcl
OE1-Glu75 3.38 06-Glcl
OE2-Glu75 2.73 06-Glcl
NE2-His125 3.06 02-Glc2
OE2-Glu75 2.72 02-Glc2

74




8.10. Oligomerizacién inducida por el reconocimiento de su ligando
en MCL

Para evaluar el efecto del ligando en la estructura de la lectina decidimos realizar
pruebas de co-cristalizacion, adicionando por separado cada uno de los cuatro
ligandos que reconoce MCL (galactosa, melibiosa, lactosa y rafinosa),
desafortunadamente no obtuvimos cristales. Esto puede deberse a la fuerte tendencia
de la lectina de formar oligdbmeros de gran tamafio que provoca que el proceso de
supersaturacién y nucleacion sea muy rapido, lo que no permite un arreglo ordenado
de las moléculas y la formacion del cristal. Debido a esto, decidimos realizar ensayos
remojando los cristales con 5mM de D-Galactosa (“soaking”). Fue interesante notar
gue en cuanto la galactosa estuvo en contacto con el cristal de la lectina, este se
rompio. Sin embargo, se dejo interaccionando toda la noche y al dia siguiente el cristal
se habia formado nuevamente. Este lucia con imperfecciones, pero se colectaron
datos y sorprendentemente, estos difractaron a muy buena resolucion (1.54 A), sin
embargo, observamos que si bien el cristal pertenecia al mismo grupo espacial
(monoclinico C121) las dimensiones de la celda habian cambiado, ahora era 48 A mas
grande de uno de los lados. a=115.08 A, b=64.12 A, ¢=82.03 A, 0=90°, B=97°, y=90°.
Calculando el coeficiente de Matthews observamos que se trataba de un tetramero en
la unidad asimétrica (Tabla 7 Figura 16A). Es importante sefialar que la
oligomerizacion se forma a partir de la base dimérica, es decir es un dimero de
dimeros. Esto fue muy interesante dado que sabiamos que los cristales crecidos en
esa condicion mostraban a la proteina en forma dimérica, sin embargo, como resultado
de la adicién de la galactosa, la proteina oligomerizé aun en un cristal ya formado. La
interfaz formada por las subunidades A y B (dimero) tiene un area 724:730 A2 mientras
que la C y D (segundo dimero) es mas débil con un area de 704:712 A2 Fue
interesante notar que la interaccion entre los dimeros ocurre entre el monomero A de
un dimero con el monémero B del otro dimero (cadena D en el PDB) y el B con el A
(cadena C del PDB).
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Tabla 7. Estadistica de la colecta de datos y el afinamiento de MCL en complejo
con Galactosa.

MCL remojada con galactosa
Datos de la colecta
Longitud de onda (A) 1.54
Temperatura (K) 100
Grupo espacial Ci2:
Parametros de la celda unitaria
a,b,c (A) a=115.08, b =64.12, c = 82.03
a,B,y (°) a=90,p=97,y=90
Contenido de disolvente (%) 44.8
Coeficiente de Matthews (A%/Da) 2.21
Limite de resolucion (A) 44.86-1.54(1.59-1.54)
Reflecciones? 86845 (8396)
Rmerge” 0.076 (0.574)
I/o(1) 50.8 (3.0)
Integridad (%) 98.54 (96.38)
Multiplicidad 9.2 (4.5)
Factor B de Wilson (A?) 15.28
Estadistica del afinamiento

RWork/Rfr«-:‘eC((yO) 21/23.4
No. de atomos de

Proteina/disolvente 4830/431

No. de moléculas de Galactosa 12
Promedio del factor B (A2 20.43
R.M.S.D. del ideal

Longitud de enlace (A) 0.008

Angulo de enlace (°) 1.48
Gréfico de Ramachandran (%)

Region mayormente favorecida 96.62

Regiones permitidas 3.38

Regiones no permitidas 0
Codigo PDB En proceso

@Valores en paréntesis corresponden a la Gltima capa de resolucion.

PRmerge = Zj Zn (|lin - <In>|)/ & Zn (<In>), donde h es el indice de reflexion Unica, Ijn es la
intensidad de la reflexion relacionada por simetria y <I,> es la intensidad media.

°R = Y1|| Foln - [Feln] /> n [Foln para todas las reflexiones, donde F, y Fc son los factores de
estructura observados y calculados respectivamente, y h define reflexiones Unicas. Riee
se calcula de manera andaloga, estas reflexiones se seleccionan aleatoriamente y se
excluyen del afinamiento (5%).

76



8.10.1. Descripcién de los sitios de reconocimiento

En la estructura de MCL en presencia de galactosa se pudieron establecer con
precision los sitios de reconocimiento de carbohidratos, que corresponden a los sitios
donde se unio el glicerol en las estructuras previas. En el Sitio 1 la interaccion ocurre
entre la galactosa y los aminoacidos Asp83, Asp27, His85, His64, Gly67 y Gly68 con
un total de 8 enlaces de hidrégeno. En el segundo sitio, los puentes de hidrégeno se
establecen entre la galactosa y los aminoacidos Asp35, His37, His16, Gly19, Gly20, y
Glul19 formando 10 enlaces de hidrégeno. El ultimo sitio en ocuparse, lo llamamos
Sitio 3 y en este, la galactosa forma puentes de hidrogeno con los residuos Gly111,
Aspl27, His129, His108, Gly111, Gly112 y Glu75, estableciéndose 11 enlaces de
hidrogeno (Tabla 8)

Tabla 8. Puentes de hidrogeno que establecen la galactosa con cada uno de los sitios de
reconocimiento de MCL.

Sitio de reconocimiento 1 Sitio de reconocimiento 2 Sitio de reconocimiento 3
Donador Distancia | Aceptor Donador Distancia | Aceptor Donador Distancia | Aceptor
(A) (A) (A)

OD1-Asp83 2.62 03-Gal | OD2-Asp35 3.08 03-Gal | O-Gly111 2.64 01-Gal
NE2-His85 3.17 03-Gal | NE2-His37 3.05 03-Gal | OD2-Asp127 2.33 03-Gal
NE2-His85 3.07 0O4-Gal | NE2-His37 2.94 04-Gal | NE2-His129 3.08 03-Gal
ND1-His64 2.77 04-Gal | ND1-His16 2.74 04-Gal | NE2-His129 3.10 04-Gal
N-Gly68 3.32 05-Gal | O-Gly19 3.40 05-Gal | NE1-His108 2.67 04-Gal
O-Gly67 3.37 05-Gal | N-Gly20 3.20 05-Gal | N-Gly111 3.35 05-Gal
N-Gly67 3.08 06-Gal | OE2-Glu119 2.94 06-Gal | N-Gly112 3.16 05-Gal
OD1-Asp27 2.54 06-Gal | OE1 3.31 06-Gal | O-Gly111 3.36 05-Gal
N-Gly19 2.77 06-Gal | N-Gly111 2.77 06-Gal

O-Gly19 3.07 01-Gal | OE1-Glu75 3.27 06-Gal

OE2-Glu75 3.43 06-Gal
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Con el fin de identificar cambios estructurales que pudieran originar la
oligomerizacién de la proteina, se realizé la superposicion de los monémeros en
ausencia y en presencia del Iligando utilizando el servidor 3dSS
(http://cluster.physics.iisc.ernet.in/3dss/). Logramos identificar que el principal
movimiento se observa en el Sitio 1 donde la His85, la Arg87 y las Gly67 y Gly68 se
acercan en direccion del ligando. También se observd un cambio en la disposicion de
los dimeros, en donde el mondémero D del segundo dimero se acerca hasta 2.5 A al
mondmero B del primer dimero favoreciendo la estabilizacién del tetramero (Figura
16By 16C). La galactosa del Sitio 1 del monémero C establece un puente de hidrogeno
con el ND2 de la Asnl115 de la cadena B (Figura 16). Analizando las moléculas
relacionadas por simetria observamos mas de estas interacciones proteina-
carbohidrato.

La galactosa del sitio de reconocimiento 3 (donde interviene el Glu75) del
monomero A establece un puente de hidrégeno entre el oxigeno 2 con el oxigeno OD2
del Asp45 de la molécula de simetria A. Esta galactosa establece tres puentes de
hidrogeno, el primero y el segundo se establecen entre el oxigeno 2 del azucar, con el
OD2 del Asp45 y con el nitrégeno NZ de la Lys55 de la molécula de simetria C, el
tercer puente de hidrogeno se forma entre el oxigeno 1 de la galactosa y el ND2 de la
Arg84. También fue posible identificar interacciones carbohidrato-carbohidrato como
la que establecen las galactosas presentes en el el sitio de reconocimiento 2 del
monomero Ay C de simetria respectivamente que establecen un puente de hidrogeno
entre los oxigenos 1 de la galactosa del monémero Ay el oxigeno 2 del monémero C
de simetria. Durante el andlisis de la estructura observamos que los primeros sitios de
reconocimiento que se ocupan son los Sitios 1 (donde aparece la densidad desde el
primer ciclo de afinamiento), region que pertenece a un asa en donde interviene la
Gly68 que forma parte de un sitio de reconocimiento, que al reconocer el ligando sufre
un desplazamiento que favorece la formacion de la interfaz entre A y D. Este analisis
nos permitio determinar que el Sitio 1 es el responsable de la oligomerizacion en MCL.

