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Resumen y Abstract Xl

Resumen

Las lectinas son proteinas que reconocen carbohidratos y estan ampliamente distribuidas
en la naturaleza. Las lectinas vegetales son una herramienta valiosa en el diagnostico
clinico debido al reconocimiento de carbohidratos especificos, por ejemplo el antigeno Tn
(GalNAc-Ser/Thr), que se expone en algunas patologias como el cancer.

Las lectinas de la familia Leguminosae son las méas estudiadas, encontrando varias
especies que reconocen el antigeno Tn. En contraste, en la familia Lamiaceae es escasa
la informacion disponible. En ésta Unicamente se ha reportado la estructura terciaria de la
lectina de Salvia miltiorrhiza y de Glechoma hederacea. El Grupo de Investigacion en
Proteinas (GRIP) ha caracterizado parcialmente las lectinas de Salvia palifolia, Hyptis
mutabilis, Lepechinia bullata (LLb-I) y Salvia bogotensis (LSBo-I), pertenecientes también

a la familia Lamiaceae.

Este trabajo continu6é con la caracterizacion de LLb-l y realizé una aproximacién a la
estructura primaria de LSBo-I, siendo ambas especies endémicas en Colombia. Por otra

parte se trabajo en la caracterizacion bioquimica de LLb-Il y LSBo-Il.

Para la purificacion se realiz6 cromatografia de intercambio aniénico y cromatografia de
afinidad sobre diferentes ligandos. LLb-I aglutin6 preferencialmente eritrocitos T (Gal 31,3
GalNAc-O-Ser / Thr) y Tn (GalNAc-O-Ser / Thr) y present6 un punto isoeléctrico (pl)
cercano a 8.5. En electroforesis en gel de poliacrilamida denaturante y reductora (SDS -
PAGE) se observaron bandas alrededor de 28, 48 y 93 kDa; la especie de 93 kDa no logré

disociarse completamente a pesar de ser sometida a diferentes condiciones de reduccion.

En LSBo-I se realiz6 digestion triptica y secuenciacion de fragmentos por espectrometria
de masas en tandem obteniéndose una secuencia parcial con 62% de cobertura sobre el

total esperado, y presenté un modelo tridimensional similar al de lectinas tipo Leguminosa.
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LLb-Il y LSBo-Il aglutinaron eritrocitos A, Ty Tn, y presentaron caracteristicas bioquimicas
similares a lectinas de Leguminosae especificas por manosa/glucosa. Por primera vez se

reporta en especies de la familia Lamiaceae la presencia de mas de una lectina.

Palabras clave: Lectina vegetal, Lepechinia bullata, Salvia bogotensis, Familia
Lamiaceae, Antigenos Ty Tn, Glucosa/ Manosa, Purificacion de proteinas.
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Abstract

Lectins are proteins that recognize carbohydrates, are widely distributed in nature.
Vegetable lectins are a valuable tool in clinical diagnosis due to the recognition of specific
carbohydrates, for example the Tn antigen, which is exposed in some pathologies such as

cancer.

Lectins of the Leguminosae family are the most studied, finding several species that
recognize Tn antigen. In contrast, in the Lamiaceae family, the available information is
limited. In this, just the tertiary structure of Salvia miltiorrhiza lectin and Glechoma
hederacea lectin has been reported. The Protein Research Group (PRG) has partially
characterized the lectins from Salvia palifolia, Hyptis mutabilis, Lepechinia bullata (LLb-I)

and Salvia bogotensis (LSBo-I), which both belong to the Lamiaceae family.

This work continued with LLb-I characterization and performed an approximation to the
primary structure from LSBo-I, being endemic species in Colombia. On the other hand, we

worked on biochemical characterization of LLb-Il and LSBo-II.

Anion exchange chromatography and affinity chromatography on different ligands were
performed for lectins purification. LLb-1 preferentially agglutinated T and Tn erythrocytes
and presented an isoelectric point near to 8.5. In SDS-PAGE 28, 48 and 93 kDa bands
were observed. The last one species did not completely dissociate despite being subjected

to different reduction conditions.

Tryptic digestion and fragment sequencing by tandem mass spectrometry were performed
in LSBo-I, obtaining a partial sequence with 62% coverage over the expected total. It

presented a three-dimensional model similar to the Leguminous type lectins.

LLb-Il and LSBo-IlI agglutinated A, T and Tn erythrocytes, and presented biochemical
characteristics similar to mannose / glucose-specific Leguminosae lectins. For the first time

is reported the presence of more than one lectin in Lamiaceae species.

Keywords: Vegetal lectin, Lepechinia bullata, Salvia bogotensis, Lamiaceae family,

T and Tn antigens, Glucose / Mannose, Protein purification.
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Introduccioén

Las lectinas son un grupo de proteinas con especificidad en el reconocimiento de
carbohidratos. Son diferentes a los anticuerpos, a proteinas transportadoras de mono y
oligosacaridos libres, y a las enzimas encargadas de la biosintesis de oligosacaridos
(Rudiger y Gabius, 2009). Su estudio comenzé hace mas de cien afios debido al efecto
aglutinante sobre diversas células como eritrocitos, linfocitos, plaquetas, espermatozoides
y células tumorales, entre otras (Gabius, 2000), por lo tanto se han convertido en moléculas
valiosas para el diagndstico y pronéstico de patologias asociadas con alteraciones en la
glicosilacidon celular, como la encontrada en diferentes tipos de cancer (Ghazarian et al.,
2011; André et al., 2015; Kudelka et al., 2015).

Estas proteinas estan distribuidas ampliamente en la naturaleza encontrandose en virus,
bacterias, hongos, plantas y animales. Las lectinas de origen animal han sido involucradas
con funciones de chaperonas, direccionamiento intracelular de glicoconjugados, transporte
intracelular, mediacion de endocitosis, reconocimiento de glicanos foraneos, induccién o
supresion de moléculas efectoras, regulacion del crecimiento celular, induccion de
apoptosis, interacciones célula — célula, entre otras (Ambrosi et al., 2005). Las lectinas
vegetales han sido relacionadas con mecanismos de defensa contra insectos y
microorganismos (De Schutter y Van Damme, 2015; Dang y Van Damme, 2015; Macedo
et al., 2015; Raja et al., 2016; Lima et al., 2016), almacenamiento de proteinas, transporte
de carbohidratos, procesos de regulacion fisiolégica y de estimulacién mitogénica (Gabius
et al., 2002; Maciel et al., 2004; Martinez, 2009; Dany Ng, 2016).

Actualmente las lectinas vegetales se han definido como una superfamilia de proteinas
gue participan en la defensa de plantas contra el ataque de patdgenos, predadores (Lanoo

y Van Damme, 2014; Casas et al., 2016) e insectos fitéfagos (Vandenborre et al., 2011).
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También se han relacionado con la respuesta del “Sistema inmune” de plantas y animales
(De Schutter y Van Damme, 2015).

Las lectinas han sido una herramienta importante en los estudios de purificacién y
caracterizaciéon estructural de los oligosacaridos presentes en glicoconjugados (André et
al.,, 2015; Bojarovad y Kren, 2016). La glicosilacion es una de las modificaciones
postraduccionales mas frecuente en las proteinas, ésta ocurre por la uniéon de una o mas
cadenas de oligosacaridos al polipéptido, confiriendo a las proteinas diferentes cualidades
estructurales y funcionales (Van Damme, 2011).

Actualmente uno de los campos de mas rapido crecimiento en bioquimica y biologia
molecular es la glicomica, término que hace referencia al estudio de la funcién de los
carbohidratos y cémo estos pueden regular procesos biol6gicos que van desde la
coagulacion hasta la infeccién viral y bacteriana, actuando en diferentes tipos de células.
Los glicoconjugados expuestos en las superficies celulares desempeifian funciones de
reconocimiento, adhesién y comunicacion celular. En células alteradas estas interacciones
estan relacionadas con tumorogénesis, progresion de tumor y metastasis (Kannagi et al.,
2004; Cazet et al., 2010; Syed et al., 2016), lo que ha llevado al desarrollo de vacunas
basadas en carbohidratos asociados a células cancerosas (Cipolla et al., 2008; Syed et al.
2016). Durante los procesos de diferenciacion celular y transformacién maligna de células
cancerosas, la biosintesis de oligosacaridos no es igual que en las células normales
(Sharon y Lis, 1989; Hakomori, 1996; Satomaa et al., 2009; Wang et al., 2013, Pinho y
Reis, 2015). Otros estudios han mostrado que hay una disminucién en el crecimiento de
células cancerosas y por lo tanto un mejor prondstico de vida al utilizar lectinas durante el

tratamiento de la enfermedad (Springer, 1997; Kanev y Bakar, 2016).

La glicopatologia estudia la alteracion del proceso de glicosilacion de proteinas a nivel
celular, el cual puede modificarse aberrantemente ante diversas situaciones fisioldgicas y
patolégicas. En este contexto las lectinas han sido un instrumento valioso como moléculas
de biorreconocimiento y han sido clave en el estudio de este comportamiento (Ambrosi et
al., 2005; Dan et al., 2015; Yamamoto et al., 2016; Syed et al., 2016). La distribucion,
interacciones e importancia de las lectinas en el campo biomédico han sido ampliamente

documentadas (Lis y Sharon 1986; Van Damme et al., 1998; Sharon y Lis, 2001; Sharony



Introduccion 3

Lis, 2005; Kuno et al., 2010; Goldsetin y Poretz, 2012; André et al; 2015, Bojarova y Kren,

2016) y esto ha permitido estudiar los glicanos a nivel estructural y funcional.

De otro lado, algunas lectinas vegetales también han sido reportadas como moléculas
inhibidoras de la infeccion del VIH (Virus de Inmunodeficiencia Humana) y de otros virus;
este comportamiento es debido a la capacidad que tienen las lectinas de reconocer y unirse
especificamente a glicoproteinas expuestas en la envoltura de virus, bloqueando asi la
union que debe darse con la célula hospedera (Akkouh et al., 2015).

Teniendo en cuenta que es importante conocer la especificidad de lectinas, se han
desarrollado métodos para determinar las constantes afinidad de las interacciones
proteina-carbohidrato utilizando Cromatografia Frontal de Afinidad (FAC) (Hirabayashi,
2003; Nakamura-Tsuruta et al., 2007); sin embargo muchas de las lectinas vegetales
pueden identificar un rango limitado de glicanos, o por el contrario, reconocen una gran
variedad, disminuyendo su especificidad. En la actualidad se esta desarrollando la
ingenieria de lectinas para obtener moléculas con especificidades y afinidades mas
definidas por los carbohidratos. Algunos de los métodos que permiten realizar las
modificaciones en las lectinas incluyen mutagénesis dirigida y aleatoria, y por lo tanto es

importante realizar estudios previos de secuencia de la proteina o del gen (Hu et al., 2015).

Las lectinas presentes en las semillas de diferentes especies de la familia Leguminosae
(Leguminosas) han sido ampliamente estudiadas tanto a nivel estructural como a nivel
funcional (Rini, 1995; Sharon y Lis, 2003; Goldstein y Poretz, 2012; Santos et al., 2014;
Nascimento et al., 2016), mientras que las lectinas pertenecientes a la familia Lamiaceae
(Lamiaceas, Labiadas) cuentan con escasos estudios que describan su estructura y
funcién. Hasta el momento se ha reportado la caracterizacion parcial de las lectinas de
Salvia sclarea (Piller et al., 1986; Medeiros et al., 2000; Wu, 2005), Moluccella laevis (Lis
et al.,, 1988; Duk et al., 1992; Lis y Sharon, 1994), Salvia palifolia, Hyptis mutabilis
(Filgueira, 2002; Filgueira 'y Pérez, 2013), Lepechinia bullata (LLb) (Sanabria, 1999; Rojas,
2004; Quintero, 2006), Salvia bogotensis (LSBo) (Vega, 2004; Vega y Pérez, 2006),
Gleheda (Wang et al., 2003a) y Salvia miltiorrhiza (Wenping et al., 2015). La
caracterizacion bioquimica de la lectina de Salvia bogotensis (LSBo-I) mostr6 diferencias

apreciables con los datos publicados para Salvia sclarea (Medeiros et al., 2000); aunque
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las dos lectinas reconocen el antigeno Tn (GalNAc a-Ser/Thr). Las propiedades
moleculares de la LLb-I fueron similares a las de LSBo-I (Wilches et al., 2012; Wiches et

al., sometido), incluso en el reconocimiento por los antigenos Ty Tn.

El estudio de estas lectinas es importante ya que poseen la habilidad de reconocer
antigenos que normalmente se encuentran enmascarados en la superficie celular y estan
asociados con una gran variedad de carcinomas (Springer, 1984 y 1997; Lisowska, 1995;
Cao et al., 1996; Kishikawa et al., 1999; Ju et al., 2011 y 2013; Kudelka et al., 2015). Para
las lectinas LSBo-1 y LLb-I no se cuenta atin con informacién sobre su estructura primaria,
lo que dificulta la comprension de sus mecanismos de accion a nivel molecular y el estudio
de las interacciones con los carbohidratos. Este trabajo se enfocé en la realizacion de
estudios para determinar la secuencia de aminoacidos de lectinas que reconocen los
antigenos T y Tn, asi como la purificacion de nuevas lectinas a partir de semillas de
Lepechinia bullata y de Salvia bogotensis, dos especies endémicas pertenecientes a la

familia de las Lamiaceas.
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1.Justificacion

El desarrollo de enfermedades neoplasicas y de otras patologias est4d usualmente
asociado con cambios en la estructura de los carbohidratos expuestos en la superficie
celular y que conforman las glicoproteinas presentes en los fluidos biolégicos. Debido a
gue funciones fisiolégicas de importancia en la célula dependen del reconocimiento de
oligosacéridos especificos, las alteraciones en glicosilacién sirven como marcadores en el

estudio de la patogénesis de transformaciones neoplasicas.