Reportes previos con MGL, que es la lectina con la que MCL comparte 100%

de identidad, mostraron que en solucién se encuentra como mondémero, resultado que
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posteriormente Terada y colaboradores descartaron debido a que resultados de

centrifugacion analitica mostraban que se trataba de un dimero en disolucién [45].

Sitio 1, monémero C

Figura 16. Estructura de MCL remojada con galactosa. A) Dimero de dimeros encontrado
en la unidad asimétrica. Se observa que al interaccionar con el ligando se favorecen
interacciones proteina-carbohidrato. B) superposicion de dimeros C) superposicion del
Sitio 1 con y sin galactosa
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8.11. Clonacion y sobreexpresion de una isoforma de la lectina de

Mytilus californianus (rMCL-1)

Con el fin de obtener a la lectina en cantidades que nos permitieran realizar un estudio
mas completo de sus mecanismos de oligomerizacion y de la importancia del
reconocimiento del ligando en esta, decidimos obtener a la proteina de forma
recombinante. Para esto, elegimos un sistema de expresion que nos permitiera
obtenerla sin glicosilaciones, con el fin de disminuir la tendencia a oligomerizar y poder
obtener cristales adecuados de la proteina con los diferentes ligandos que reconoce.
Para lograr lo anterior el gen amplificado de MCL previamente clonado en el vector
pJET (Vector de clonacién).

Al probar diferentes polimerasas se observo que el gen se logré amplificar con
la polimerasa Kappa. ElI gen amplificado (Figura 17) se purificé del gel cortando y

purificando la banda correspondiente al tamafio esperado de 475 pb.

rMCL-1 —>

Figura 17. Amplificacion del gen de MCL. Carriles: 1 y 2
duplicados de la reaccién con la polimerasa Kappa; carril 3,
marcador de peso molecular 1kbp, carriles 4 y 5 amplificacion con

polimerasa KOD, carril 6 amplificacion con polimerasa Fusion.

80



De las 12 clonas revisadas obtuvimos 10 que corresponden con la secuencia (Figura
18) de las que seleccionamos los carriles 5, 8, 9 y 10 de donde se purificd el vector
pET28-MCL para enviar a su secuenciacion (Figura 19). Este resultado dio positivo

para todas las clonas enviadas.

1 2.3 45 6 7,& 9 10 1112 1314

Figura 18. Analisis de restriccién con Ndel/Hindilll de las muestras
de DNA plasmidico. Carriles 1-6 y 8-13 diferentes muestras, carril
7, vector pET28, carril 14 marcador de peso molecular

Figura 19. DNA plasmidico del vector pET28-MCL
purificado a partir de gel. Carriles 1-4 muestras, carril 5
marcador de peso molecular.
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Para los ensayos de sobreexpresion de rMCL-1, se evaluaron dos cepas:
Rosetta y BL21 Ril. En la primera induccion se puede observar que la mayoria de la

proteina se localiza en cuerpos de inclusion (Figura 20).

Figura 20. Expresion preliminar en células Rosetta a 37 °C con 0.5 mM
de IPTG. Los carriles 2 y 4 corresponden a la fraccién soluble a las 0
horas (sin inducir). Los carriles 7 y 9 a la fraccién insoluble a las 0
horas (sin inducir). Los carriles 1 y 3 corresponden a la fraccidon soluble
con 16 hrs. de incubacién después de la induccion. Los carriles 6y 8
corresponden a la fraccion insoluble con 16 hrs. de incubacion
después de la induccién. En el carril 5 se observan los marcadores de
masa molecular.

Con el fin de evitar que la proteina se fuera a cuerpos de inclusién, decidimos
probar otras cepas de E. coli (m DE3 y BL21) a dos diferentes temperaturas de
induccion (30 y 37 °C) para optimizar la sobre expresion en la parte soluble. El
resultado de este andlisis demostré que la mayor produccién en la fraccién soluble se
logré con células Rosetta a 37 °C (Figura 21), si bien la cantidad de proteina en la
fraccion soluble era mayor, en el primer paso de purificacion, la proteina se agregaba
en un 80%, por lo que decidimos disminuir la temperatura de induccion y hacerla a 18
°C.
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Figura 21. Expresion de MCL en células Rosetta a 18 °C con 0.2 mM de IPTG.
Se observo que el tiempo éptimo de induccion fue a las 16 horas en la fraccion
soluble carril 1. Los carriles 2,4,6 y 8 corresponden a la fraccion insoluble a
los tiempos de induccién de 16 18, 20 y 22 horas. Las fracciones 1,3,5,7y 9
corresponden a la fraccion soluble en los tiempos 16 18, 20, 22 y 24 horas.

8.12. Purificacion de rMCL-1

La proteina eluida de la columna de niquel se cort6 con la enzima del virus de
Tabaco (TEV) para eliminar la etiqueta de histidinas. Nuevamente se utilizé la resina
de niquel para eliminar la TEV y la etiqueta de histidinas y obtener a la proteina pura

y activa (Figura 22).

<+<— rMCL-1

Figura 22. Purificacion de rMCL-1, carril 1 marcadores de peso
molecular, carril 2 rMCL-1 pura, carril 4 rMCL-1 después del corte
con TEV, carril 5 elucién de rMCL-1 de la columna de niquel.
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8.13. Estudios de Calorimetria de Titulacion Isotérmica

Las isotermas de union obtenidas para rMCL-1 se muestran en la Figura 23. Las
constantes de asociacion para rMCL-1 deducidas de los ajustes de minimos cuadrados
de las ecuaciones no lineales obtenidas a partir de Origin fueron del orden milimolar.
En el caso de la galactosa, la isoterma se ajustd a un modelo de sitios independientes
con una constante de asociacion de 4.5X10° M1, entalpicamente dirigida con un AH=
-6.08 kcal/mol. Estos valores de entalpia sugieren la formacion de nuevas
interacciones, especialmente de puentes de hidrogeno que tienen una mayor
aportacion entalpica en el proceso de union. Esto podemos corroborarlo con la
estructura cristalografica obtenida de rMCL-1 en donde observamos que las
interacciones que intervienen en el reconocimiento al ligando estan mediadas por
puentes de hidrégeno en los tres sitios de reconocimiento, siendo la entalpia un
pardmetro termodinamico relevante para la interaccion. La constante de asociacion y
la estequiometria obtenidas con galactosa se encuentran dentro de los intervalos
obtenidos para MGL, en la que se evalud su asociacion a N-acetil-D-galactosamina, y
donde se obtuvo una estequiometria de 2.4 + 0.4 de ligando por mondémero, es
importante mencionar que al igual que la galactosa la N-acetil-D-galactosamina es un
monosacarido.

En el caso de la melibiosa el ajuste empleado fue también de sitios
independientes con una constante de asociacion de 3.11x10° + 32.4 M. En el caso
de los oligosacaridos a-lactosa y rafinosa, el mejor ajuste es de union secuencial de 3
sitios como se muestra en la Figura 23. En el caso de la interaccién con a-Lactosa al
calcular el valor del AG®, para cada uno de los sitios (-7.2, -5.6 y -4.27 kcal/mol) se
observa que la reaccion es exergonica y que la entalpia es favorable en los tres sitios,
aunado al hecho de que en los tres sitios la reaccion esta entalpicamente direccionada.
Es importante mencionar que al analizar las constantes de asociacion de cada sitio de
unidn se observa cooperatividad negativa, ya que los primeros sitios que se saturan
son los de mayor afinidad. En el caso de la rafinosa la isoterma se ajusté a un modelo
de unién secuencial de tres sitios con constantes de unién de: 2.56x10% + 2.6x10,
5.09x10° + 2.7x10%, 2.72x10% + 57 M. Este tipo de cooperatividad fue reportado en
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CGL, esta lectina que posee 88% de identidad con rMCL-1 presenté valores de Kd
significativamente diferentes para cada sitio de union. Estos valores fueron obtenidos
mediante experimentos de titulacion por resonancia magnética nuclear y los valores
de Kd reportados para los tres sitios se encontraban en el intervalo del orden uM (168
+ 67, 1288 + 259 y 815 + 57uM), al comparar este resultado con las constantes de
disociacion de rMCL-1 se observa que ambas lectinas tienen un reconocimiento

independiente por su respectivo ligando en cada sitio [80].
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Figura 23. Isotermas y pardmetros termodindmicos obtenidos por calorimetria de titulacion
isotérmica de la interaccion de la isoforma de la lectina de M. californianus, con sus diferentes
ligandos. En presencia de D-Galactosa (A), a-Lactosa (B), melibiosa (C), rafinosa (D).
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8.14. Estudio comparativo entre las lectinas de M. californianus MCL
y rMCL-1

El proceso de oligomerizacion de proteinas puede ser desencadenada por diversos
factores como un mecanismo para regular su funcién biolégica, algunos determinantes
estructurales que pueden favorecer este comportamiento de asociacion, pueden ser
interacciones hidrofobicas, interacciones electrostaticas o incluso algunas
modificaciones postraduccionales como fosforilaciones o glicosilaciones, ya que
muchas de éstas pueden establecer interacciones con los aminoacidos de la cadena
polipeptidica y desencadenar este fendmeno. La identificacién de glicosilaciones en
MCL nos llevo a pensar que esta modificacion podria ser la causa de la formacion de
oligbmeros de gran tamafio. Es por esto que decidimos obtener a rMCL-1 en un
sistema bacteriano que no permitiera dicha glicosilacion y de esta manera podriamos
estudiar el efecto en su comportamiento de asociacién, funcion bioldgica, estabilidad
y especificidad.

Mediante ensayos de inhibicién de la actividad hemaglutinante observamos que
rMCL-1 reconocia los mismos azucares que MCL, sin embargo, se increment6 su
especificidad por a-lactosa (Tabla 9). Ademas, también observamos que la actividad
disminuy6 un orden de magnitud en comparacion con MCL (actividad especifica de 6.4
x103 para rMCL-1 contra 2.54x10* para MCL). También comparamos la estabilidad
térmica de ambas lectinas utilizando la termofluorescencia y observamos que el valor
de Tm en rMCL-1 disminuye casi a la mitad (37°C) (Figura 24). Sin embargo, al
adicionarle galactosa la estabilidad se incrementaba hasta llegar al mismo valor
obtenido con la lectina purificada del organismo (Tm de 94°C). Estos resultados
confirman que la glicosilacion es importante para la estabilidad y la actividad biolégica

de la lectina y que la union con el ligando aumenta la estabilidad de ambas proteinas
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Tabla 9. Comparacién de las especificidades de MCL vs rMCL-1

Concentracion minima inhibitoria* (mM)

MCL rMCL-1
Galactosa 2mM Galactosa 62.5mM
Rafinosa 4mM Rafinosa 15.62mM
Melibiosa 8mM Melibiosa 15.62mM
a-Lactosa 62mM a-Lactosa 8mM

*Concentracion minima del azlcar, requerida para inhibir la actividad
hemaglutinante de MCL.

Fraccion desnaturalizada

60 70 80
Temperatura (°C)

& MCL-1 @ MCL
-k MCL-1 +gal

Figura 24. Comparacion de la estabilidad térmica de MCL y rMCL-1. La estabilidad
térmica de rMCL-1 disminuye 37°C con respecto a la obtenida del mejillon.
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8.15 Estructura de laisoforma recombinante de la lectina de M.

californianus

La lectina de M. californianus rMCL-1 al igual que la obtenida de la fuente natural
cristalizé como un dimero en la unidad asimétrica y presento6 el plegamiento de trébol
B tipico de los miembros de la familia Mytilidae (Figura 25 A). Al igual que en MCL
encontramos que las Phe94 y Phe95 se encuentran en la misma posicion en la interfaz
realizando el apilamiento de anillos caracteristico. También se identificaron tres sitios
de reconocimiento por monomero, los cuales se encontraban ocupados por una
molécula de glicerol (Figura 25B), el andlisis de superposicién de los dimeros de MCL
y rMCL-1 realizado por 3dSS (http://cluster.physics.iisc.ernet.in/3dss/) mostré un
RMSD de 0.35 Ay la superposicion de los monémeros de MCL y rMCL-1 presentd un
RMSD de 0.234 (Figuras 25C y 25D), lo que indica de que son practicamente iguales
estructuralmente. Al analizar exhaustivamente las regiones que presentaron cambios
entre los dimeros encontramos cinco con cambios representativos a nivel de cadena
principal, estas regiones se ubican del residuo 15-20, 65-75, 85-90 y del 135 al 142
(Figura 25E), sin embargo, al realizar la superposicion de los monémeros no se
observaron cambios significativos lo que implica que sélo existe un cambio en la
orientacion en la interfaz de los dimeros.

Durante los ciclos de afinamiento de la estructura de la proteina obtenida de forma
recombinante, se lograron observar las tres mutaciones que habiamos identificado en
su secuencia (Figura 26). Al analizar el gen obtenido del DNA gendémico del organismo
observamos que esta isoforma también existia en el organismo. Es importante
mencionar que los aminodacidos que difieren en rMCL-1 no forman parte ni de los sitios

de reconocimiento de carbohidratos ni de la interfaz.
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I MCL (Molécula 1) [l MCL (Molécula1)

rMCL (Molécula 2) rMCL (Molécula 2)

— RMSD de la molécula 1vs. la molecula
2 enel Monémero B

— RMSD de la molécula 1vs.la malecula

1.5 2 en el Mondmero A

RMSD

Numero de residuo

Figura 25. Dimero de rMCL-1 presenta un plegamiento de trébol  (A). Cada dominio de
reconocimiento a carbohidratos presenta tres sitios (B). superposicion de los dimeros de
MCL y rMCL-1 (C). Superposicion de los monémeros A y B de MCL y rMCL-1 (D).
Regiones que presentaron cambios durante la superposicion de los dimeros (E).
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Figura 26. Mapa de densidad electronica 2Fc-Fc a 1o de las mutaciones que

presenta rMCL-1. Del lado izquierdo se observan las mutaciones de rMCL-1 y del
lado derecho los residuos que corresponden a MCL.

8.16. Oligomerizacion de rMCL-1 inducida por el reconocimiento a

su ligando

Los primeros estudios de cristalizaciéon que realizamos en rMCL-1 fueron
‘remojando” el cristal con rafinosa. Con este método se obtuvo un dimero en la unidad

asimétrica como se habia obtenido en ausencia de ligando, con la diferencia de que
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los 6 sitios de reconocimiento se encontraban ocupados por moléculas de rafinosa. En
la Tabla 10 se muestra la estadistica de la colecta y afinamiento

Observamos que el reconocimiento del ligando se realiza con los mismos
aminoacidos observados con MCL (Tabla 8). Es relevante resaltar que todos los
miembros reportados para esta nueva familia de lectinas no poseen ninglin aminoacido
aromatico interaccionando con el ligando en los sitios de reconocimiento, contrario a
lo propuesto por Drickamer, quien establece que en las familias de lectinas animales
es esencial la presencia de un aminoacido aromético que establezca interacciones de
apilamiento de anillos con los azlcares que reconocen. La estructura cristalografica
nos permitié definir con precision que el reconocimiento de la rafinosa se hace
mediante el reconocimiento del anillo de galactosa (Figura 27). En la Tabla 11 se
pueden observar las interacciones que establece la rafinosa en cada sitio de
reconocimiento, se observa que en los sitios de mayor especificidad hay menos
enlaces de hidrégeno, de acuerdo a las constantes de afinidad obtenidas por ITC para
cada sitio. Los analisis de calorimetria de titulacion isotérmica sugieren que la
interaccion de rMCL-1 con la rafinosa se lleva a cabo mediante un modelo de union
secuencial de tres sitios en los cuales no se observé cooperatividad, el primer sitio en
el gue se identifico la interaccion con el ligando fue en el Sitio 2, el cual hace referencia

al sitio que presenta una constante de asociacion de 2.56x10* + 2.6x10% M, el

segundo sitio en donde se model6 el ligando fue el Sitio 1 con una constante de
asociacion de 5.09x10° + 2.7x10* M1 y el tercer sitio que corresponde al sitio que
nombramos como Sitio 3 que es el de menos afinidad con una constante de asociacion
de 2.7x10% + 57 M?
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Figura 27. Estructura de rMCL-1 en presencia de rafinosa. A) La estructura se obtuvo con
un cristal remojado con 5 mM de rafinosa donde se observa un dimero en la unidad
asimétrica. B) Interaccion de la rafinosa en cada sitio del monémero A.
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Tabla 10. Estadistica de la colecta de datos y del afinamiento de rMCL y rMCL en
complejo con rafinosa obtenida por “remojo”

Dimensiones de la celda (A)

Contenido de disolvente (%)
Coeficiente de Matthews (A%Da)
Limite de resolucion (A)
Reflecciones?®

Rmergeb

I/o(1)

Integridad (%)

Multiplicidad

Factor B del grafico de Wilson (A?)

Estadistica del afinamiento

Rwork/ Rfreec(%)

No. de atomos de;
Proteina/disolvente

Promedio del factor B (A%

Valores de RMSD ideales:
Longitud de enlace (A)
Angulo de enlace (°)

Gréfico de Ramachandran (%)
Region mayormente favorecida
Regiones permitidas
Regiones no permitidas

Codigo PDB

a=56.9 b=41c=66
o = 90, B = 106.5, y= 90
43
2.18
36.5-1.74 (1.8-1.74)
30192 (2984)
0.079
96.8 (12.8)
99.3 (93.9)
18.4 (5.1)
18.7

14.6/18.5

2796/311
18

0.01
1.12

98
2
0
En proceso

MCL-1 MCL-1raf (remojo)
Datos de la colecta
Longitud de onda (A) 1.54 1.54
Temperatura (K) 100 100
Grupo espacial P2, P2

a=56.9, b=40.9, c = 65.8
o = 90, B = 106.5, y= 90
43
2.17
36.46-1.58 (1.64-1.58)
39779 (3729)
0.094
53.7(4.7)

99.9 (98.8)
8.4(3.8)

17.6

16.6/20.0

2754/161
16.77

0.008
1.13

98
2
0
En proceso

@Valores en paréntesis corresponden a la Gltima capa de resolucion.
PRmerge = Zj Zh (|lin - <In>|)/ Zj Zn (<Ix>), donde h es el indice de reflexion Unica, |;» es la intensidad de la
reflexion relacionada por simetria y <lp> es la intensidad media.