Con las lectinas se han realizado estudios para investigar los cambios de glicosilacion y
asi entender el significado biolégico y patolégico de estas modificaciones. Los antigenos
sirven como marcadores tumorales y para el laboratorio clinico representan una poderosa
herramienta, Gtil en el diagndstico y pronéstico de los pacientes con cancer. Se ha
estudiado gran variedad de estas moléculas entre las que se encuentran los antigenos
SLeX, CEA, CA-125, CA19-9, CA 15.3, SLe*, Le", Le*-LeX Tny sTn, entre otros (Pinho et
al., 2015). Muy pocas son de utilidad en el diagndstico temprano de cancer, pero la gran

mayoria ayudan en la etapa de evaluacién del tratamiento.

Diversos estudios se han orientado hacia la busqueda del marcador tumoral que permita
detectar oportunamente el cancer para asi poder evaluar integralmente las diferentes
alternativas terapéuticas. Un interés especial se ha dado a los antigenos T, su precursor
Tn vy sus formas sialiladas (Springer, 1984; Lisowska, 1995; Kishikawa et al., 1999; Julien
etal., 2012; Ju et al., 2011 y 2013; Munkley, 2016), asi como al mecanismo de las lectinas
vegetales para reconocerlos (Rouge et al.,, 2011). Los antigenos T, Tn y sTn estan
asociados a una gran cantidad de carcinomas y permiten la prediccion de algunos tumores
durante su curso clinico. El interés en estos antigenos y las moléculas que los detectan ha
ido incrementdndose y es por esto que el Grupo de Investigacion en Proteinas (GRIP)
inicié hace algunos afos un estudio detallado sobre las lectinas de Lamiaceas de Colombia
(Vega, 1997; Fernandez-Alonso et al., 2003; Pérez et al., 2006; Ferndndez-Alonso et al.,

2009). El conocimiento de estas especies es muy escaso, particularmente en lo que
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respecta a las lectinas que poseen y que han sido detectadas en algunas especies de la
zona templada, las cuales son capaces de reconocer el antigeno Tn. Como trabajo del
grupo se caracterizé molecularmente LSBo-1 y se hicieron estudios para la deteccion de la
presencia del antigeno Tn en lineas celulares preestablecidas, cultivos primarios y en
células escamadas de orina de pacientes con cancer de vejiga en diferentes estadios de
la enfermedad (Vega, 2004; Vega y Pérez, 2006).

Algunos estudios con lectinas de Leguminosas han permitido establecer como es la
estructura del sitio de combinacién con carbohidratos y explican a nivel molecular como
son las interacciones proteina-proteina, proteina-célula, célula-célula mediadas por este
tipo de moléculas (Sharon y Lis, 2001). A pesar de la importancia que tienen las lectinas
de Lamiaceae por el reconocimiento del antigeno Tn, existe informacién estructural muy
escasa para avanzar en el conocimiento de estas moléculas, entender su mecanismo de
interaccion con los carbohidratos (Rougé et al.,, 2011), comprender como las lectinas
podrian ser de utilidad para el diagnéstico y prondstico de patologias, asi como la forma
en que pueden interactuar con otras glicoproteinas ricas en el antigeno como son las
mucinas epiteliales. El aislamiento en una cantidad suficiente para su caracterizacion
molecular y estructural presenta varias dificultades, por lo tanto muy pocas lectinas de
especies endémicas han sido purificadas y caracterizadas bioquimicamente (Lis y Sharon,
1994; Sanabria, 1999; Medeiros et al., 2000; Vega y Pérez, 2006; Pérez y Vega, 2007); sin
embargo, las lectinas de Glechoma hederacea (Wang et al., 2003a) y Salvia miltiorrhiza
(Wenping et al., 2015) fueron obtenidas mediante clonacién molecular para realizar los

estudios relacionados con su estructura.

El establecimiento de la estructura terciaria para explicar la especificidad de las lectinas,
forma de interaccion con el carbohidrato y sus posibles aplicaciones biolégicas, requiere
conocer los diferentes niveles estructurales de estas proteinas, por lo tanto este trabajo
estuvo encaminado a hacer un aporte al conocimiento de las caracteristicas estructurales
de las lectinas de Lepechinia bullata y de Salvia bogotensis, que permitan posteriormente
elucidar su estructura tridimensional y estudiar su interaccion con el antigeno Tn. De esta
forma se profundizara en el conocimiento de nuevas proteinas con un gran potencial

biotecnoldgico derivadas de especies vegetales endémicas de Colombia.
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La propuesta de investigacion desarrollada se basé en la siguiente hipodtesis: “Las lectinas
aisladas de las semillas de Lepechinia bullata y de Salvia bogotensis, caracterizadas
bioguimicamente y con un analisis preliminar de la estructura primaria tendran una
secuencia de aminoacidos similar a la de lectinas de Leguminosas y/o animales, y por lo

tanto seran de utilidad en las ciencias biomédicas”.






2.0bjetivos

2.1 Objetivo general

Determinar la estructura primaria parcial de una de las lectinas de Lamiacea especifica
para el antigeno Tn y detectar nuevas lectinas en semillas de Salvia bogotensis y/o

Lepechinia bullata.

2.2 Objetivos especificos

= Caracterizar bioguimicamente la lectina de Lepechinia bullata (LLb-I) y compararla con

otras lectinas especificas para el antigeno Tn.

» Determinar la secuencia parcial de aminoacidos de la(s) lectina(s) presente(s) en
semillas de Lepechinia bullata y/o Salvia bogotensis, especificas para el antigeno Tn.

» Realizar estudios preliminares para la obtencién de una proteina recombinante de

Lepechinia bullata.

= Detectar la presencia de nuevas lectinas en las semillas de Salvia bogotensis y/o

Lepechinia bullata.






3.Marco tedrico

3.1 Generalidades sobre lectinas

La primera definicion de lectina fue realizada por Shapleigh y Boyd, quienes introdujeron
este término por derivarse de la palabra latina Legere, que significa seleccionar o escoger.
(Boyd y Shapleigh, 1954).

Las lectinas son un grupo de proteinas con especificidad en el reconocimiento de
carbohidratos. Son diferentes a los anticuerpos, a proteinas transportadoras de mono y
oligosacaridos libres, y a las enzimas encargadas de la biosintesis de oligosacaridos
(Rudiger y Gabius, 2009).

Estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas a partir de plantas,
virus, bacterias y animales invertebrados y vertebrados incluyendo mamiferos. Asi mismo,
han sido reportadas lectinas nucleo-citoplasmaticas y lectinas destinadas para secrecion.
Algunas de estas proteinas pueden expresarse induciblemente (como respuesta a
condiciones ambientales), mientras que otras aparecen constitutivamente (Van Damme et
al., 2008). La gran especificidad de lectinas hacia determinadas moléculas de
carbohidratos, las ha convertido en una herramienta importante en la investigacion
biomédica, principalmente en el diagnéstico de diversas enfermedades relacionadas con
la alteracion de perfiles de glicosilacion de células (Ghazarian et al., 2011; André et al.,
2015; Kudelka et al., 2015), asi como en la identificacion y bloqueo de agentes virales y
microbiol6gicos (Akkouh et al., 2015). Adicionalmente, las lectinas han sido reconocidas
como elementos valiosos para investigacion y diagnéstico en cancer (Mislovicova et al.,
2009; Ghazarian et al., 2011; André et al., 2015; Kudelka et al., 2015; Syed et al., 2016).

Algunos métodos para estudiar la interaccion entre lectinas y carbohidratos incluyen la
aglutinacion de eritrocitos y de otros tipos celulares. Asi mismo, las lectinas han sido una

herramienta importante en los estudios de purificacién y caracterizacion estructural de los
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oligosacéridos presentes en glicoconjugados (Yamamoto et al., 2004; Bedair y El Rassi,
2005; André et al., 2015; Bojarova y Kren, 2016).

Con lectinas se han desarrollado técnicas cromatograficas y de microarrays, posibilitando
el estudio de gran variedad de carbohidratos y glicanos complejos con la ventaja de ser
pruebas altamente sensibles que permiten realizar multiples andlisis simultaneos usando
cantidades pequefias de lectina purificada (Nilsson, 2007; Van Damme et al., 2011; Wu et
al., 2014; Hirabayashi, 2015). Sin embargo, para emplear estas proteinas es importante
delinear su especificidad, es decir, cudl es la estructura glicosidica exacta que ellas
reconocen, incluyendo el tipo de enlace glicosidico (a y/o B), la clase de unién (1-3, 1-4, 1-
6) y el tipo de estructura (monosacéridos, disacéaridos, oligosacéridos), entre otros. El
estudio detallado de la especificidad de las lectinas es posible empleando la técnica
Cromatografia Frontal de Afinidad (FAC), que ha permitido distinguir entre estructuras muy
similares de oligosacéridos, lo cual no es posible por otras técnicas analiticas (Hirabayashi
y Kasai, 2002; Nakamura-Tsuruta et al., 2007; Kasai, 2014). Las lectinas cuya especificidad
ha sido bien definida han sido la base para el desarrollo de microarreglos (lectin-arrays)
gue permiten el analisis estructural de un gran nimero de oligosacéaridos que estan
presentes en células normales y tumorales y que tienen relevancia biolégica (Kuno et al.,
2010; Vasta 'y Ahmed, 2009; Matsuda et al., 2008; Tateno et al., 2008; Tateno et al.,2009);
sin embargo, ademas de emplear lectinas comerciales, es necesario incrementar la
disponibilidad de lectinas no comerciales, con especificidades diferentes de las ya

establecidas.

Actualmente, se estan desarrollando técnicas que utilizan en conjunto microarrays (hechos
a base de para lectinas naturales, lectinas recombinantes remodeladas, glicanos sintéticos
y recombinantes, glicanos naturales y sintéticos), modelamiento bioinformético y
espectrometria de masas (EM), entre otras, para estudios de ensayos de
bioreconocimiento y aplicaciones con fines de diagndstico clinico, por lo que el uso de
lectinas en el campo de la glicomica se ha convertido en un area prometedora de la
glicobiologia, en la que aun falta mucho por explorar (Mislovicova et al., 2009; André et al.,
2015; Bojarova y Kren, 2016).
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El Grupo de Investigacion en Proteinas (GRIP) actualmente es uno de los pocos
laboratorios en América Latina dedicados al campo de las lectinas provenientes de
Leguminosas, Lamiaceas y mas recientemente de algas marinas (Pérez, 1993; Almanza
et al., 2004; Melgarejo et al., 2005; Vega y Pérez, 2006; Pérez y Vega, 2007; Cortazar et
al., 2016; Wilches et al., 2016; Carrefio et al., 2016; Casas et al., 2016a; Casas et al.,
2016b).

3.2 Lectinas animales

Las estructuras primarias de las 18 diferentes familias en las que se clasifican las lectinas
animales segun su plegamiento y caracteristicas (Gabius y Gabius, 1997; Vasta y Ahmed,
2009), se encuentran reportadas en el Protein Data Bank (RCSB-PDB) y en
UniprotkKB/Swiss-Prot. Adicionalmente ha sido establecida la estructura terciaria de mas
de 250 proteinas, dando origen a 18 familias con por lo menos un representante (Loris,
2002), siendo de origen muy variado como la de almeja (Gourdine et al., 2007), Proteina
de Unién a Manosa (MBP) (Weiss et al., 1991), Selectina E (Graves et al., 1994), lectinas
de tipo C en veneno de serpiente (Hamako et al.,, 2007; Sartim y Sampaio, 2015) y
Galectinas, siendo estas Ultimas un amplio grupo de lectinas animales expresadas en
varios tipos celulares, que cumplen funciones a nivel intracelular pero también lo hacen
siendo secretadas para unirse a glicoconjugados en la superficie celular (Liao et al., 1994;
Thiemann y Baum; 2016). En el caso de las Galectinas, la -1y -3 fueron aisladas en a
partir de tejidos de mamiferos; las lectinas -1, -4, -6 y -9 se expresan en células del tejido
epitelial, endotelial y del sistema inmune; y las Galectinas -5, -10, y -14 se han detectado

en distintas poblaciones celulares (Rapoport et al., 2008).