°R = || Foln - [Feln| /2 |Foln para todas las reflexiones, donde F, y Fc son los factores de estructura

observados y calculados respectivamente, y h define reflexiones Unicas. Riee Se calcula de manera

anéloga, estas reflexiones se seleccionan aleatoriamente y se excluyen del afinamiento, (5%).
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Tabla 11 interacciones que establece la rafinosa en cada sitio de reconocimiento

del monémero A.

Sitio de reconocimiento 1 Sitio de reconocimiento 2 Sitio de reconocimiento 3

Donador Distancia | Aceptor Donador Distancia | Aceptor Donador Distancia | Aceptor
(A) Rafinosa (A) Rafinosa (A) Rafinosa

OD2-Asp83 3.38 03-Gal OD2-Asp35 2.65 03-Gal OD1-Asp127 2.57 02-Gal

NE2-His85 2.62 03-Gal NE2-His37 2.99 03-Gal NE2-His129 2.65 03-Gal

NE2-His85 2.64 04-Gal NE2-His37 2.75 04-Gal ND1-His108 3.02 03-Gal

ND1-His64 3.12 04-Gal ND1-His16 2.96 04-Gal ND1-His108 3.34 04-Gal

OD1-Asp27 3.08 06-Gal N-Gly20 3.29 05-Gal O-Pro109 3.26 04-Gal

N-Gly67 2.99 06-Gal O-Gly19 3.28 05-Gal N-Gly112 3.48 04-Gal

O-Pro65 3.42 06-Gal OE1-Glu119 2.76 06-Gal O-Gly111 3.33 05-Gal

OE2-Glu119 3.24 06-Gal OE1-Glu75 3.06 06-Gal

N-Gly19 3.1 06-Gal OE2-Glu75 3.26 06-Gal

N-Gly111 3.10 06-Gal

NE2-His125 3.52 06-Fru

8.16.1. Oligomerizacion inducida por la adicion de rafinosa

Al igual que con MCL decidimos montar pruebas de cristalizacion de rMCL-1 en co-
cristalizacion con sus diferentes ligandos. Iniciamos con rafinosa y fue interesante
notar que el grupo espacial en que cristalizé fue el monoclinico P121 con dimensiones
de celda a = 56.9, b =65.8, c = 106.5 Ay a = 41, B = 90, y= 90, que eran mayores a
las obtenidas por “remojo” (a= 56.9, b= 40.9, c= 65.8 y a = 90, B =106.5, y= 90). En
presencia de rafinosa la proteina forma un oligdmero formado por 8 monémeros en la

unidad asimétrica (un tetrdmero de dimeros) (Tabla 12, Figura 28)
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Tabla 12. Estadistica de la colecta de datos y del afinamiento de rMCL en co-

cristalizacion con a-lactosa y rafinosa.

rMCL-1 co-cristalizacion con

rMCL-1 co-cristalizacion

Dimensiones de la celda (A)

Contenido de disolvente (%)
Coeficiente de Matthews (A%Da)

Limite de resolucion (A)
Reflecciones?

Rmergeb

20

Integridad (%)

Multiplicidad

Factor B del gréafico de Wilson (A?)

Estadistica del afinamiento

Rwork/ Rfreec(%)

No. de atomos de:
Proteina/disolvente

Promedio del factor B (A?)

Valores de RMSD ideales:
Longitud de enlace (A)
Angulo de enlace (°)

Grafico de Ramachandran (%)
Region mayormente favorecida
Regiones permitidas
Regiones no permitidas

Codigo PDB

a=63.9,b=77.8,c=1558
o =90.8, B = 90.04, y= 90
46
2.28

49.4-1.89 (1.9-1.89)
118607 (11059)
0.048
24.5(2.6)
97.1(90.4)
7.1(4.2)
17.6

17.01/21.1

10778/774
26.9

0.007
1.03

98
2
0
En proceso

lactosa con rafinosa
Datos de la colecta
Longitud de onda (A) 1.54 1.54
Temperatura (K) 100 100
Grupo espacial P121 P12:

a=56.9, b=658,c=1065
o =41, B =90, y= 90
46
2.29

49.4-2.08 (2.16-2.08)
89501(7798)
0.136
29.2(2.3)
99.6(97.5)
8(4.5)
27.4

21.2/23.6

10649/282
39.25

0.011
1.13

98
2
0
En proceso

aValores en paréntesis corresponden a la Gltima capa de resolucion.

®Rmerge = Zj Zn (|ljn - <In>|)/ Zj Zn (<In>), donde h es el indice de reflexion Unica, |j» es la intensidad de

la reflexion relacionada por simetria y <In> es la intensidad media.

°R = Y1|| Foln - |Feln| /2 [Fo|n para todas las reflexiones, donde F, y F. son los factores de estructura
observados y calculados respectivamente, y h define reflexiones Unicas. Riee S€ calcula de manera

analoga, estas reflexiones se seleccionan aleatoriamente y se excluyen del afinamiento, (5%).
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Comparamos cada uno de los monémeros de rMCL-1 en su forma apo en comparacion
con cada uno de los monomeros del octamero, con la finalidad de encontrar cambios
conformacionales producidos por el reconocimiento al ligando. Una vez identificados
estos cambios conformacionales analizamos las interacciones de estas regiones entre
monomeros y las moléculas relacionadas por simetria con la finalidad de encontrar las
determinantes estructurales que intervienen el proceso de oligomerizacion. Los
analisis en el mondmero A, revelaron 3 regiones con cambios conformacionales en la
cadena principal, la primera region incluye a la Gly20 que pertenece al sitio de
reconocimiento 2, que establece un puente de hidrogeno con el O4 de la rafinosa
provocando cambios a corta y larga distancia. La segunda regién se encuentra en la
posicion de la Leu3l, la cual sufre un desplazamiento en cadena principal. La Ultima
region que presentd cambios importantes en este mondémero se encuentra muy cerca
del amino terminal en la Lys141 donde el desplazamiento que sufre le permite
establecer un puente de hidrégeno con la Gly112 de la molécula B relacionada por
simetria.

La superposicion con el monémero B presenta 3 regiones con cambios
estructurales, la primera y tercera regién corresponden a las mismas que en el
monomero A en las que se ven implicadas la Gly20 y la Lys141, el desplazamiento de
esta lisina le permite establecer un puente de hidrogeno con la rafinosa del primer sitio
de reconocimiento del monémero C. La segunda region corresponde a la Ser60 que
presenta un desplazamiento de cadena principal que le permite interaccionar con la
Asn74 de la molécula de simetria F. El andlisis en el monémero C mostr6 las mismas
dos regiones mencionadas con anterioridad, la Gly20 provoca que la Arg39 establezca
un puente de hidrogeno con el Asp193 que pertenece a la molécula relacionada por
simetria E, La segunda region que es la de la Lys141, se desplaza provocando que la
Asnll6 pueda establecer un puente de hidrégeno con la Ser60 de la molécula
relacionada por simetria G.

En el monémero D se observaron cambios solo en dos regiones, en la Gly20 y
la Lys141. Ademas, un cambio conformacional de la Ser22 le permitio establecer dos
puentes de hidrogeno con el Asp71 de la molécula C de simetria; en esta misma region

la Asn23 sufre un cambio de tal manera que forma un puente de hidrégeno con la
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Gly104 de la misma molécula de simetria. EIl mondémero E solo present6é una region
con un cambio significativo en la region de la Lys141. En el monémero F los cambios
se observan en las mismas regiones que el mondmero C (Gly20 y Lys141)
favoreciendo que la Ser23 y Asn24 establezcan puentes de hidrégeno y formen una
pequefia interface con la molécula relacionada por simetria de C. Por su parte los
monomeros G y H solo presentan una region con desplazamientos que corresponde a
la Lys141 del monémero H que establece un puente de hidrogeno con el O6 de la
rafinosa 27 mientras que la Lys141 del monomero G establece un puente de hidrogeno

con el Asp87 de la molécula relacionada por simetria D.

Sitio 1, monémero C Sitio 2, monémero D

Figura 28. Tetramero de dimeros encontrado en la unidad asimétrica de rMCL-1 en co-
cristalizacion con rafinosa. La unién con el ligando desencadena interacciones proteina-
carbohidrato.
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8.16.2. Oligomerizacion inducida por la adicion de a-Lactosa en rMCL-1

Los ensayos de co-cristalizacion en presencia de lactosa dieron lugar a un cristal con
dimensiones de celda de a = 63.9, b = 77.8, ¢ = 155.8 A y en la unidad asimétrica se
obtuvo al igual que en presencia de rafinosa un octdmero formado por cuatro dimeros
que estad estabilizado por 10 intercaras (Figura 29). Las interacciones que se
establecen con el ligando en los sitios de reconocimiento involucran los mismos
residuos descritos para la estructura obtenida con rafinosa; sin embargo, la interaccion
con este ligando, si bien se ajusta a un modelo de unién secuencial como lo sugiere la
calorimetria de titulacién isotérmica, el comportamiento de unién sugiere una
cooperatividad negativa ya que los sitios se saturan del de mayor a menor afinidad
(K1=1.41x10° + 2.5x103M1, Ko= 1.35x10% + 2.1x10% M1, K3= 1.35x10% + 19M) siendo
modelados los azucares en los diferentes sitios en el siguiente orden: Sitio 1, 2y 3. En
la Tabla 13 se muestran las interacciones que establece la lactosa en los diferentes
sitios de reconocimiento.

El analisis de superposicion realizado con el monémero A de la estructura en
ausencia de ligando con cada uno de los monémeros del octamero mostr6 cambios
conformacionales en el sitio de reconocimiento 1, que como habiamos observado en
la estructura con rafinosa, esta involucrado en la oligomerizacién de la lectina. En
presencia de la lactosa observamos que la His85 sufre un cambio conformacional que
provoca que la Arg86 se oriente en direccion a la Gly67 provocando un desplazamiento
de 3.62 A en esta asa induciendo la oligomerizacion al favorecer contactos entre
cadenas. Adicionalmente, en todos los monomeros se observan leves
desplazamientos de cadena principal, que en el caso de la Lys141 en el monémero C
le permite establecer un puente de hidrégeno con la Ser114 de la molécula relacionada
por simetria D, también en esta region es posible observar que la Lactosa del tercer
sitio de reconocimiento de esta molécula relacionada por simetria establece un puente
de hidrogeno entre el nitrégeno de la 11e37 y el O1 del anillo de Glucosa de la a-
Lactosa, el desplazamiento en la Lys141 de la molécula E le permite establecer un
puente de hidrégeno con la Glyl12 de la molécula F relacionada por simetria, el
desplazamiento de la Lys141 en G permitié que el Aspl42 establezca un puente de

hidrogeno con la Arg40 de la molécula relacionada por simetria A.
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Figura 29. Oligomerizacién de rMCL-1 inducida por la unién con a-Lactosa. A) Se
observa el tetramero de dimeros. B) interaccién del ligando en cada sitio de
reconocimiento. C) Cambio conformacional que sufren la His85 y la Arg87 en el

Sitio 1 en presencia del ligando.
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Tabla 13. Interacciones de la lactosa en los sitios de reconocimiento.

Sitio de reconocimiento 1 Sitio de reconocimiento 2 Sitio de reconocimiento 3
Donador Distancia | Aceptor Donador Distancia | Aceptor Donador Distancia | Aceptor
A) o- (A) a- (A) a-
Lactosa Lactosa Lactosa
O-Gly67 3.48 0O1-Gal | OD2-Asp35 2.90 03-Gal | OD2-Asp127 3.06 03-Gal
OD2-Asp83 3.04 03-Gal | NE2-His37 2.87 03-Gal | NE2-His129 3.24 03-Gal
NE2-His85 2.79 03-Gal | NE2-His37 3.39 04-Gal | NE2-His129 3.17 04-Gal
NE2-His85 3.52 04-Gal | ND1-His16 2.96 04-Gal | ND1-His108 3.40 04-Gal
ND1-His64 2.9 04-Gal | OE1-Glu119 2.81 06-Gal | OE1-Glu75 3.25 06-Gal
O-Gly67 3.56 05-Gal | OE2-Glu119 3.06 06-Gal | OE2-Glu75 3.13 06-Gal
N-Gly67 3.15 06-Gal | N-Gly19 2.86 06-Gal | O-Pro109 3.46 06-Gal
OD1-Asp27 2.87 06-Gal N-Gly111 2.86 06-Gal

8.16.3. Oligomerizacion inducida por la adicion de melibiosa

En las estructuras cristalogréaficas de rMCL-1 obtenidas por “remojo de cristales” y co-

cristalizacion con melibiosa, se obtuvo un dimero y un terdmero (dimero de dimeros)
en la unidad asimétrica con los siguientes tamafos de celda unitaria, a = 79, b = 63.5,
c=65.6 ya=63.6,b=151.6, c = 90 respectivamente (Tabla 14). Los aminoacidos
involucrados en los diferentes sitios de reconocimiento para este ligando son los
mismos mencionados con anterioridad para rafinosa y oa-lactosa, con algunas
diferencias en las interacciones establecidas. Por ejemplo, al analizar el Sitio 1 el O6
del primer anillo de melibiosa establece puentes de hidrogeno con la Gly68 y el Asp27
y la His81 establece puentes de hidrogeno con el O3 y O5 del segundo anillo mientras
que con rafinosa y a-Lactosa no se observo interaccion con el segundo anillo de los
azucares. En el sitio de reconocimiento 2, se observan el mismo numero de
interacciones que con a-Lactosa. En el Sitio 3 se pierden las interacciones con el
Aspl27 y la Prol09 y no se establecen nuevos puentes de hidrogeno con el segundo
anillo de la melibiosa (Figura 30, Tabla 15). Los estudios termodinamicos para este
oligosacarido sugieren un modelo de ajuste de tres sitios independientes con una
constante de afinidad de 3.11x10% + 32.4 ML,
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Tabla 14. Estadistica de la colecta de datos y del afinamiento de las estructuras de
rMCL-1 en presencia de melibiosa, obtenidas por remojo y en co-cristalizacion.

MCL-1 Remojo con

MCL-1 en co-cristalizacidon con

Parametros de la celda unitaria

a,b,c (A)
a,By (°)

Contenido de disolvente (%)
Coeficiente de Matthews (A3/Da)
Limite de resolucion (A)
Reflecciones?

a=79,b=635¢c=65.6
o =90, B =120.6, y= 90

41
2.10
39.6-1.83 (1.9-1.83)
24413 (2410)

melibiosa melibiosa
Datos de la colecta
Longitud de onda (A) 1.54 1.54
Temperatura (K) 100 100
Grupo espacial Ci2; P121

a=63.56,b=151.6,c=90
a=77.1, B =90, y= 90

49
2.43
39.5-2.59 (2.68-2.59)
23536 (2082)

Rmerge” 0.073 0.171(0.99)
I/o(1) 42.2(0.9) 26.8(2.5)
Integridad (%) 99.8(98.5) 99.6(99.7)
Multiplicidad 9.0(4.2) 7.1(4.9)
chtor B del grafico de Wilson 31.8 53.0
(A%

Estadistica del afinamiento

Rwork/ Riree®(%0) 19.6/23.6 23./27.8

No. de atomos de:

Proteina/disolvente 2589/103 4957/1
Promedio del factor B (A?) 37.2 495
Valores de RMSD ideales

Longitud de enlace (A) 0.009 0.01

Angulo de enlace (°) 0.98 1.53
Grafico de Ramachandran (%)

Region mayormente favorecida 98 98

Regiones permitidas 2 2

Regiones no permitidas 0 0
Codigo PDB En proceso En proceso

@Valores en paréntesis corresponden a la Gltima capa de resolucion.

PRmerge = Zj Zn ([ljn - <In>|)/ Zj Zn (<In>), donde h es el indice de reflexién Gnica, |;, es la intensidad

de la reflexién relacionada por simetria y <Iy> es la intensidad media.

‘R = Yu|| Foln - |Feln| /21 |Foln para todas las reflexiones, donde F, y F. son los factores de
estructura observados y calculados respectivamente, y h define reflexiones Unicas. Riee S€

calcula de manera analoga, estas reflexiones se seleccionan aleatoriamente y se excluyen del

afinamiento (5%).
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Tabla 15. Interacciones de la melibiosa en cada sitio de reconocimiento del

monomero A.

Sitio de reconocimiento 1 Sitio de reconocimiento 2 Sitio de reconocimiento 3
Donador Distancia Aceptor Donador Distancia Aceptor Donador Distancia Aceptor
(A (Melibiosa) (A (Melibiosa) (A) (Melibiosa)

OD2-Asp83 2.47 03-Gal OD2-Asp35 2.87 03-Gal NE2-His129 2.38 03-Gal
NE2-His81 3.05 04-Gal NE2-His37 3.21 03-Gal NE2-His129 3.4 04-Gal
O-Gly67 3.34 05-Gal NE2-His37 3.18 04-Gal ND1-His108 2.40 04-Gal
N-Gly68 3.33 05-Gal ND1-His16 3.06 04-Gal O-Gly111 3.4 05-Gal
OD1-Asp27 2.69 06-Gal OE1-Glu119 2.72 06-Gal N-Gly111 3.4 05-Gal
NE2-His81 3.48 03-Glc OE2-Glu119 3.17 06-Gal N-Gly112 3.34 05-Gal
NE2-His81 3.46 05-Glc N-Gly19 3.18 06-Gal OE1-Glu75 2.94 06-Gal