En general, las lectinas de origen animal han sido relacionadas con varios procesos
fisiologicos y patoldgicos incluyendo funciones de chaperonas, direccionamiento
intracelular de glicoconjugados, transporte intracelular, mediacion de endocitosis,
reconocimiento de glicanos foraneos, induccion o supresion de moléculas efectoras,
regulacion del crecimiento celular, induccion de apoptosis e interacciones célula — célula,
mediacion de la respuesta inmune e inflamatoria, progresién y desarrollo tumoral,
degeneracion neural, arteriosclerosis y aterosclerosis, diabetes, entre otras (Ambrosi et al.,
2005; Yang et al., 2008; Thiemann y Baum; 2016).
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3.3 Lectinas vegetales

El estudio de las lectinas inici6 en el afio 1888 gracias a los hallazgos acerca de la relacion
existente entre la toxicidad de los extractos de semillas de castor y la presencia de un
factor proteico hemoaglutinante denominado ‘“ricina” (Stillmark, 1888). En los afos
siguientes se reportaron toxinas similares en otras plantas. En 1898 se introdujo el término
hemaglutinina para definir todas las proteinas de plantas que presentaran caracteristicas
de aglutinar células sanguineas (Elfstrand, 1898). El primer reporte de hemaglutininas no
téxicas fue realizado en 1907, describiendo la presencia de lectinas en Leguminosas
(Landsteiner y Raubiteschek, 1907), de ahi en adelante se descubrieron diversas lectinas
no téxicas. Hacia 1940 se reporté que algunas semillas presentaban aglutininas
especificas para los antigenos de los grupos sanguineos humanos del sistema ABO;

debido a esta propiedad selectiva se acufié el término lectina (Boyd y Reguera, 1949).

Las lectinas son proteinas ubicuas encontradas principalmente en semillas (Cavada
1998), aunque también estan presentes en menor cantidad en hojas, cascaras, frutos,
raices y flores (Martinez y Cérdoba, 2000; Mishra 2004; Naeem 2001). En la célula, las
lectinas pueden ser almacenadas en las vacuolas de los cotiledones y endospermos de
las semillas, en cantidades que oscilan entre el 2% y el 10% de proteina total; éstas son
sintetizadas durante el desarrollo de la semilla junto con otras proteinas de
almacenamiento (Melgarejo et al., 1997 ; Martinez, 2009). En algunas células las lectinas

pueden ser encontradas en citoplasma y espacio intracelular (Nascimento et al., 2012).

En Canavalia ensiformis se reportd la interaccién de la lectina Con A con Vicilina (una
proteina de almacenamiento) lo que permitié relacionarla con el mecanismo de deposicién
de las vicilinas y sugerirlo como un proceso generalizado en las semillas de Leguminosas
mediando la deposicion de las proteinas de almacenamiento en el cuerpo proteico, lo que
podria explicar el por qué las lectinas y las proteinas de reserva se encuentran en el mismo

organelo subcelular dentro de las semillas (Martinez, 2009).

La presencia de lectinas ha sido relacionada con mecanismos de defensa contra insectos
(De Schutter y Van Damme, 2015; Dang y Van Damme, 2015, Macedo et al., 2015; Raja

et al., 2016; Lima et al., 2016), almacenamiento de proteinas, transporte de carbohidratos,
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procesos de regulacion fisioldgica y de estimulacion mitogénica (Gabius et al., 2002; Maciel
et al., 2004, Dan y Ng, 2016; Casas et al., 2016) y reconocimiento de las bacterias fijadoras
de nitrégeno del género Rhizobium (Pusztai, 1991; Gabius et al., 2002), en las que también
se observd que lectinas vegetales presentes en el suelo incrementan la formacion de
biopeliculas en estas bacterias (Pérez-Giménez et al., 2009); gracias a esta propiedad, son
también usadas como una alternativa biotecnolégica en el control de biopeliculas

bacterianas con fines de aplicacion clinica (Cavalcante, 2014).

Las lectinas vegetales han sido utilizadas ampliamente en el estudio de estructuras de
superficies celulares, en el reconocimiento de grupos sanguineos, y como agentes
mitogénicos, en el aislamiento de glicoconjugados que presenten estructuras glicosidicas
capaces de unirse a ellas, en la identificacién de sitios especificos de union a carbohidratos
en proteinas y en el reconocimiento de estructuras cancerosas (Lis y Sharon, 1986; Green,
1989; Barre et al, 2001; Satomaa et al., 2009; Dass, 2015; Kudelka, 2015; Syed et al.,
2016; Gorakshakar y Ghosh, 2016).

Para el estudio de las lectinas, actualmente algunos investigadores prefieren hacer el
aislamiento y la caracterizacion estructural por medio de proteinas recombinantes. La
ventaja radica en que este proceso representa menor dificultad en la obtencion de
moléculas puras y en cantidad suficiente para llevar a cabo estos ensayos (Susuki, 1996;
Tateno et al., 2003; Kong et al., 2004, Tanaka et al., 2009; Varejao et al., 2010; Fuqua et
al., 2015; Lopes-Sousa et al, 2016).

Pasando a la clasificacién de estas moléculas, en el siguiente esquema se define cada una
de las clases de lectinas tomando como base el sitio de reconocimiento a carbohidrato
(Van Damme et al., 1998; Jiang et al. 2010).
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Figura 3-1:  Clasificacion de las lectinas segun el sitio de reconocimiento a carbohidrato.
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Unido a lo anterior, las lectinas vegetales también pueden clasificarse dependiendo de la
especificidad hacia el monosacarido que inhibe su actividad hemaglutinante (Hernandez
et al. 2005), segun el carbohidrato que reconocen (manosa, manosa/glucosa, N-
acetilglucosamina/glucosa, N-acetilgalactosamina/galactosa, fucosa, entre otros)
(Azevedo-Moreira et al. 1991, Hernandez et al. 2005), y segun su estructura (Azevedo-
Moreira et al. 1991; Wright, 1997; Peumans y Van Damme, 1998; Hernandez et al. 2005;
Van Damme, 2008; Jiang et al. 2010; Santos et al., 2014). Sin embargo, en la siguiente
figura (3.2), se resumen los hallazgos alrededor de estudios de lectinas presentes en
plantas, clasificandolas molecularmente en doce familias (Wright, 1997; Peumans y Van
Damme, 1998; Hernandez et al. 2005; Van Damme, 2008; Jiang et al. 2010; Santos et al.,
2014).

Figura 3-2:  Clasificacién segun familias de lectinas.
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En 1957 fueron reportados diversos extractos de semillas de Leguminosas con actividad

hemoaglutinante, algunos de los cuales mostraban especificidad por grupos sanguineos

(Mékela, 1957).
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Estas proteinas generalmente se encuentran constituidas por dos o cuatro subunidades
idénticas con un peso molecular entre 25 y 30 kDa, cada una de las cuales contiene un
sitio de unién para iones metdlicos Ca?*, Mn?" y Mg?". Un ejemplo tipico de lectinas
diméricas son las pertenecientes a la tribu Viceae; por su parte las tetraméricas lo
constituyen las lectinas presentes en especies de la tribu Diocleae, especificas por

glucosa/manosa.

En la figura 3-3 se muestra un ejemplo de este tipo de estructuras que corresponde a
Concanavalina A (Con A) (PDB 3CNA), evidenciando la estructura clasica de lectinas de
la familia Leguminosae. Esta lectina es extraida de Canavalia ensiformis, y fue una de las
primeras en ser caracterizada y conocida su estructura tridimensional. Reconoce
especificamente a-D-glucosa y a-D-manosa, asi como oligosacaridos ricos en manosa,

enlazandose a glicoproteinas y glicolipidos (Hardman y Ainsworth, 1972).

Figura 3-3: Estructura tridimensional de Concanavalina A.

Figura tomada del Protein Data Bank (PDB 3CNA). Resolucién 2.4 angstroms. Cada hebra, bucle y
subunidad estan representados en un color diferente. Las esferas verde y gris simbolizan los iones
calcio y manganeso necesarios para la actividad de Con A. A. Estructura monomérica simbolizada
desde el extremo amino terminal en azul oscuro, hasta el carboxilo terminal representado en rojo.
B. Interaccién de las cuatro subunidades idénticas para formar el tetrAmero de Concanavalina A.




Marco teérico 21

En la estructura de lectinas tipo Leguminosa las cadenas se encuentran asociadas de
forma no covalente. Se ha encontrado gran homologia estructural entre todas las
subunidades presentes en la molécula, el plegamiento tipico de los monémeros es de tipo
“Jelly roll” constituyéndose de tres hojas: una trasera con 6 hebras antiparalelas de forma
plana, una delantera cdéncava, con siete hebras y una mas pequefia con cinco hebras que
mantiene juntas las otras dos hojas, lo que genera una estructura aplanada en forma de
domo con cuatro bucles localizados en la parte superior del monémero formando el sitio
de reconocimiento a carbohidratos. Este plegamiento tipico se denomina el "legume lectin
fold" que también ha sido hallado en algunas proteinas bacterianas, fungicas y animales
(Sharon y Lis, 2001).

En la familia Leguminosae se han descrito varias lectinas con especificidad por el antigeno
Tn. Este es el caso de la lectina presente en Vatairea macrocarpa (Lopes-Sousa et al.,
2015) Abrus precatorius, Arachis hypogaea, Griffonia simplicifolia, Psophocarpus
tetragonolobus, Vicia graminea y Vicia villosa isolectina Bs (Rougé et al., 2011). De esta
Gltima, un andlisis de su estructura tridimensional mostré que la unién al antigeno Tn esta
mediada por una red de puentes de hidrégeno entre O3, O4, O6 y el grupo N-acetil del
GalNAc, con los aminoacidos Asp85, Gly103, Asnl129 y Asn214, presentes en el bolsillo
de union a carbohidrato de la lectina. El residuo Tyrl27 también esta involucrado en la
interaccion con el anillo de la piranosa del GalNAc, y por un puente de hidrégeno adicional
formado con el OH de la serina del antigeno Tn; considerando este Ultimo residuo como

responsable de la especificidad de la lectina por el determinante Tn (Babino et al., 2003).

Varias de las lectinas que se han descrito con afinidad por el antigeno Tn tienen una
estructura y un mecanismo de reconocimiento al carbohidrato muy similar (Rougé et al.,
2011).

Las lectinas de Leguminosas en general tienen una amplia especificidad por diversos
residuos de carbohidratos a pesar de tener secuencias de aminoacidos muy conservadas
entre las diferentes especies. Estas proteinas han sido durante décadas un paradigma en
el campo de interacciones proteina-carbohidrato y su relacion estructura-funcion (Loris et
al., 1998, Goldstein y Poretz, 2012). Las numerosas secuencias disponibles (RCSB_PDB,
UniprotKB/Swiss-prot) muestran un alto grado de similitud en estructura primaria, con

alrededor de 20% de aminoacidos idénticos y un 20% de similaridad. Los aminoacidos
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conservados incluyen aquellos que conforman el “sitio de unién” del carbohidrato y los que
coordinan los iones metalicos (Van Damme et al. 1998). La similitud en la estructura
primaria y las diferencias de especificidad respecto a un carbohidrato dado, hacen de estas
proteinas un modelo apropiado para el estudio a nivel molecular de las relaciones

estructura - funcion.

Recientemente, la lectina encontrada en Vatairea macrocarpa fue propuesta como una
molécula de utilidad para la deteccidn de células cancerosas debido al reconocimiento que
tiene sobre el antigeno Tn (Lopes-Sousa et al., 2016). La proteina es tetramérica y cada
subunidad tiene 240 residuos de aminodcidos. Su estructura terciaria corresponde a
lectinas tipo Leguminosa, en donde se observa reconocimiento por GalNAc y por el
antigeno Tn, y contiene el motivo “jelly roll” construido por una lamina de seis y otra de
siete hebras, interconectadas por diversos loops de longitud variable. En la figura 3-4 se
muestra el modelo tridimensional de reconocimiento de la lectina por el antigeno Tn
(Lopes-Sousa et al., 2016).

En la estructura se observa que el anillo piranosa del azlcar esta ubicado entre la cadena
alifatica de la Leu215 y el anillo aromatico de Phel129. Por otra parte, el grupo 4-OH del
azucar establece un puente de hidrégeno con el grupo hidroxilo del Asp109 y con el grupo
amino de Leu215. El grupo 3-OH del GalNAc en el antigeno Tn interactia con Aspl109 y
Asnl131. También se encontraron puentes de hidrogeno entre el hidroxilo del carbono 6 del
azucar y el hidroxilo de la cadena sustituyente de Ser216, asi como la interaccién del grupo

carbonilo del N-acetil con el amino de Gly107.

La estructura también evidenci6 la formacion de un bolsillo hidrofébico en el cual se
acomoda el grupo N-acetil del carbono 2 en el GalNAc, éste esta formado por Phel08 y
Trp132. Estas interacciones son comunes en el reconocimiento de GalNAc y del antigeno
Tn, sin embargo para este Ultimo se encontraron adicionalmente tres moléculas de agua
gue ayudan a estabilizar el complejo Lectina-Antigeno Tn mediante el establecimiento de

puentes de hidrogeno (Lopes-Sousa et al., 2016).
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Figura 3-4: Modelo de reconocimiento de GalNAc por la lectina de Vatairea macrocarpa.
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Figura tomada de Lopes-Sousa et al., 2016. La representacion del sitio de unién del carbohidrato
en la lectina de Vatairea macrocarpa muestra las interacciones por puentes de hidrégeno (lineas
punteadas amarillas) con el antigeno Tn (estructura en barras verde, azul y roja). Los residuos de
aminoacido involucrados en el reconocimiento se muestran en lineas continuas.