OE2-Glu75 3.02 06-Gal

N-Gly111 2.78 06-Gal

El dimero de dimeros obtenido en la unidad asimétrica estd estabilizado por tres

intercaras (Figura 30), la interfaz de A y B tiene un area de 730 y 726 A2 para cada

monomeroy esta estabilizada por 6 puentes de hidrégeno, la segunda interfaz formada

por C y D tiene un area de 708 y 709 A2 respectivamente y esta formada por 1 puente

salino y 6 puentes de hidrégeno, la tercera interfaz formada entre B y D tiene un area

de 5447 y 556 A2 para cada mondémero y esta estabilizada por 3 puentes salinos y 3

puentes de hidrogeno.
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Figura 30. Estructura de rMCL-1 en presencia de melibiosa. A) Dimero de
dimeros obtenido de la co-cristalizacién. B) Sitios de reconocimiento de rMCL-
1y su interaccion con melibiosa.
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Los andlisis de superposicion de cada uno de los mondmeros mostraron cambios en
la estructura de la lectina. EIl mondmero A tiene un ligero movimiento en la region de
la Lys141 que permiti6 que el Asp142 interaccione con la Asn115 de la molécula de
simetria C. En el monémero B se observé un desplazamiento de 1.3 A en la Gly67,
residuo involucrado en el primer sitio de reconocimiento. En el monémero C se
observaron dos desplazamientos, uno de 3.5 A en la regién de la Gly67 que permitio
formar una pequefia interface con la molécula A de simetria, ya que en esa region la
Lys69 establece un puente de hidrégeno con el Glu38 de la molécula de simetria;
mientras que el Asp71y la Lys105 también establecieron puentes de hidrégeno con la
molécula de simetria. El segundo desplazamiento de interés en el monémero C fue en
la region de la Lys141,

Con estos resultados podemos establecer que la presencia de los diferentes
ligandos que reconocen las lectinas de M. californianus (Figura 31) inducen la
formacion de oligdbmeros de diferente tamafio y que el Sitio 1 es el responsable de
iniciar este proceso. Es probable que éste sea el mecanismo por el cuél las lectinas de
MCL controlan su especificidad. Es importante resaltar que aun cuando dos ligandos
favorecen la formacion de un oligobmero del mismo tamafio, el arreglo cuaternario es

diferente.
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a-D-(+)-Galactosa,
a-D-Gal

Melibiosa D-(+)-Rgﬁnggﬂa’_
D-Gal-(1—6)-a-D-Glc D-Gal-(1—6)-a-D-Glc-(1—4)-B-D-Fru

Figura 31. Mapas de densidad electrénica 2Fo-Fc a 1 ¢ de cada uno de los
carbohidratos obtenidos en complejo con rMCL-1.

8.9. Determinacién de la actividad antimicrobiana de MCL y rMCL-1

Los invertebrados marinos carecen de inmunidad adaptativa por lo que los
componentes humorales desempefian un papel importante, especificamente las
lectinas que son una de las principales moléculas involucradas en la inmunidad innata
contra los patdgenos y las substancias foraneas a las cuales los mejillones se
encuentran expuestos en el medio marino [32]. Con la finalidad de evaluar la funcién
biolégica de MCL en el organismo, realizamos ensayos de inhibicion de crecimiento
bacteriano en medio liquido, observando que fue capaz de inhibir el crecimiento de
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, en los ensayos utilizamos 5 ng totales de
proteina; los porcentajes de inhibicion de crecimiento fueron 90% en E. coliy 92% en
Lactobacillus plantarum, también se observé que MCL fue capaz de aglutinar estas

mismas cepas bacterianas asi como a Micrococcus lysodeikticus (Figura 32). En el
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caso de rMCL-1, esta actividad biolégica fue menos de la mitad de la que present6
MCL, con un 35y 42% de inhibicion para E. coli y L. plantarum respectivamente. La
actividad antifangica y antimicrobiana ha sido reportada en todos los miembros de esta
nueva familia de lectinas [47]. Mediante experimentos de unién a microorganismos de
Enzyme-Linked Lectin Assay (ELLA) se determiné que la lectina CGL es capaz de
unirse a bacterias Gram(+) y Gram(-) e inhibir su crecimiento; especificamente en E.
coli se observé que la interaccion de CGL hacia este patdgeno era inhibida por su
ligando D(+) Galactosa, lo que sugiere que el reconocimiento es a través de sus sitios
de reconocimiento a carbohidratos [47].

Por otro lado, MGL, una lectina mas que forma parte de esta nueva familia,
presentd actividad bacteirostdtica que fue determinada mediante ensayos de
aglutinacion de bacterias Gram(+) y Gram(-), Esta actividad fue inhibida por la
presencia de a-galactosidos, los cuales se ha reportado con anterioridad son los
ligandos que presentan inhibicion en las lectinas de esta familia [50]. Estudios mas
especifcos sobre la participaciéon de las lectinas de esta nueva familia en la imnunidad
innata se han realizado al estudiar la inhibicion del crecimiento en cepas a las cuales
estan expuestos los mejillones en el medio marino. La lectina del mejillén Mytilus
Trossulus (MTL) fue capaz de aglutinar V. proteolyticus y al igual que en los otros
miembros reportados, cuando se incub6 con D-galactosa la actividad algutinante fue
completamente inhibida. En esta lectina la actividad anti fangica fue evaluada también
y los resultados mostraron una inhibicion en hongos de los generos Fusarium,

Trichoderma, Haematonectria, Aspergillus y Alternaria [41].
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Figura 32. Aglutinacion de bacterias en presencia de MCL. En E. coli (A,B), L. plantarum (C,D),

M. lysodeiktikus (E,F), las muestras incubadas en medio Luria Bertani (LB) para E. Coli, Medio
Man Rogosa Sharp (MRS) para L. plantarum , Amortiguador de fosfato de sodio 50mM pH7.4
para M. lysodeikticus (A,C,E) and with purified lectin (B,D,F).
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8.10. Determinacion de la actividad antifungica de MCL y rMCL-1

Como se observo en los estudios de actividad antimicrobiana, MCL es una lectina que
interviene en la respuesta inmune de M. californianus ante la presencia de un
patdgeno. En los otros miembros de esta nueva familia de lectinas, también se evaluo
la actividad biolégica frente a diferentes hongos aislados a partir de los mismos
organismos, para evaluar la respuesta inmune ante una infeccion causada por hongos,
los estudios realizados con la lectina de Crenomytilus grayanus (CGL) y Mytilus
trossulus (MTL) se llevé a cabo evaluando la inhibicién del crecimiento de las hifas
utilizando un microscopio Optico, en donde se determind que ambas lectinas son
capaces de inhibir el crecimiento en porcentajes por arriba del 70% [41].

En nuestro caso, realizamos estudios de actividad antifingica utilizando dos hongos
verdaderos y dos Oomicetos que representan una importancia econémica, debido a
los problemas que generan en cultivos. Los resultados obtenidos con ambas lectinas
(MCL y rMCL-1) indican que ambas inhiben el crecimiento de los hongos verdaderos
(Alternaria alternata y Fusarium oxysporum) y de los Oomicetos (Phytophtora capsia y
Pythium aphanidermatum) como se muestra en la Figura 33, MCL fue capaz de inhibir
al 100% el crecimiento de los hongos y los Oomicetos, mientras que rMCL-1, inhibi6
al 100% el crecimiento de Alternaria y los dos Oomicetos, en el caso de Fusarrium
Oxysporum solo inhibié el 50% de su crecimiento respecto al control negativo de
inhibicién. Es importante mencionar que ambas lectinas resultaron mas potentes que
el antifingico comercial utilizado como control positivo de la inhibicion (CAPTAN), ya
gue si bien este compuesto es capaz de inhibir el crecimiento radial del hongo, puede
observarse que los in6culos tienen un crecimiento vertical. Todos estos resultados
sugieren que las lectinas de M. californianus MCL y rMCL-1 pueden ser utilizadas
como agentes de control de plagas contra estas especies de hongos y Oomicetos
siendo una alternativa segura ante los riesgos que pueden representar los productos

agroquimicos comerciales.
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Figura 33. Bioensayos de inhibicion de los Hongos de la especie Alternaria alternata
(A-D)  Fusarium oxysporum (E-H) Phytophtora capsia (I-L) Pythium
aphanidermatum(M-P), los controles negativos de inhibicion se encuentran en la
primera columna (A-M), tratamiento con rMCL-1 a 200 ppm segunda columna (B-N),
tratamiento con MCL a 200 pm (C-O), control positivo de inhibicion con 200 ppm de
captan (D-P).
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8.11. Determinacion de la actividad anticancerigena

Dado que se ha reportado la actividad anticancerigena de diversas lectinas, decidimos
evaluar esta actividad en MCL con las lineas celulares: HCT-15 (adenocarcinoma colo-
rectal de humano), MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano), K562 (Leucemia
mieldgena cronica), U251 (Glioblastoma humano), PC-3 (adenocarcinoma prostatico
humano), SK-LU-1 (Adenocarcinoma de pulmén humano). En la Tabla 16 se muestran
los resultados de los ensayos citotdxicos en presencia de diferentes especies
oligoméricas, donde se observa inhibicion del crecimiento en las seis lineas celulares
probadas, siendo la inhibicion mas alta en las SK-LU-1, lo que sugiere que existe un
reconocimiento inespecifico hacia los antigenos de las diferentes células debido a la
presencia de diferentes especies oligoméricas. En la Tabla 17, se observa que en la
forma dimérica, MCL reconoce en un 100% los antigenos expresados por SK-LU-1,
esto demuestra la importancia del estado oligomérico en el reconocimiento de las
diferentes lineas celulares. En ambos casos no hubo efecto inhibitorio en el
crecimiento de los polimorfos nucleares de sangre periférica de rata (PMN). Como
observamos en los estudios llevados a cabo por co-cristalizacién en presencia de
diferentes ligandos MCL es capaz de adoptar un arreglo cuaternario diferente que
posiblemente esté relacionado con una determinada funcion biolégica. Es probable
que las glicosilaciones expresadas por la linea celular SKLU le permiten al dimero
adquirir un arreglo determinado que le permite a MCL inhibir el crecimiento de estas
células, este efecto no se observa cuando mas de una especie oligomérica esta
presente ya que, el arreglo que adquieren oligdbmeros de diferentes tamafios puede
conferirle a MCL la particularidad de reconocer otros antigenos, lo que implica que por
medio de la oligomerizacion la lectina puede controlar su especificidad por un

determinado ligando.
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Tabla 16. Pruebas de citotoxicidad con la mezcla de diferentes

estados oligoméricos de MCL.