Por otra parte, en la tribu Diocleae varias lectinas han sido purificadas y caracterizadas con
algunas diferencias bioquimicas y similitudes moleculares. Hasta hace muy poco, dentro
de la familia Leguminosae, la subtribu denominada Diocleinae estaba clasificada como una
de las subdivisones de la tribu Phaseoleae. Un exhaustivo andlisis filogenético molecular
basado en marcadores nucleares y de cloroplasto, reconsider6 la clasificaciéon de esta
subtribu Diocleinae a nivel de tribu Diocleae, con tres linajes principales: Canavalia, Dioclea
y Galactia. El linaje Canavalia contiene a las especies del género Canavalia; el linaje
Dioclea a los géneros Dioclea, Cymbosema, Cleobulia y Macropsychanthus; y el linaje
Galactia a los generos Galactia, Neorudolphia, Rhodopsis, Bionia, Cratylia, Lackeya,

Camptosema y Collaea (de Queiroz et al., 2015).

Lectinas de varias especies de la tribu Diocleae han sido aisladas y descritas en términos
de sus caracteristicas fisicoquimicas y de sus especificidades (Ramos et al., 1996, Dam et
al., 1998a, 1998b, 2000), asi como de la termodinamica de unién a carbohidratos (Dam et
al., 2000). Un aspecto interesante de esta tribu, es el hecho de que en sus semillas se han
encontrado dos lectinas con propiedades fisicoquimicas diferentes. El grupo de
investigacion en Proteinas (GRIP) ha detectado, aislado y descrito dos lectinas diferentes

(I'y I) en semillas de Dioclea lehmanni (LDL), Dioclea sericea (LDS), Dioclea grandiflora



24 Aproximacion a la estructura primaria de lectinas especificas para el
antigeno Tn e identificacién de nuevas lectinas especificas para
glucosa/manosa en semillas de Salvia bogotensis y Lepechinia bullata

(LDG), Canavalia ensiformis (LCE) y Galactia lindenii (LGL) con caracteristicas
fisicoquimicas y diferente especificidad (Pérez G., 1998; Sierra y Pérez, 1999; Melgarejo
et al., 2005;Quintero, 2014; Casas et al.,, 2016; Carrefio et al., 2016). Una actividad
biolégica importante de varias de estas lectinas es su capacidad mitogénica sobre linfocitos
en sangre periférica. Por ejemplo, la lectina de Cratylia mollis presenta reconocimiento
sobre manosa/glucosa y es estructuralmente similar a la lectina de Canavalia ensiformis
(ConA); ambas tienen ultilidad en estudios citogenéticos (Tavares et al., 1996; Maciel et
al., 2004).

3.3.2 Lectinas de la familia Lamiaceae

En contraste con la gran cantidad de informacién disponible acerca de lectinas animales y
de Leguminosas respecto a su distribucién, aislamiento, caracterizacion y determinacion
de parametros estructurales en los diferentes niveles de organizacion, la informacién sobre
lectinas de Lamiaceae es muy escasa a pesar del interés que suscitan por su especificidad
de reconocimiento hacia el antigeno Tn presente en células tumorales (Munkley, 2016; wu
et al., 1997). Esta es una de las lineas de investigacion del Grupo de Investigacion y el
trabajo realizado permitié publicar en el 2007, una revision de las lectinas de los diferentes
géneros de Lamiaceas estudiados hasta el momento y el estado del tema sobre la
caracterizacion bioquimica de las cinco proteinas aisladas y estudiadas (Pérez y Vega,
2007).

La familia Lamiaceae, se conoce comunmente como Lamiaceas o Labiadas debido a la
presencia de labios en sus flores. Estd compuesta aproximadamente de 252 géneros y
6700 especies en todo el mundo, entre las que se encuentran Glechoma, Hyptis, Mentha,
Scutellaria, Stachys, Salvia y Lepechinia, entre otras (The plant list, 2013; Olmstead,
2016). En Colombia, esta representada por 41 géneros y 308 especies. El género Salvia
es el mas diverso de la familia Lamiaceae, contando con al menos 88 taxones de hierbas
y arbustos (Fernandez-Alonso, 2012); por su parte, del género Lepechinia se han reportado

10 especies en el territorio colombiano (Fernandez-Alonso, 2009).

La habilidad que poseen las lectinas de algunas especies de Lamiaceas para reconocer el

antigeno Tn (GalNAc a-Ser/Thr) reviste gran importancia ya que normalmente se
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encuentra enmascarado en la superficie celular y es indetectable. En el caso del sindrome
de poliaglutinabilidad de eritrocitos, el desorden se caracteriza por la exposicién en la
superficie de la célula del antigeno Tn presente en sialoglicoproteinas modificadas (Berger,
1999). Cartron et al. (1978) presentaron evidencia con respecto a que las células
portadoras del antigeno Tn carecen de la enzima 3 B-D-galactosiltransferasa, sugiriendo
gue son el resultado de una mutacion somatica en la cual la adicién de galactosa para
formar el antigeno T no tiene lugar. El sindrome Tn esta asociado con anemia hemolitica
suave y leucopenia; también ha sido descrito en algunas anemias agudas o desordenes
mieloproliferativos (Roxby et al., 1992).

El antigeno Tn, su precursor T y su forma sialilada (sialil-Tn) estan asociados con una gran
variedad de carcinomas y los eventos metabdlicos que llevan a su exposicién parecen ser
diferentes de lo ocurrido con el sindrome Tn, los niveles de la enzima -
galactosiltransferasa encontrados en tejidos cancerosos y normales son similares (Dahiya
et al., 1992; Cazet et al., 2010; Ju et al., 2011; Wang et al., 2013, Munkley 2016), por lo
tanto la biosintesis de los oligosacéaridos presentes en células normales es diferente a la

de células transformadas.

En el curso de sus trabajos sobre tipificacion de grupos sanguineos, Bird y Wingham
detectaron la presencia de aglutininas (lectinas) en extractos salinos de semillas de 5
especies de Salvia de las 8 ensayadas (S.sclarea, S.sclarea turkestanica, S. haematodes,
S. farinacea y S. horminum) que reconocian los factores Tn y Cad, donde el

inmunodeterminante es la N-acetilgalactosamina (Bird y Wingham, 1974).

En 1976 los mismos autores reportaron la presencia de aglutininas del tipo Ty Tn en 6
Salvias mas (de un total de 13 estudiadas), (S. aethiopsis, S. nemorosa, S. sclareoides, S.
taraxacifolia y S. verbenacea) que contienen cantidades variables de la proteina (Bird y
Wingham, 1976). Posteriormente fue descrita la reaccion Tn-aglutinante de 9 especies de
Salvia (S. aurea, S. candelabrum, S. forskohlei, S. grandiflora, S. japonica, S. nilotica, S.
superba, S. transylvanica y S. verticilata) (Bird y Wingham, 1977). Mas adelante, en 1982
se reporto la presencia de lectina Tn en Salvia lyrata (Bird y Wingham,1981), sin embargo

no se intenté la purificacion de ninguna de ellas.
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Todas estas especies pertenecen a los subgéneros Salvia Benth y Sclarea Benth que
predominan en Eurasia y en zonas templadas de Norteamérica; por el contrario, las
especies pertenecientes al subgénero tropical Calosphace (Benth) (mas de 450)
permanecen practicamente inexploradas en este aspecto. En otros géneros de Lamidceas
también se han encontrado lectinas de semillas que reaccionan especificamente con el
antigeno Tn (Hyptis sp. y Marrubium velutinum) (Bird y Wingham, 1981; Bird y Wingham,
1982).

Por otra parte, las lectinas que presentan dominio tipo Leguminosa han mostrado actividad
insecticida e insectistatica (Casas et al., 2016). Se ha identificado que la estructura
tridimensional de la lectina de Glechoma hederacea (Gleheda) presenta un dominio tipo
Leguminosa, y se ha reportado su actividad insectistatica sobre las larvas del escarabajo
de la patata (Leptinotarsa decemlineata) (Wang, 2003b), encontrando que las larvas que
ingieren el alimento impregnado en una solucién de Gleheda no llegan al estado de pupa,

lo que evidencia una afectacion en el desarrollo del insecto (Wang, 2003b).

El estudio de las Lamiaceas ha crecido sustancialmente desde los afios 70, enfocandose
principalmente en el analisis de metabolitos secundarios, mucilagos, cariotipo y morfologia
comparativa de miembros de la familia Lamiaceae originarios de Eurasia y Norte América
(Ibrahim y Agquel, 2010; Bezi¢ et al., 2013); asi mismo se han reportado estudios
relacionados con plantas de la misma familia, originarias de Sur Africa (Kamatou et al.,

2008), América Central y Sur América.

Son limitados los estudios publicados que describen las lectinas de Lamiaceas. En 1986,
Piller et al. aislaron y caracterizaron parcialmente la lectina encontrada en Salvia sclarea
(LSS), describiéndola como una glicoproteina (Mr. 50 kDa) formada por dos subunidades
(cada una de Mr. 35 kDa) unidas mediante enlaces disulfuro. Tiene constantes de
asociacion de 1.8x10° M* para eritrocitos Tn y de 1.0x10° M? para el determinante
sanguineo Cad (GalNAcPB 1-4Neu5Aca 2-3Galp - R); adicionalmente, no parece requerir
cationes divalentes para ser activa. En el afio 2000, Medeiros et al. publicaron una
caracterizacion mas detallada de la lectina, refiriéndola como una glicoproteina
homodimérica (Mr. 60-61 kDa) con subunidades (Mr. 30-31 kDa) unidas por un puente

disulfuro; otros autores establecieron la estructura del oligosacarido. El estudio de la
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interaccion de la lectina con glicopéptidos sintéticos Tn mostré que reconoce un sélo
determinante Tn con respecto a los anticuerpos monoclonales (anti-Tn); en este ultimo

caso requieren una mayor densidad de determinates sintéticos (Osinaga et al., 2000).

En 1990 se publicdé un estudio relacionado con la interaccidon de esta lectina con lineas
celulares tumorales y con su capacidad de reconocimiento del antigeno Tn en células
provenientes de tumores (Piller et al., 1990a). Posteriormente, se describi6 la especificidad
de LSS y se compard con seis lectinas que reconocen residuos de GalNAc, concluyendo
gue LSS era la mas especifica hacia residuos de GalNAc-O-(Ser/Thr) (antigeno Tn) (Piller
et al.,1990b; Wu et al.,1997; Medeiros et al., 2000), y que su afinidad aumenta al unirse a
unidades estructurales con una alta densidad del antigeno Tn (Wu, 2005). Con esta lectina
Piller et al. (1990a) realizaron estudios sobre la iniciacién de la sintesis de proteinas O-
glicosiladas en la linea celular K562 (Leucemia) y aislaron proteinas altamente glicosiladas
ricas en estructuras Tn. Esta lectina ha sido utilizada como herramienta para la
caracterizacion de glicoforinas (Lee et al., 1981; Wu et al.,, 1995) y para evidenciar
aglutinacion de eritrocitos de personas que presentan el sindrome Tn (Kamitani et al.,
1992).

Posteriormente, el grupo de Sharon adelant6 una serie de estudios con otra lectina de la
familia de las Lamiaceas aislada de semillas de Moluccella laevis (Lis y Sharon, 1994).
Esta lectina se caracteriza por tener unos rasgos estructurales muy particulares que no se
han encontrado en otras lectinas vegetales. La proteina nativa tiene un peso molecular de
130 kDa y esta formada por tres subunidades, una de 67 kDa (compuesta por dos cadenas
de 46 y 28 kDa unidas por puentes disulfuro) y dos subunidades de 42 y 26 kDa. Es muy
estable bajo condiciones de disociacion y retiene su actividad aln después de exposicion
a Urea 8 M, permitiéndole unir carbohidratos en presencia de agentes denaturantes. Esta
propiedad fue util al purificar la especie de 42 kDa (que carece de actividad biol6gica) y la
subunidad de 26 kDa donde se observo la actividad aglutinante hacia eritrocitos A (50-10
ug/ml) y N (25-12 ug/ml). La especificidad hacia el antigeno Tn fue determinada por ensayo
de ELLSA (Enzyme Linked Lectino-Sorbent Assay) con varias glicoproteinas. Finalmente

se determiné una actividad de aglutinacion dual de tipo A+ Tn (Duk et al., 1992).

La lectina de las hojas de Glechoma hederacea (Gleheda) fue aislada en el afio 2003 por

Wang (2003b), y descrita como una potente hemaglutinina que presenta estructura



28 Aproximacion a la estructura primaria de lectinas especificas para el
antigeno Tn e identificacién de nuevas lectinas especificas para
glucosa/manosa en semillas de Salvia bogotensis y Lepechinia bullata

tetramérica de 130 kDa con subunidades de 28 kDa enlazadas por puentes disulfuro
intercatenarios. En condiciones reductoras, su patrén electroforético muestra dos bandas
de 28 kDa y 26 kDa que representan el 66% y 34% respectivamente del total de la proteina;
estas dos especies cuentan con la misma secuencia en el extremo N-terminal, o que
permitié proponerlas como glicoformas de la lectina pero con diferente grado de
glicosilacion; ésta reconoce residuos de GalNAc y posee mejor actividad aglutinante sobre
los eritrocitos tripsinizados de conejo que sobre los eritrocitos del grupo A.

Para corroborar la especificidad de Gleheda hacia carbohidratos se utiliz6 la técnica de
Resonancia en Superficie del Plasmoén, encontrando interaccion con asialomucina y
asialofetuina, proteinas que contienen O-glicanos y que exponen residuos terminales de
Gal y GalNAc. También se encontrd que Gleheda interactla con mucina nativa, pero no lo
hace con la fetuina sialilada (Wang et al., 2003a). Con la lectina recombinante obtenida
por clonacion molecular y el andlisis por BLAST de su secuencia amino terminal, se
determind la similitud con el amino terminal de lectinas de Leguminosa. Una comparacién
de la secuencia total deducida mostré una identidad de aproximadamente el 30% y una
similitud del 50% con lectinas de Leguminosa como las presentes en Erythrina
corallodendron, Robinia pseudoacacia, Glycine max, Pisium sativu, Lathyrus ochrus vy
Cytisus sessiliofolius (Wang et al.,, 2003a). En el mismo afio, fueron descritas las
propiedades insecticidas para esta lectina sobre las larvas del escarabajo de la patata
(Leptinotarsa decemlineata), evidenciando que las lectinas de Lamiaceas también pueden
tener funciones similares a las descritas para las de la familia Leguminosa (Wang et al.,
2003b).

En Colombia, los trabajos realizados sobre Lamiaceae han estado mas enfocados a su
distribucion y clasificacién taxonémica (Wood y Harley, 1989; Fernandez-Alonso, 1995a,
1995b, 1995c, 2008, 2012). Debido a la informacion limitada disponible en la literatura
sobre las lectinas de Lamiaceae y a la gran biodiversidad de esta familia en Colombia, el
GRIP de la Universidad Nacional de Colombia, abordé su estudio hace algunos afios.
Inicialmente se detectaron lectinas en seis especies (Vega, 1997) con una actividad
apreciable por ensayo de ELLSA (Vega, 1997). Posteriormente se estudi6 la presencia de
mucilago de las semillas y su relacion con la actividad de lectina por ensayo de ELLSA. La

interaccion de la lectina con el antigeno Tn aumenté cuando los extractos fueron
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previamente tratados con una mezcla de poligalacturonasas (Pectinex®) con la finalidad
de degradar solamente el mucilago, ya que interfiere en la actividad de reconocimiento de
la lectina. Con estos estudios se detectd la presencia de lectinas anti-Tn, identificando
actividad eritroaglutinante en lectinas de 90 especies endémicas y algunas naturalizadas
(Ferndndez-Alonso et al., 2003; Pérez et al., 2006, Fernandez-Alonso et al., 2009).

Hasta el momento se han caracterizado parcialmente las lectinas de Salvia palifolia, Hyptis
mutabilis (Filgueira, 2002; Filgueira y Pérez, 2013) y Lepechinia bullata (Sanabria, 1999;
Rojas, 2004 y Quintero 2006) y se aislo, purifico y caracterizd bioquimica y bioldgicamente
la lectina de Salvia bogotensis (LSBo-I) (Vega, 1997; Vega, 2004; Vega y Pérez, 2006).

La caracterizacion bioquimica de LSBo-I1 mostré diferencias apreciables con los datos
publicados para LSS, aunque las dos lectinas reconocen especificamente el antigeno Tn.
LSBo-I es una glicoproteina (16% carbohidratos neutros) con dos puentes disulfuro
intracatenarios. EI monémero tiene un peso molecular de 38702 Da y se asocia no
covalentemente para formar preferencialmente dimeros y a veces oligbmeros mayores
(Vega y Pérez, 2006); se establecio la presencia de dos isoformas. La lectina aglutina
eritrocitos Tn y es inhibida por muy bajas concentraciones de mucina submaxilar ovina
(MSO) (0.019 mM) y mucina submaxilar bovina (MSB) (0.008 mM) corroborando asi su
especificidad por el antigeno Tn. Tiene un punto isoleléctrico de 8.6-8.8 y la composicién
de aminoéacidos mostré la presencia de cuatro cisteinas y la ausencia de cisteina libre, sin

gue hubiese podido establecerse su N-terminal por estar probablemente bloqueado.

LSBo-I ha sido utilizada para realizar estudios de histoquimica o inmunohistoquimica en
células tumorales vy tejidos (Vega, 2004), y producir anticuerpos policlonales en conejo
(Vega, 2004) y en gallina (Barroso et al., 2005; Vega et al., 2009). Mediante ensayo de
ELISA se evidencio que estos anticuerpos reconocen algunas lectinas de Leguminosas, lo
gue probablemente indique la presencia de epitopes de secuencia y conformacién
similares (Vega et al., 2009). Otros trabajos realizados con LSBo-I, mostraron que por
cromatografia de afinidad pueden aislarse proteinas citoplasmaticas con alta densidad de
antigeno Tn en las lineas celulares HelLa (cancer de cérvix) y MCF-7 (cancer de seno), las
cuales fueron purificadas utilizando LSBo-I, que reconoce el determinante antigénico Tn.
Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) se observé la presencia de una

banda predominante con peso molecular cercano a 65 kDa. Estas proteinas fueron



30 Aproximacion a la estructura primaria de lectinas especificas para el
antigeno Tn e identificacién de nuevas lectinas especificas para
glucosa/manosa en semillas de Salvia bogotensis y Lepechinia bullata

reconocidas mediante Western blotting por anticuerpos policlonales dirijidos contra MUC-
2 (Torres, 2010).

En trabajos paralelos se determinaron las condiciones de extraccién y se realizaron
estudios para aislar la lectina de Lepechinia bullata (LLb-1) (Sanabria, 1999), que
posteriormente fue caracterizada parcialmente por Rojas (2004) y Quintero, (2006). LLb-I
es una glicorpoteina con 13.4% de carbohidratos, presenta un peso molecular cercano de
28 kDa por SDS — PAGE y un punto isoeléctrico de 8.5. Adicionalmente se observo que su
actividad aglutinante comienza a disminuir sobre los 37°C, y es completamente abolida a
80°C (Rojas, 2004; y Quintero, 2006). Su especificidad por el antigeno Tn fue evaluada y
demostrada sobre lineas celulares de cancer (MCF-7, cancer de seno; Hela, cancer de
cérvix) mediante ensayo celular inmuno especifico de union de enzima (CELISA); la
interaccidn se vio inhibida principalmente por asialomucina submaxilar ovina (aMSO) y
GalNAc (Rojas, 2004).

Las propiedades de LLb-l son similares a las reportadas para LSBo-l, pero no se ha
realizado su caracterizacion bioquimica en aspectos como composicion en amino acidos,
presencia y numero de enlaces disulfuro y peso molecular y entre otros, debido a la

dificultad en su proceso de purificacion.

A pesar de la importancia que tienen las lectinas de Lamiaceae por su reconocimiento por
el determinante Tn (Springer, 1997; Munkley, 2016), no hay informacion estructural
suficiente que permita entender cémo es la interaccién con el carbohidrato. Tampoco se
conocen secuencias de amino&cidos de lectinas relacionadas (por ejemplo del género
Lepechinia) que posibiliten su clonacion para posteriores estudios estructurales y
funcionales. La obtencion de proteina pura para realizar caracterizacion estructural de
lectinas no es un proceso sencillo, lo que podria explicar el bajo nUmero de lectinas que
han sido caracterizadas molecularmente a la fecha (Wang et al., 2033a; Wenping et al.,
2015).



4. Metodologia

El trabajo experimental se desarrollé en cuatro fases:

I. Caracterizacion bioquimica de la lectina de Lepechinia bullata (LLb-1) y comparacién con
otras lectinas especificas para el antigeno Tn

II. Determinacion de la secuencia parcial de aminoacidos de la lectina de Salvia bogotensis
(LSBo-I), especifica para el antigeno antigeno T/Tn

[ll. Ensayos para la obtencion de LLb-I recombinante

IV. Purificacion y caracterizacion parcial de nuevas lectinas en semillas de Salvia
bogotensis y Lepechinia bullata

4.1 Fase |. Caracterizacion bioquimica de la lectina de
Lepechinia bullata (LLb-l) y comparacion con otras

lectinas especificas para el antigeno Tn

4.1.1 Coleccion de material vegetal

Para purificar la lectina de Lepechinia bullata fueron utilizadas semillas maduras que
estaban disponibles en el laboratorio de Proteinas. Las semillas fueron previamente
colectadas por los Doctores Gerardo Pérez y José Luis Fernandez en la region de Manta
(Cundinamarca), en cercanias de la escuela Mantagrande. También se colectaron semillas
en la via Arcabuco — Gachantiva (Boyacd), teniendo en cuenta la informacion disponible
en el Herbario Nacional de Colombia. Las especies fueron identificadas por el Doctor José
Luis Fernandez del Instituto de Ciencias Naturales e investigador del GRIP y registrada en
el Instituto de Ciencias Naturales con los cédigos COLO.Boyaca.Arcabuco-Gachantiva-
JLF-557667 y COLO.Boyaca.Arcabuco-Gachantiva-JLF-557668.

Las semillas colectadas se aislaron del resto de material vegetal, y se seleccionaron las

gue presentaban coloracion café oscura y consistencia rigida.
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4.1.2 Preparacion de extractos de proteina total a partir de

semillas

Teniendo como base la metodologia descrita por Sanabria (1999) y Rojas (2004), se
realizé la extraccion de proteina a partir de 50 g de semillas de Lepechinia bullata. Con el
fin de retirar algunos pigmentos, las semillas fueron lavadas con NHsOH 0.1 M pH 9.4
durante 1 hora, con agitacién y a temperatura ambiente. Posteriormente se lavaron con
abundante agua destilada, se maceraron y homogenizaron con PBS (20 mM fosfatos, 150
mM NaCl; pH 7.0-7.3) - tiolrea 5 mM como antioxidante, en relacion 1:10 (p/v). Los
ensayos previos mostraron que la adicién de tiolrea reduce notablemente la oxidacién
enzimatica, manteniendo la actividad de la lectina hasta en un 80% por ensayo de ELLSA
(Jiménez, 2000).

Las extracciones se hicieron con agitacion mecanica durante 8 horas a 4°C y se
centrifugaron (15000 rpm) durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se almacené a 4°C
y el pellet obtenido se volvié a extraer dos veces siguiendo la misma metodologia descrita
anteriormente. Cada uno de los extractos se almacend por separado a -20 °C para

posteriores ensayos de purificacion.

El extracto de Lepechinia bullata obtenido durante la primera extraccion presentd alta
viscosidad (a causa de la presencia de mucilagos en las semillas), por lo tanto se realizd
una digestién enziméatica con una mezcla comercial de poligalacturonasas (enzimas para
la degradacion especifica de pectinas y mucilagos). Este proceso se llevo a cabo a un pH
4.5 con buffer acetato/acido acético, adicionando 56 pL de Pectinex® Ultra SP-L
(Novozymes corp.) por cada 3 mL de extracto y manteniendo la digestion durante 12 horas
a 37°C. Cumplido este tiempo, se centrifugd (15000 rpm) por 30 minutos a 4°C. Al
sobrenadante se le ajust6 el pH a 7.0 con NaOH 0.1 M y se almacen0 a 4°C para la
posterior cuantificacion y ensayos de purificacion siguiendo la metodologia de Rojas
(2004).

Con cada uno de los extractos obtenidos se hicieron ensayos de actividad aglutinante
utilizando eritrocitos A, B, O y eritrocitos A tratados enzimaticamente para exponer el
antigeno T (Gal 1,3 GalNAc-O-Ser/Thr) y el antigeno Tn (GalNAc-O-Ser/Thr). También

se realizaron ensayos con eritrocitos de conejo. La suspension de eritrocitos al 2% se
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obtuvo segun la técnica descrita por Navarro y Pérez (1978). Los eritrocitos Tn se
prepararon por degradacion enzimatica de una suspension de eritrocitos A* al 10% con
0.05 unidades de neuraminidasa (C. perfringens tipo IV), durante 1 h a 37°C para exponer
el antigeno T, y posterior degradacion con 30 unidades de B-galactosidasa para exponer
el antigeno Tn, segun el método descrito por Hirohashi et al. (1985), Vega (2004), Vega y
Pérez (2006), Pérez y Vega (2007).

La figura 4-1 resume el proceso realizado para la extraccion de proteinas a partir de
semillas de Lepechinia bullata.

Figura 4-1: Proceso realizado para la obtencién de extractos proteicos a partir de semillas
de Lepechinia bullata.
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4.1.3 Cromatografia de Intercambio ionico sobre DEAE-Sephadex

para los extractos proteicos

e Procedimiento |
Los extractos obtenidos en 4.1.2 fueron aplicados sobre una columna con soporte de
DEAE (Dietilaminoetilo)-Sephadex (Pharmacia) (2 x 15 cm), equilibrada en PBS. La
fraccion no retenida se eluyé con PBS 1X (20 mM fosfatos, 150 mM NaCl), mientras que

la retenida se eluy6 con PBS 1X (20 mM fosfatos, 1 M NacCl). El seguimiento del perfil de
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elucion se realizé colectando volumenes de aproximadamente 3 mL y midiendo
absorbancia a 280 nm; las fracciones que presentaron mayores absorbancias fueron
reunidas en un pool. El pool eluido con PBS 1X se denomind “fraccion no retenida”,

mientras que el eluido con PBS 1X 1 M NaCl se designo “fraccion retenida”.

e Procedimiento Il
Este mismo tipo de cromatografia fue realizada de forma automatica por medio del sistema
FPLC (Cromatografia liquida de rapida resolucion) mediante el purificador Akta (GE
Healthcare). Una vez se eluy6 con PBS 1X la fraccion no retenida, se hizo un gradiente de
NaCl desde 0 hasta 1 M. En este caso se utilizé para intercambio anionico una columna
HiTrap™ de 1 mL con soporte de DEAE (GE Healthcare). Se mantuvo un flujo constante

de 1 mL/ min y cada corrida tom6 aproximadamente 80 minutos.