Lineas celulares Inhibicién de crecimiento (%)

U251 (Glia) 36

PC-3 (Prostata) 29.3

K562 (Leucemia) 64.5
HCT-15 (Colon) 33.7

MCF-7 (Mama) 33.2
SK-LU-1 (Pulmén) 92.3

PMN Incremento de 15.1

Tabla 17. Pruebas de citotoxicidad del dimero de MCL sobre

diferentes lineas celulares de cancer.

Lineas celulares Inhibicién de crecimiento (%)

U251 (Glia) 36

PC-3 (Prostata) NC*

K562 (Leucemia) NC*
HCT-15 (Colon) NC*

MCF-7 (Mama) NC*
SK-LU-1 (Pulmaon) 100

PMN Incremento de 15.1

*NC: no citotéxico

Una de las alteraciones genéticas que presentan las células tumorales es la
sobreproduccién de moléculas de sefalizacién las cuales las vuelven indiferentes a
los efectos de los supresores tumorales [92]. Entre estas modificaciones fenotipicas
se encuentra la sobreproduccion de glicosilaciones, que permiten la comunicacion en
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las células malignas. Estas moléculas de sefalizacion pueden ser reconocidas por
lectinas, las cuales tienen la capacidad de reconocer las estructuras de los
oligosacaridos de forma muy especifica con constantes de disociacion por arriba del
orden milimolar [87]. Haciendo uso de su capacidad para reconocer estructuras de
carbohidratos de forma especifica, las lectinas de origen vegetal han sido empleadas
en diferentes estudios para una posible aplicacion terapéutica, la cual aun sigue siendo
un campo por explorar ya que muchas de estas lectinas si bien presentan actividades
antitumorales hacia diversas lineas celulares de cancer, poseen una alta actividad
citotoxica [87].

En el 2012, se reportd que MGL, una lectina aislada del bivalvo Mytilus
galloprovincialis, con especificidad por a-D galactosidos, es capaz de reconocer
globotriosa (Gb3), Gala(1,4) GalB(1,4)Glc, el cual es un componente de los glico-
esfingolipidos expresados en algunos tipos de cancer que incluyen a las células de
linfoma Burkitt, inhibiendo su crecimiento [40]. Es importante mencionar que esta
lectina comparte un 100% de identidad con MCL, sin embargo, esta Ultima se
encuentra glicosilada. Estudios sobre el mecanismo de accion de MGL hacia estas
lineas celulares demostré que la presencia del dimero es importante para que la lectina
cumpla con su funcién citotoxica, ya que al mutar las fenilalaninas 94 y 95 por alaninas,
las cuales se determin6 son importantes para la formacion del dimero obtuvieron la
forma monomérica, la cual no inhibe el crecimiento de las células de linfoma. Terada
y colaboradores, sefialan que la oligomerizacion en MGL es importante para
incrementar el nimero de sitios de reconocimiento y de esta forma permitir la formacion
de complejos entrecruzados blogueando la comunicacién celular y por consiguiente la
formacion del tumor [45].

Terada y colaboradores [79] han realizado estudios de citotoxicidad en una
version sintética de MGL, en donde disefiaron de forma computacional un dominio de
reconocimiento que conservaba las caracteristicas de reconocimiento hacia las células
Burkitt. Como parte de este disefio se mutaron aminoacidos implicados en la formacion
de la interfaz para evitar la dimerizacion y la formacion de oligobmeros de mayor tamafio
lo que esta relacionado con especificidad. Los resultados fueron satisfactorios como lo

observaron por microscopia confocal, ya que el reconocimiento por las células Burkitt
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se llevé a cabo, demostrando nuevamente que la oligomerizacion es esencial para
inhibir el crecimiento de estas células. El disefio de lectinas artificiales a partir de las
caracteristicas estructurales deseadas es un campo emergente que Terada y
colaboradores describen como prometedor, sin embargo, en estos estudios no se hace
énfasis en la importancia que tiene la oligomerizacion, no solo a nivel de regulacion
biolégica en el organismo, sino como una herramienta para generar complejos
macromoleculares mas eficientes. El estudiar los factores estructurales que ocasionan
la oligomerizacion en MCL, nos permite no solo entender como se desencadena este
fendbmeno, sino como controlarlo o inducirlo, ya que los resultados obtenidos de las
pruebas de citotoxicidad nos sugieren gue los oligobmeros de MCL pueden reconocer
diferentes patrones de glicosilaciébn segun su estado oligomérico, el cual se puede
inducir por mutaciones que promuevan la formacion de interfaces mas estables para

obtener un oligémero con especificidad hacia una determinada linea celular de cancer.
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo se describen los mecanismos de oligomerizacion de una lectina del

mejillon Mytilus californianus (MCL) y de una de sus isoformas y las implicaciones de

este proceso de asociacion en su funcion bioldgica.

Se purific6 del molusco una lectina (MCL) con modificaciones
postraduccionales. Esta comparte 100 % de identidad con otra aislada del
mejilldbn del mediterraneo Mytilus galloprovinciallis (MGL) la cual no presenta
glicosilaciones.

El analisis de la secuencia de ADN en MCL mostré que la proteina madura no
posee un segmento N-terminal adicional de 30 aminoéacidos, lo que sugiere que
existe una regulacion a nivel transcripcional, que posiblemente esté relacionada
con la respuesta inmune de M. californianus, o con la capacidad de sintetizar
una proteina con una funcién adicional.

Se obtuvo de forma recombinante a una isoforma de MCL (rMCL-1), sin
glicosilaciones y con soélo tres aminoacidos diferentes: V1071, G130K y N141D.
Esta lectina reconoce los mismos galactosidos que MCL (Galactosa, melibiosa,
a-lactosa y rafinosa) pero con diferente especificidad, es menos activa y menos
estable, lo que hace pensar que las glicosilaciones son importantes.

Los parametros termodinamicos de la interaccion de rMCL-1 con sus ligandos
mostraron que se ajustan a modelos diferentes dependiendo del ligando (a un
modelo de tres sitios independientes para D-galactosa y melibiosa y un modelo
de union secuencial de tres sitios para rafinosa y a-lactosa).

La estructura tridimensional de ambas lectinas revelé que, en presencia de sus
ligandos, las proteinas oligomerizan, siendo el arreglo cuaternario diferente,
dependiendo de azlcar. El analisis de los diferentes oligdmeros nos permitio
establecer que el Sitio de reconocimiento 1 es el responsable de dicho proceso
de asociacion.

Ambas lectinas mostraron actividad antimicrobiana y antifingica, siendo esta
ultima mayor a los controles comerciales, lo que las hace buenos candidatos

para una potencial aplicacion.
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e Los ensayos citotdxicos con las lineas celulares de cancer demostraron que
MCL puede ser un importante agente anticancerigeno y es probable que al
inducir diferentes estados oligoméricos se pueda inhibir el crecimiento de

diferentes lineas celulares de cancer.

10. PERSPECTIVAS

1. Identificar el tipo de glicosilacion que presenta la lectina obtenida de la fuente natural

y en gue residuo se presenta.

2. Obtener a MCL de forma recombinante y realizar una caracterizacion similar a la
gue realizamos con MCL y rMCL-1, con el fin de analizar el efecto de las mutaciones
(1104V, G130K y N141D) y de las modificaciones postraduccionales en su

comportamiento de oligomerizacion y en su funcion biolégica.

3. Realizar ensayos biol6gicos con microorganismos de origen marino que permitan
profundizar en la respuesta inmune relacionada con la interaccion patdégeno-

hospedero

4. Realizar un analisis sistematico de la viabilidad celular en lineas celulares de cancer

y evaluar el efecto de los diferentes oligomeros formados.
5. Mutar los residuos H125y E75; H33y E119; D27 y H81 que observamos estabilizan

la formacion del trébol en MCL y rMCL-1. Esto con el fin de determinar si son los

responsables de la estabilidad de este plegamiento.
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ANEXO 1

Analisis bioinformético y elaboraciéon de un arbol filogenético
neighbor joining (NJ) de los miembros de la familia de lectinas
Mytilidae

Se realiz6 una busqueda de los Homologos de MCL con la herramienta BLAST de la
pagina del ncbi
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=Dblastp&PAGE_TYPE=BlastSear

ch&LINK LOC=blasthom). Los dominios fueron identificados utilizando la herramienta

de busqueda de dominios conservados Domain  search  program

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) 'y el servidor SMART

(http://smart.embl-heidelberg.de/smart/set mode.cgi?NORMAL=1). Se realiz6 un

alineamiento multiple con los homologos mas cercanos utilizando PRALINE

(http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/) 'y la version 7.0 de MAFFT

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/ ). La prediccion de los modelos 3D de las
secuencias de MGL 2, 3, 4 y 5 se hicieron con el servidor ROBETTA
(http://www.robetta.org/submit.jsp). De los alineamientos multiples obtenidos en

MAFFT se generd un archivo formato .Philip para visualizarlo en el servidor en linea

Trex.