Las fracciones obtenidas por los dos procedimientos fueron concentradas mediante
ultrafiltracion con Amicon® PM 10 kDa o centrifugacién con Centricon® de 10 kDa. A las
fracciones retenidas (obtenidas por alta fuerza iénica) se les realizé6 cambio de buffer
mediante ultrafiltracion con membrana de 10 kDa y fueron equilibradas en buffer PBS. Las
muestras se almacenaron a 4°C para posterior cuantificacion, ensayo de aglutinacion y

purificacién de las lectinas.

4.1.4 Cromatografia de afinidad - Sintesis de soportes utilizando

diferentes monosacaridos

e Preparacion del soporte de afinidad aMSB — Sepharose 4B
La mucina submaxilar bovina (MSB) es una glicoproteina de alto peso molecular en la que
al ser removido el &cido sialico (desialilacion), se expone una alta densidad del antigeno
Tn (GalNAc-O-Ser/Thr).

La desialilacion de la MSB (Sigma-Aldrich) se llevé a cabo en HCI 0.01 N a 78°C durante
1 hora (Vega, 2004). Con la aMSB (asialo mucina submaxilar bovina) se realizaron
diferentes procedimientos de acople a sepharose 4B. Al final de cada ensayo se determino
el porcentaje de acople y la concentracion de mucina en el gel (mg/mL) (Vega, 2004). Las

metodologias de sintesis ensayadas se presentan a continuacion:
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a. Sepharose 4B preactivada con bromuro de cianégeno™ (CNBr): Se acoplaron 3 g
de Sepharose 4B preactivada con bromuro de cianégeno™ (GE Healthcare); el soporte se
equilibré en bicarbonato de sodio (NaHCO3; 0.2 M, NaCl 0.5 M, pH 8.3), obteniendo 10 mL
de Sepharose para iniciar el acople. Para la union se emplearon 10 mL de una solucion de
concentracion 1.3 mg/mL. de aMSB en disuelta en bicarbonato de sodio. La reaccién se
llevé a cabo durante 12 horas a temperatura ambiente; los grupos activos remanentes se
bloquearon con una solucién de etanolamina 1 M pH 8.0 durante 30 minutos (GE
Healthcare, 2009; Hermanson et al., 1992).

b. ECH-Sepharose™ 4B, método de la carbodiimida: Este soporte tiene grupos
carboxilo libres al final de un brazo espaciador de 10 atomos de carbono. El acople se
realizé utilizando 10 mL de ECH-Sepharose™ 4B (GE Healthcare) resuspendida en 10 mL
de una solucion de concentracion 1.3 mg/mL de aMSB y 0.1 M de N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida clorhidrato (EDC) en agua acidificada con HCI hasta pH
4.5. La reaccion se llevo a cabo durante 1.5 horas a temperatura ambiente en agua
acidificada con HCI hasta pH 4.5 (GE Healthcare, 2006; Hermanson et al., 1992).

c. Sepharose™ 4 Fast Flow preactivada con N-hidroxisuccinimida (NHS): 1 mL de
NHS-Sepharose™ 4 Fast Flow (GE Healthcare) fue acoplado con 3 mL de una solucién de
concentracion 1.95 mg/mL de aMSB en buffer bicarbonato de sodio (NaHCO; 0.2 M, NaCl
0.5 M, pH 8.3). La reaccion se llevé a cabo durante 3 horas a temperatura ambiente (GE
Healthcare, 2011; Hermanson et al., 1992).

d. Sepharose® 4B, método de aminacién reductiva: 1 mL de Sepharose® 4B (Sigma-
Aldrich) fue oxidado con metaperiodato de sodio (0.2 M) durante 90 minutos a temperatura
ambiente. El soporte fue puesto en reaccién con 3 mL de una solucién de concentraciéon
1.95 mg/mL de aMSB en buffer bicarbonato de sodio (NaHCO3 0.2 M, NaCl 0.5 M, pH 8.3),
y se agreg6 cianoborohidruro de sodio (NaCNBHs) hasta obtener una concentracion 50
mM. La reaccion se llevd a cabo durante toda la noche a temperatura ambiente
(Hermanson, 1992).
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e Preparacion del soporte de afinidad GalNAc—-Sepharose 4B, con activacion
por divinilsulfona

Se tom6 1 mL de Sepharose 4B y se equilibré en buffer Carbonato de sodio 0.5 M, pH
11.0. La activacion del soporte se realiz6 por adicion gota a gota de 100 uL de
Divinilsulfona, y se mantuvo a temperatura ambiente con agitacion suave durante 2 horas.
Para el acople se utiliz6 1 mL de una solucién de N-acetilgalactosamina 0.3 M (Alfa Aesar)
(66,4 mg/mL). La reaccion se llevd a cabo con agitacion suave durante 21 horas a
temperatura ambiente, siguiendo la metodologia descrita por Hermanson et al. (1992).

Se tomaron 500 pL de soporte GalNAc-Sepharose 4B y se ensay6 su funcionalidad
utilizando 300 pL de lectina de Galactia lindenii P2 (previamente obtenida y purificada en
el laboratorio de proteinas del GRIP) con una concentracion 2.0 mg/mL; esta lectina
reconoce el determinante H-2 (Fuc a-(1-2)B-D-Gal(1-4)B3-D-GIcNAc) y residuos de lactosa
(Almanza et al, 2004). La elucion de la fraccién no retenida se realiz6 con PBS 1X, y la
fraccion retenida con una solucién 0.2 M de lactosa en PBS 1X, seguida de una solucion
de Glicina 50 mM pH 3.0. El seguimiento del perfil de elucion se realiz6 colectando

volumenes de aproximadamente 500 L y midiendo absorbancia a 280 nm.

e Cromatografia de afinidad sobre aMSB-Sepharose 4B
Se sigui6 la metodologia descrita por Rojas, 2004, y Vega y Pérez, 2006. Las fracciones
no retenidas obtenidas en 4.1.3. se aplicaron sobre el soporte de aMSB - Sepharose 4B
equilibrada en PBS 1X. La cromatografia se realiz6 con 5 mL de soporte en una columna

de 1 x5 cm; también se empled una columna de 0.5 x 1 cm empacada con 1 mL de soporte.

La fraccion no retenida fue eluida con el mismo buffer de equilibrio (PBS 1X) vy la fraccion
retenida con una solucién de Tris-OH (50 mM) pH 11.4. Cada uno de los volimenes
colectados a pH 11.4 se neutralizé rapidamente con HCI 0.1 N.

El seguimiento del perfil de elucion se realiz6 colectando volimenes de aproximadamente
500 pL y se determind la absorbancia a 280 nm; las fracciones que presentaron las
mayores absorbancias fueron reunidas en un pool. El pool eluido con PBS 1X se
denominara de ahora en adelante “fraccion no retenida” y el eluido con la solucién de

TRIS-OH “fraccion retenida”. Esta Ultima fraccion fue concentrada mediante ultrafiltracion
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con Centricon® de 10 kDa, y equilibrada en buffer PBS pH 7.2-7.4. Con las dos fracciones

se realizaron ensayos de actividad aglutinante sobre eritrocitos Tn.

Las fracciones se cuantificaron por el método del Acido bicinconinico (BCA) (Smith et al.,
1985) y se almacenaron a -20°C para realizar electroforesis y posteriores y ensayos de

aglutinacion.

e Cromatografia de afinidad sobre N-acetilgalactosamina — Sepharose 4B
Las fracciones no retenidas obtenidas en 4.1.3 se aplicaron sobre el soporte de N-
acetilgalactosamina—Sepharose 4B. La elucién de la fraccién no retenida se realiz6 con
PBS 1X; posteriormente se adicion6 PBS 1X (1 M NaCl) con el fin de eluir moléculas unidas
inespecificamente a la columna. La fraccion retenida se eluyé con una solucién 200 mM
de GalNAc en PBS 1X.

El perfil cromatogréfico se realizé colectando volimenes de aproximadamente 500 pL y se

midié absorbancia a 280 nm.

4.1.5 Caracterizacion de las fracciones de proteina obtenidas
durante las etapas de extraccién y purificacion de las

lectinas

Los ensayos de aglutinacion fueron realizados con eritrocitos de conejo y eritrocitos
humanos del sistema ABO, asi como eritrocitos tratados enziméaticamente para obtener los
determinantes antigénicos T y Tn. La figura 4-2 muestra algunos de los oligosacaridos
expuestos en las células ensayadas; unos de los cuales se presentan en forma natural en
glébulos rojos de conejo (Watanabe y Hakomori, 1979) y sistema ABO en eritrocitos
humanos. Los determinantes Ty Tn y otros se expresan como una glicosilaciéon aberrante
en ciertos tipos de células epiteliales tumorales de cancer (T y Tn) (Juge, 2012; Pinho y
Reis, 2015).
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Figura 4-2: Estructura de algunos oligosacéridos expuestos en la membrana de
eritrocitos, utilizados en los ensayos de aglutinacion con lectinas de Lepechinia bullata.
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Fuc = Fucosa GlcNAc = N-acetilglucosamina Ser =Serina
Gal = Galactosa GalNAc = N-acetilgalactosamina Thr = Treonina
Glc = Glucosa NeuNAc = Acido N-acetilneuraminico (Ac. Sidlico)

(Basada en Watanabe y Hakomori, 1979; Juge, 2012; Pinho y Reis, 2015)

e Obtencion de los eritrocitos
a. Eritrocitos A, B, O: La suspension de eritrocitos a partir de sangre tipo A, By O al 2%
se obtuvo segun la técnica descrita por Navarro y Pérez (1978), realizando tres lavados
sucesivos con PBS 1X y centrifugando a 5000 rpm durante 5 minutos. Cada una de las

muestras de sangre fue manipulada teniendo en cuenta las condiciones de bioseguridad.
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b. Eritrocitos T. Fueron preparados mediante degradacion enzimatica de una suspension
de 5 mL de eritrocitos humanos A* al 10% con 0.1 unidades de neuraminidasa (C.
perfringens tipo 1V (Sigma-Aldrich)), durante 2 horas a 37°C para exponer el antigeno T,

retirando el &cido sialico presente en glicoforina A (Hirohashi et al., 1985 y Vega, 1997).

c. Eritrocitos Tn. Fueron preparados por degradacion enzimatica de una suspension de
2.5 mL de eritrocitos T al 10% con 30 unidades de B-galactosidasa (disponible en el
laboratorio de proteinas) durante 4 horas a 37°C para exponer el antigeno Tn retirando la
B-galactosa presente en el antigeno T, seguin el método descrito por Hirohashi et al., (1985)
y Vega (1997).

d. Eritrocitos de conejo. A partir de una soluciéon de eritrocitos de conejo al 50%
(bioMérieux) se obtuvo una dilucién al 4% en NaCl 150 mM. Los eritrocitos fueron tratados
con tripsina (proveniente de pancreas porcino; 1000-1500 unidades/mg) (Sigma-Aldrich),
papaina (proveniente de latex de papaya; 1.5-10 unidades/mg) (Sigma-Aldrich), o una
mezcla de las dos enzimas. Cada uno de los stock de enzimas tenia una concentracion de
0.5 mg/mL en PBS 1X.

Para el tratamiento enzimatico 2 mL de eritrocitos de conejo al 5% en NaCl 150 mM fueron
mezclados con 40 uL de la solucién de enzima (0.02 mg de enzima), e incubados 30
minutos a 37°C. Posteriormente se hicieron tres lavados de la suspensién de eritrocitos
con NaCl 150 mM.

e Ensayos de aglutinacion
Las pruebas de eritroaglutinacion se realizaron utilizando placas de 96 pozos con fondo
conico, en los cuales se dispusieron 25 uL de PBS, 25 uL de muestra y 50 pL de la
suspension requerida de eritrocitos humanos al 2% o de conejo al 4%. La mezcla se dej6
a temperatura ambiente durante 30 minutos (Moreira, 1977). También se realizaron
ensayos sobre una lamina portaobjeto con 2, 5 0 10 uL de muestra y el mismo volumen de
la suspensién de eritrocitos, permitiendo la accién de la lectina durante 30 segundos antes
de cubrirla con laminilla y ser observada al microscopio con un objetivo 10X. Para leer los
resultados se establecié una escala cualitativa de +1 a +4, siendo +1 una aglutinacién débil

y +4 la méxima aglutinacion, comparada con el control (Pérez, 1984).
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= Cuantificaciéon de proteina

La concentracion de proteinas se determiné durante cada una de las etapas de purificacion
utilizando el método del &cido Bicinconinico (BCA) en microplaca (Smith et al., 1985;
Almanza, 1999). Este método se basa en la reduccién del Cu™ a Cu* en presencia de
proteinas (o agentes reductores) en un pH 11.25, generando un complejo de color purpura
gue se absorbe a 540 nm. La cuantificacién se llevé a cabo en una placa de 96 pozos de
fondo plano realizando diluciones seriadas de la muestra y del patron con Albumina de
Suero Bovina (BSA) (Sigma—Aldrich). (Anexo A).

= Electroforesis en geles de poliacrilamida

Con las fracciones obtenidas en cada uno de los pasos de purificacion se realizaron
electroforesis en geles de 15%, 12.5% 6 10% de acrilamida/bisacrilamida, segun los
métodos descritos por Laemmli, (1970) (Anexo B) y Schéagger y Von Jagow (Anexo C)
(1987). Los ensayos se llevaron a cabo en condiciones no reductoras o reductoras usando
Ditiotreitol (DTT) (40-100 mM) y con calentamiento a 100°C durante 10 minutos. Como
patrén de peso molecular se utilizaron Opti-protein XL Marker® (ABM), el cual maneja un
rango de proteinas de 245 a 11 kDa; Precision Plus Protein Standars Unstained® (Bio-
Rad), con un rango entre 250 y 20 kDa; o una mezcla proteica de Albumina de Suero
Bovino (BSA) (66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa), Anhidrasa carbodnica (31 kDa), B-
lactoglobulina (18 kDa) y lisozima (14 kDa). La corrida se realiz6 a 100 voltios durante 1.5
horas. Los geles fueron tefidos con Coomasie G-250 o Instant Blue® (Expedeon) y

posteriormente analizados con el documentador de imagenes VersaDoc® (Bio-Rad).

= Ultrafiltracion con membrana de 10 kDa

Este método fue empleado para concentrar las fracciones de proteina y hacer cambios de
buffer luego de los diferentes procesos cromatograficos. A través de una membrana con
un determinado tamafio de poro, pasan las proteinas por medio de una presién ejercida
con nitrégeno gaseoso; este proceso se llevd a cabo con agitacion permanente y a 4°C. El
otro sistema de ultrafiltracion es por medio de centrifugacion en Centricon®; estos tubos
cuentan con una membrana de 10 kDa a través de la cual pasa la muestra en solucién,
dejando retenidas las moléculas con un tamafio mayor a 10 kDa. Este proceso se realizé
a 6000 rpmy 4°C.
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4.1.6 Determinacién del punto isoeléctrico

= Isoelectroenfoque

El método fue realizado en condiciones nativas, empleando un gel de policarilamida al 10%
y una mezcla de anfolitos en rangos de pH entre 5-8 y 3-10, en una proporcion (5:1) (Bio-
Lyte de Bio-Rad). Para la realizacion de la curva de calibracion se trabajo con patrones de
punto isoeléctrico Protein mixture® de GE Healthcare, los cuales cubren un rango de pH
de 3 a 10. Un patron de hemoglobina fue corrido al tiempo con las muestras, con el fin de
verificar el momento en el que las proteinas se ubican en su punto isoeléctrico (Bollag et
al., 1991).

La corrida se llevé a cabo utilizando una solucion de acido fosférico 0.1 M en el &nodo y
una de NaOH 0.1 M en el catodo. Se hizo una precorrida de 30 min a 200 voltios para
enfocar los anfolitos. Posteriormente se sembro la lectina en buffer de muestra y se realizé
una corrida a 200 voltios durante 1.5 horas (Anexo D). Finalmente se tifid con coomassie

G-250 y se analiz6 con el documentador de imagenes VersaDoc® (Bio-Rad).

4.1.7 Determinacion de estabilidad (Thermal Shift Assay)

La estabilidad de la proteina es un parametro importante para conocer durante la etapa de
su purificacion. Thermal Shift Assay (TSA) es un ensayo que determina la estabilidad
térmica de una proteina mediante el uso de un colorante fluorescente (Semisotnov, 1991).
Al elevar la temperatura de la proteina se provoca el desplegamiento de su estructura,
permitiendo que el colorante se una a los residuos hidrofébicos y aumente la emisién de
fluorescencia. El ensayo se basa en encontrar el “melting protein” o temperatura de melting
(Tm) de la lectina, que es calculada a partir de la curva de fusion; entre mas alta la Tm (°C)

se asume que la proteina es méas estable bajo esas condiciones (O’Donoghue, 2009)..

Para este ensayo se utilizé un equipo de PCR en tiempo real CFX96 (Bio-Rad), en donde
se dispuso la placa de 96 pozos con la muestra y el colorante SYPRO® orange (Bio-Rad)
en un volumen final de 25 pL. La muestra se ensayo6 en tres concentraciones diferentes:
0.1, 0.2y 0.5 mg/mL de LLb-I en PBS 1X y la rampa de temperatura utilizada estuvo entre
20y 100°C, con el fin de encontrar la Tm, con base en la fluorescencia medida (excitacion
450-490 nm y deteccion 560-580 nm). La evaluacion de los datos de Tm se realiz

mediante el software CFX manager® (Bio-Rad) (Nishiya y Nakano, 2014).
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4.1.8 Determinacién del reconocimiento de carbohidratos por

parte de la lectina

Determinacion del titulo de aglutinacién

La actividad hemoaglutinante de la lectina pura (LLb-1) fue evaluada por dilucién seriada
en microplaca utilizando eritrocitos de conejo o de humano (Moreira, 1977). Para
establecer el titulo especifico de aglutinacidn se realizaron diluciones seriadas de la lectina
en PBS 1X con un volumen de 12.5 uL; posteriormente se adicionaron 12.5 yL de la
suspension de eritrocitos. Los ensayos se llevaron a cabo con eritrocitos de humanos y

con eritrocitos T y Tn degradados enzimaticamente, como se describié previamente.

Ensayos de inhibicién con diferentes azlcares

El ensayo de inhibicion de la aglutinacion por carbohidratos fue realizado en una placa de
microtitulacion. Inicialmente se realizaron diluciones seriadas de la solucion de
carbohidrato en PBS 1X, dejando 12.5 pL de cada azlcar, y se agregaron 12.5 pL de la
lectina en una concentracién de 0.5 pg/uL. Después de 30 minutos se adicionaron 25 pL
de la suspension de eritrocitos de conejo al 4%. La menor concentracion de carbohidrato
a la cual visiblemente disminuyd la aglutinacién se tomé como concentracion minima
inhibitoria (Benevides, 2012).

4.2 Fase Il. Determinacion de la secuencia parcial de
aminoacidos de lalectina de Salvia bogotensis (LSBo-

1), especifica para los antigenos T/Tn

4.2.1 Extraccion y purificacion de la lectina

Para la determinacién parcial de la estructura primaria de LSBo-I fue necesaria su previa
extraccion y purificacion, partiendo de semillas de Salvia bogotensis colectadas en la
region de Mondofiedo (Cundinamarca) en la Via Mosquera — Soacha. La especie
previamente fue identificada por el Dr. José Luis Ferndndez, y registrada en el Herbario
Nacional de Colombia con los cédigos COL-422764, COL-368928 y COL-420421. Las
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semillas se aislaron del resto de material vegetal, y se seleccionaron las que presentaban

coloracion café oscura.

Los extractos proteicos de Salvia bogotensis fueron obtenidos siguiendo la metodologia
descrita por Vega y Pérez, (2006). Las semillas fueron trituradas en un molino y 50 g de la
harina obtenida se mantuvieron en agitacién en buffer PBS —tioarea 5 mM en relacion 1/10
(p/v), durante 8 horas a 4°C. El extracto se centrifugd (15000 rpm) durante 30 minutos a
4°C. El sobrenadante se almacend y el pellet se extrajo dos veces mas con el mismo
procedimiento. Finalmente, los sobrenadantes se reunieron en un unico extracto, el cual
fue sometido a precipitacion fraccionada con etanol frio entre 0-60% . El proceso se llevé
a cabo a 4°C y se mantuvo con un goteo lento y constante (1 gota cada 10 segundos) de
etanol al 96% frio. Una vez alcanzado el 60% de etanol se dejo el extracto durante una
hora sin agitacion y posteriormente se centrifugd a 10000 rpm a 4°C durante 30 minutos.
El precipitado se solubiliz6 en PBS y se mantuvo refrigerado hasta su uso.

Debido a su elevada viscosidad, el extracto fue tratado con Pectinex® para degradar las
el mucilago, siguiendo las condiciones descritas anteriormente en 4.1.2. En la figura 4-3
se resume el proceso de extraccion de proteinas realizado a las semillas de Salvia

bogotensis.
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Figura 4-3: Proceso realizado para la obtencion de extractos proteicos a partir de semillas
de Salvia bogotensis.

/ Semillas de \

r Salvia bogotensis Extraccion
de lectinas
Preparacion de
extractos con PBS
1X-5 mM tiotrea
(1:10p/v) Precipitacion ﬁ
fraccionada con
etanol 0-60%
Tratamiento con
Pectinex

Purificacion por

\ cromatografia J

Los extractos obtenidos fueron purificados mediante cromatografia de intercambio i6nico

sobre DEAE-Sephadex y posterior cromatografia de afinidad sobre aMSB-Sepharose 4B,
como se detall6 para LLb-1 en los apartados 4.1.3 y 4.1.4 respectivamente.

Las proteinas fueron cuantificadas en microplaca de 96 pozos por el método del BCA
(Smith et al., 1985; Almanza, 1999), y se evalud su capacidad aglutinante sobre eritrocitos
A, B, O, Ty Tn (Moreira, 1977; Pérez, 1984; Hirohashi et al., 1985 y Vega, 1997). También
se realiz6 SDS-PAGE segun el método descrito por Laemmli (1970), procedimientos

descritos previamente en el apartado 4.1.5 para LLb-I.

A partir de los geles obtenidos en PAGE, se realiz6 transferencia de las bandas a

membrana PDVF para analisis de la secuencia amino terminal.

4.2.2 Obtencion de la secuencia amino terminal

La secuenciacion se llevo a cabo en el Instituto de Biologia Estructural (CEA/CNRS/UJF),

en Grenoble (Francia), con la colaboracién del Centro de Investigacion en Macromoléculas
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Vegetales (CERMAYV). Se siguié el método descrito por Matsudaira (1987), en el cual las
proteinas se transfieren a una membrana de Fluoruro de Polivinilideno (PVDF) utilizando
buffer CAPS (acido 3-ciclohexilamino-1-propanosulfénico) (10 mM CAPS, 10% metanol)
(Anexo E). La determinaciéon de la secuencia de aminoacidos se hizo por el método de
degradacién de Edman en un secuenciador automatico de fase gaseosa (Applied
Biosystems, modelo 492). El derivado feniltiohidantoinafeniltiohidantoinado generado en
cada ciclo fue identificado y cuantificado por HPLC (Applied Biosystems, modelo 140C),
usando un sistema de andlisis de datos para secuenciacion de proteinas (Software Procise
PC v2.1, de Applied Biosystems).

La secuencia deducida fue analizada con blastp de BLAST (Altschul et al., 1990) disponible
en NCBI https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), buscando encontrar alguna identidad con
lectinas. Las comparaciones se realizaron con las modificaciones para secuencias
pequefias (tamafio de la palabra de 2, matriz PAM30, gaps con valor de existencia 9 y de
extension 1, sin ajustes composicionales y sin filtro a las regiones de baja complejidad).

Adicionalmente se realizé un alineamiento multiple con las secuencias amino terminal
reportadas para las lectinas de Vicia villosa (isolectina Bs), Salvia miltiorrhiza y Glechoma
hederacea (Gleheda) mediante Clustal Omega versibn 1.2.4 (disponible en
http://www.clustal.org) (Goujon et al., 2010), utilizando las condiciones por defecto; lo que
permitié6 comparar los residuos presentes en cada una de éstas con los encontrados en
LSBo-l.

Con el fin de complementar la informacién relacionada con la estructura primaria, se
llevaron a cabo ensayos para determinar la secuencia parcial de aminoacidos de LSBo-l,
mediante digestion enzimética de la lectina en gel de poliacrilamida. Este proceso se
realizo en el Instituto de espectrometria de masas en la Universidad Johns Hopkins (Mass
Spectrometry and Proteomics Facility, Johns Hopkins University School of Medicine), como

se describe a continuacion.

4.2.3 Digestion enzimatica de la lectina en gel de poliacrilamida

La LSBo-I pura fue resuspendida en buffer MES (Acido 4-morfolinetanosulfonico sal
hemisodica) (20 mM MES, pH 7.4 / 100 mM NacCl / glicerol 4%) y llevada a calentamiento



46 Aproximacion a la estructura primaria de lectinas especificas para el antigeno Tn
e identificacion de nuevas lectinas especificas para glucosa/manosa en semillas
de Salvia bogotensis y Lepechinia bullata

a 100°C durante 10 minutos. Posteriormente se corrié en un gel denaturante, con rango
de concentracion de acrilamida de 8-16% (Invitrogen®). Al finalizar la electroforesis se tifid
con azul de coomassie R-250. La banda de proteina fue cortada, y sobre ella fue realizada

la digestidon enizmatica.