Resultados de analisis bioinformatico y arbol filogenético (NJ)

El analisis de la secuencia de MCL (ALJ322152.1) en BLAST no mostr6 dominios
conservados y no tiene similitud con galectinas como esperabamos, esto debido al
reconocimiento que tiene por galactésidos, ademas de que las galectinas es una de
las familias mas reportadas para invertebrados marinos. Los homélogos mas cercanos
encontrados en la busqueda fueron las secuencias de las lectinas previamente
reportadas sin clasificar de los bivalvos M. galloprovincialis, C. grayanus y M. trossulus,

las cuales estan enlistados en la siguiente tabla.
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Tabla 18. Homdlogos de MCL encontrados en BLAST

Lectina Codigos de acceso Organismo

MGL 5 BAU68218 Mytilus galloprovincialis
MGL 4 PDB, 3WMU Mytilus galloprovincialis

PDB, SWMV

MGL B3EWR1.1 Mytilus galloprovincialis
CGL 2 PDB, 5DUY Crenomytilus grayanus
CGL AEY80387.1 Crenomytilus grayanus
CGL3 PDB, 58FS Crenomytilus grayanus
MTL AKI129293.1 Mytilus trossulus

MGL3 AJQ21527.1 Mytilus galloprovincialis
MGL2 AJQ21526.1 Mytilus galloprovincialis

La busqueda de dominios conservados con la herramienta SMART de la pagina del
NCBI, no identificé ningin dominio conservado en la secuencia de MCL. Para los
alineamientos multiples con los diferentes homdélogos omitimos los fragmentos
adicionales con los que cuentan las secuencias de MGL 2, 3 y 5, estos extremos
adicionales son descritos por Hasan y colaboradores [50], estos se presentan en el
material genético, pero no han podido ser aislados del mejillén. Los fragmentos
adicionales que forman parte de MGL 2 y 3 forman parte de un dominio formador de
poro tipo-aerolisina. El resultado del alineamiento multiple en PRALINE mostré que
todas las secuencias poseen un valor alto de conservacién (7-10), siendo cero para el

valor mas bajo y 10 para la regibn mas conservada en los alineamientos.
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conservadas de los homdlogos mas cercanos de MCL.
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Para la construccion del arbol filogenético utilizamos las secuencias de todos los
miembros de la familia Mytilidae usando el método de Neighbor Joining-Saitou and Nei
(1987) y un Bootstrap de 1000 replicas.

Obtuvimos un arbol sin raices que muestra dos grandes grupos monofiléticos y
a MGL 4 como el miembro mas alejado o mas ancestral. Uno de estos grandes grupos
gue es el que tiene mas similitud con MGL4, esta compuesto por MTL, CGL y MGL 2.
Es interesante observar que CGL comparte mayor similitud con MGL 2 y 3 que
pertenecen al mejillon M. galloprovincialis. EI Segundo grupo monofilético esta
compuesto por MCL, MGL y MGL5. Sin embargo, MCL es mas cercano al mas
ancestral del arbol (MGL 4). De este analisis es posible suponer que los miembros mas
ancestrales estdn mas cercanos a MGL 4 y los miembros mas recientes son MGL 2 y
3, los cuales tienen en comdn un dominio adicional, que corresponde a un dominio
formador de poro de tipo-aerolisina, que le permite a estas lectinas neutralizar
patdgenos de una forma mas eficiente, lo que puede representar una ventaja evolutiva
comparado con las actividades bioldgicas reportadas para las demas lectinas, que solo
tienen la capacidad de aglutinar. MGL 5 al igual que MGL 2 y 3 también posee un
fragmento adicional y también aparece como un miembro mas reciente.

La estructura del gen de MGL 5 le permite codificar dos cadenas polipeptidicas
una de 167 aminoacidos y otra de 150. De igual forma, el gen de MCL contiene un
fragmento adicional de 30 aminoacidos que le permite codificar una cadena
polipeptidica mas grande. Cuando este fragmento adicional se utiliza para ser
modelado en Robetta, este servidor utiliza como molde una glicosil transferasa. Es
posible que la organizacién gendmica de estos organismos pueda generar proteinas
con diferentes funciones o cuyas expresiones dependen de ciertas circunstancias.
También es probable que las proteinas que se codifican a partir del mismo transcrito
tengan funciones complementarias y puedan trabajar juntas en una respuesta inmune
mas eficiente. Es importante mencionar que lo sugerido anteriormente requiere de
analisis bioinformaticos mas rigurosos y estudios protedmicos que respalden lo

anterior.
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ANEXO 2

Estudios de dicroismo circular en el UV-lejano

La aplicacion de la espectroscopia de dicroismo circular (DC), en la determinacién de
la estructura secundaria de proteinas, se basa en la quiralidad de los aminoacidos que
la conforman. Esta técnica utiliza las propiedades de la luz polarizada formada por dos
componentes polarizados circulares, uno a la derecha y el otro a la izquierda. Estos
componentes estan en fase y son de la misma amplitud. Al pasar por un medio
Opticamente activo, cada componente interactia de manera diferente con los centros
quirales de las moléculas presentes. La interaccion de la radiacion con la muestra
induce un desfasamiento y un cambio de magnitud en ambos componentes de la luz
circularmente polarizados. Estos fendmenos provocan una rotacion del plano de
polarizacion en un angulo a y la distorsion de este plano genera una elipse. La rotacion
del plano y la diferente absorcion de los componentes circularmente polarizados varian
de acuerdo con la longitud de onda incidente, pudiéndose obtener un espectro de la
rotacion o elipticidad contra la longitud de onda (L) [88]. Los espectros de dicroismo
circular se suelen obtener en las regiones del ultravioleta cercano (250 a 350 nm) y
lejano (180 a 250 nm). En la region cercana, los cromoéforos mas importantes son los
anillos arométicos de las cadenas laterales de triptéfano, tirosina y fenilalanina.
Mientras que la absorcion en la regién del ultravioleta lejano, se debe a los enlaces
peptidicos; su asimetria se debe al arreglo espacial de la cadena principal de la
proteina, por lo cual, las sefiales se pueden interpretar en términos del contenido de
estructura secundaria (hélices, hojas beta, y zonas desestructuradas) [88].

Para este estudio, las proteinas se dializaron contra un amortiguador de fosfatos
10 mM, pH 7.4. Las mediciones de DC de la proteina se llevaron a cabo en un
espectropolarimetro J-720 (Jasco Inc., USA) con el que se colecto la sefial en el
espectro UV-lejano desde 185 hasta 260 nm a 20°C utilizando una velocidad de barrido
de 20 nm/min, un ancho de banda de 1.0 nm y un tiempo de respuesta de 1 s, en una
celda de cuarzo con 0.1 cm de longitud de paso de luz. La concentraciéon de proteina
utilizada fue de 0.25 mg/mL. Los valores obtenidos en grados fueron normalizados

mediante la sustraccion de la sefial del amortiguador correspondiente (blanco) bajo las
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mismas condiciones. Los espectros fueron expresados como dicroismo circular molar
(Ag) en M-1cm™, utilizando la siguiente férmula:
Ae =BAx 0.1 xMRW /L x C x 3298

Donde:
Ag = Dicroismo circular molar (M-1cm-1)
OA = Elipticidad en miligrados a la longitud de onda correspondiente
MRW = Masa media por residuo (Da) que se calcula: masa molecular de la proteina
(Da)/(namero de aminoéacidos-1)
L = paso de luz (cm)
C = concentracion de la proteina (g/ml)

Los resultados obtenidos se expresaron como elipticidad molar por residuo
medio ([6] grados cm2 dmol-1). La estimacién del contenido de estructura secundaria
se obtuvo mediante el analisis de los espectros con el servidor DichroWeb [89],

utilizando el algoritmo de Provencher y Glockner [90].

Resultados de los estudios de dicroismo circular en el UV lejano en MCL

Los estudios de dicroismo circular en el UV-lejano (190-260 nm) mostraron que MCL
contiene 38.2 % de hebras 3, 6.2 % de hélices y 22.5 % de giros, por lo que se trata
de una proteina con un alto contenido de hebras B (Figura 36). Estos valores son
comparables con los que se reportaron para CGL [47] y el pepino de mar Cucumaria
echinata CEL-IIl [44] y coinciden con lo observado en su estructura terciaria.
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Figura 36. Espectro de dicroismo circular en el UV lejano de MCL. El espectro
se realiz6 a una concentracién de proteina de 0.25 mg/mL en amortiguador
de fosfato de sodio 10 mM pH 7.4.
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ANEXO 3

Molecular and functional characterization of a glycosylated Galactose-Binding
lectin from Mytilus californianus.

Garcia-Maldonado E., Cano-Sanchez P. and Hernandez-Santoyo A.

Fish and Shellfish Immunology
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