Las bandas fueron reducidas con DTT 10 mM por 30 minutos a 56°C y alquiladas con
yodoacetamida 55 mM durante 20 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad.
Posteriormente las bandas fueron destefidas realizando dos lavados por 30 minutos con
acetonitrilo/bicarbonato de amonio 100 mM (1:1), y luego fueron deshidratadas con
acetonitrilo al 100% durante 5 minutos, para finalmente rehidratarlas con la solucién

enzimatica durante 10 minutos (Shevchenko et al, 1996).

Para el tratamiento enzimatico se utilizé la enzima Tripsina (Promega. Proveniente de
porcino, tratada con TPCK, modificada y resistente a cortes protedliticos, grado
secuenciacién), la cual fue resuspendida en una solucién de bicarbonato de amonio 25
Mm, a una concentracion final de 12.5 ng/uL; La digestién se realiz6 a 37°C durante 16
horas (Shevchenko et al, 1996 y Shevchenko et al, 2006). Finalmente, los digeridos fueron
extraidos del gel con acetonitrilo 50%/TFA 0.1%.

4.2.4 Obtencion de la secuencia de los péptidos mediante
Cromatografia Liguida — Espectrometria de masas en
tandem (LCMS/MS)

Los ensayos para la determinacién de la secuencia parcial de aminoacidos de LSBo-I se
realizaron en el Instituto de espectrometria de masas en la Universidad Johns Hopkins
(Mass Spectrometry and Proteomics Facility, Johns Hopkins University School of

Medicine), como se describe a continuacion.

La muestra se limpi6é utilizando ziptip C18. La mezcla de los péptidos obtenidos se
reconstituy6 en 10 pL de acetonitrilo 2% / acido formico 0.1%, y se inyectaron 5 pL del

digerido triptico.
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Los péptidos fueron sembrados en una precolumna C18 de 75 um x 2.5 cm (YMC*GEL
ODS-A 12 nm S-10 pum) a un flujo de 600 nL/min con acido féormico 0.1% como solvente A.
La separacion se hizo a un flujo de 300 nL/min sobre una columna en fase reversa C18 de
75 um x 100 mm Magic AQ (5 um, 120A, Microm Bioresources) usando un gradiente del
3-10% del solvente B (acetonitrilo 90%/acido férmico 0.1%) durante los primeros 10
minutos, incrementando posteriormente el solvente B a 30% durante 55 minutos, 45% por

65 min y finalmente 100% por 70min.

Los péptidos eluidos de la corrida cromatogréafica fueron enviados en forma de spray hacia
el espectrometro de masas nano-LC-LTQ-Orbitrap-Velos en FTFT mediante una aguja
inyectora (New Objective) de 1 um a 2.0 kV. La adquisicion de datos se realizé en un rango
de 350-1700 m/z con maximo 10 masas peptidicas (iones precursores) aisladas
individualmente a IW1.9 Da, y fragmentadas utilizando energia de activacion por colisién
HCD 35. El i6n precursor y los fragmentos de iones se analizaron a una resolucion de
30.000 y 15.000, respectivamente, con parametros de inclusion dinamica de 30 s, MIPS
(monoisotopic ion precursor selection) encendido, la opcion m/z apagada y la opcién

bloqueo de peso molecular encendida con corte en el silocsano (371 kDa).

El analisis se llevé a cabo mediante una bisqueda en Mascot-Scaffold: Mascot 2.2 via
PD1.3 usando RefSeq 2012 como base de datos, teniendo en cuenta como parametros de
blsqueda todas las especies disponibles en la base de datos de tripsina como enzima, un
valor del error en clivaje de 2, oxidacién de metioninas y deamidacion como modificaciones

variables, y tolerancia al precursor de 12 ppm y al fragmento de 0.03 kDa.

» Analisis de los datos obtenidos en la secuenciacion
Los datos obtenidos por espectrometria de masas en tandem fueron procesados con el
programa Proteome Discoverer (v1.3 Thermo Fisher Scientific) en tres formas diferentes,

utilizando 3Nodes: “Common, Xtract y MS2 Processor”.

Los resultados obtenidos a partir de 3Nodes fueron analizados con Mascot v.2.2.2 Matrix
Science, utilizando:
- Base de datos RefSeq2012, con la opcion base de datos concatenados, especificando

todas las especies, la tripsina como enzima y un error de corte de valor 2.
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- Base de datos Custom sns4 sin especificar la enzima.

Otros parametros utilizados en ambas busquedas fueron: Tolerancia a la masa del
precursor de 12 ppm, tolerancia a la masa de los fragmentos de 0.03 Da, y la oxidacion

(M: Metioninas) y carbamidometil (C: cisteinas) como modificaciones variables.

= Determinacién de la secuencia parcial de aminoacidos de la LSBo-I

Tomando los péptidos de novo obtenidos como resultado de la secuenciacién, se realizd
una disminucién de la redundancia utilizando la herramienta Decrease redundancy de
EXPASY (Artimo et al., 2012).

Con ayuda de la herramienta blastp de BLAST (Altschul et al., 1990) disponible en NCBI,
y utilizando algoritmos disefiados para secuencias cortas (NCBI-BLAST
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), se realiz6 una comparacion de los péptidos
obtenidos contra lectinas de Leguminosa y las reportadas para el reconocimiento del
antigeno Tn, buscando secuencias relacionadas para realizar el ensamblaje de los

péptidos.

Con base en la informacién de estructura primaria publicada sobre lectinas de la familia
Lamiaceae, la cual corresponde Unicamente a dos secuencias reportadas en el NCBI, para
la determinacion de la secuencia parcial de LSBo-I fueron utilizadas como modelo las
secuencias de Salvia miltiorrhiza (ABU87404.1 en GenBank) y Glechoma hederacea
(AAN05097.1 en GenBank).

Se tomaron todos los péptidos luego de eliminar redundancia y se compararon por
separado contra las secuencias de Salvia miltiorrhiza y Glechoma hederacea, con el fin de
analizar los alineamientos obtenidos y determinar la posibilidad de hacer una
superposicion de secuencias segun los resultados con las lectinas de las dos especies.
Todas las comparaciones se realizaron con las modificaciones para secuencias pequefias
(tamafio de la palabra de 2, matriz PAM30, gaps con valor de existencia 9 y de extensién
1, sin ajustes composicionales y sin filtro a las regiones de baja complejidad). Con los

resultados obtenidos se utilizdé la secuencia de S. miltiorrhiza como molde, teniendo en
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cuenta que hubo mayor cubrimiento de las secuencias peptidicas con respecto a esta

especie y que el extremo amino terminal se pudo ubicar en la secuencia.

Con la secuencia obtenida se procedié a realizar un alineamiento mdultiple contra las
lectinas de Salvia miltiorrhiza y Glechoma hederacea utilizando la herramienta “Clustal
Omega” disponible en http://www.clustal.org, lo que permitié asignar algunos aminoacidos
en posiciones en las que no se habia logrado determinar el residuo correspondiente. La

secuencia obtenida fue utilizada para realizar una aproximacion a la estructura terciaria.

4.2.5 Aproximacion a la estructura terciaria de LSBo-I

Mediante herramientas bioinforméticas se realizO el modelamiento de la secuencia
obtenida anteriormente, con el fin de identificar el tipo de estructuras secundarias
presentes, la similaridad con otras estructuras reportadas en el PDB y los posibles
ligandos, entre otras caracteristicas. Para el proceso se utilizé el programa I-Tasser Server
disponible en http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/, que permite generar un modelo con
base en multiples estructuras de referencia y una optimizacién iterativa de alineaciones
alternativas. Se realizé la comparacion y seleccion de modelos de acuerdo con el mejor
resultado (score) (Zhang, 2008; Roy et al., 2010; Yang et al., 2013; Yang y Zhang, 2015a;
Yang et al. 2015b.).

Para evaluar el modelo mas adecuado se utilizaron los parametros de I-Tasser, que arrojan
una puntuacion (C-score) que va desde -5 a 2, indicando la calidad de los modelos
generados; mayor puntuaciéon indica mejor prediccion en la estructura. TM-score y el
RMSD son parametros utilizados para indicar la cercania del modelo generado con la
estructura nativa del molde. TM-score mayor que 0,1 significa un modelo que presenta una

topologia correcta (Banerjee et al, 1996; Zhang 2008; Roy et al., 2010).

Adicionalmente, se realizé una superposicion de modelos tridimensionales de las lectinas
de Salvia bogotensis (lectina - 1), Salvia miltiorrhiza y Vicia villosa (isolectina B.), utilizando
la herramienta UCSF Chimera (disponible en http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/), que
permite visualizar alineamientos multiples de secuencias y estructuras asociadas
(Pettersen et al., 2004).
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Por otro lado y teniendo en cuenta los resultados del modelamiento, la secuencia
determinada fue analizada mediante una Simulacibn de Acoplamiento Molecular
“Docking”, la cual permite la determinacion de la estructura molecular de complejos
formados por un ligando y una proteina (para este caso, un carbohidrato y una lectina).
Los algoritmos para Docking permiten la busqueda de interacciones o configuraciones
favorables (conformacién-orientacion) entre el ligando y la lectina hasta encontrar un

complejo energéticamente estable (Lengauer y Rarey, 1996).

El analisis de las interacciones y afinidad de union de los carbohidratos con la lectina se
realizé mediante “Autodock Vina” (disponible en http://vina.scripps.edu/), que realiza una
exploraciéon basada en la curvatura de la superficie de energia potencial, permitiendo un
alto rendimiento, mayor precision y facilidad de uso (Trott y Olson, 2010).

Para realizar los acoplamientos fue necesario hacer una preparacion de la estructura de
LSBo-l y los ligandos usando la interfaz grafica Autodock tools. A los modelos estructurales
obtenidos por I-Tasser, se asignaron los &tomos de hidrogeno y las cargas formales. Se
generd una caja de cribado o “Grid Box” con dimensiones especificas centrada en la
secuencia de interés de la lectina como blanco para el Docking. Las configuraciones de la
caja de cribado para cada par ligando-lectina fueron las mismas y se muestran a

continuacion:

Las coordenadas utilizadas para el posicionamiento de la caja fueron:
Centro en X =50.916
CentroenY =74.862
Centroen Z =58.714

Para el tamafio de la caja se usaron valores en X =52, Y=42y Z = 54.

Los resultados que arroj6 Autodock Vina fueron visualizados en Autodock Tools v.1.5.6. y
corresponden a los mejores acoplamientos (configuracion y orientacioén) con valores de
energia de unién mas bajos en Kcal/mol, junto con los valores de la desviacion de la media

cuadréatica o RMSD (root-mean-square deviation) entre conformaciones.



Metodologia 51

4.3 Fase lll. Ensayos para la obtenciéon de una lectina

recombinante de LLb-I

4.3.1 Coleccién de material vegetal

Las semillas de Lepechinia bullata fueron colectadas de plantas ubicadas en el kilbmetro
4.5 margen izquierdo, via Arcabuco - Gachantiva (Boyacd). La especie fue identificada
previamente por el Dr. José Luis Ferndndez del Instituto de Ciencias Naturales e
investigador del GRIP, y registrada en el Herbario Nacional de Colombia con los cédigos
COLO.Boyaca.Arcabuco-Gachantiva-JLF-557667 y COLO.Boyaca.Arcabuco-Gachantiva -
JLF-557668. Los especimenes se colectaron en estado inmaduro, se limpiaron y
almacenaron en crioviales y se mantuvieron congelados a -80°C hasta su procesamiento

y andlisis.

4.3.2 Extraccion de ARN a partir de semillas de Lepechinia

bullata

La extraccién de ARN se realizd a partir de semillas inmaduras de Lepechinia bullata,
utilizando diferentes opciones disponibles comercialmente, como se explica a
continuacion. Los ensayos se llevaron a cabo a partir de aproximadamente 100 mg de
semillas previamente lavadas, almacenadas a -80°C las cuales fueron pulverizadas con
nitrégeno liquido. Los materiales que se usaron para el proceso fueron lavados en agua
tratada con Dietil pirocarbonato (DEPC) y jabén anti ARNasas, fueron colocados a -20°C
durante al menos 12 horas. En cada caso, se siguio el protocolo recomendado por caada

fabricante, como se describe a continuacion:

- TRI Reagent®, de Sigma-Aldrich. El trizol® es un producto listo para usarse en el
aislamiento de ARN a partir de células y tejidos. Se basa en una mezcla de fenol e
isotiocianato de guanidina que permite lisar y disolver los componentes de la muestra de
partida manteniendo la integridad de los &cidos nucleicos. Un paso posterior de adicion de
cloroformo y centrifugacién, permite la separacioén de la muestra en dos fases (acuosa y

organica), dejando el ARN en la fase acuosa exclusivamente para asi poderlo recuperar
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mediante  lavados  sucesivos y  precipitacion con alcohol isopropilico.

(http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/tri-reagent.html)

- Direct-zol™ RNA miniprep, de Zymo research. Esta metodologia se realiza directamente
a partir de la muestra inmersa y tratada con TRl Reagent®. La solucién obtenida se
dispone dentro de mini columnas y posteriormente se realizan lavados y elucion de ARN
total mediante centrifugacion, sin necesidad de hacer posteriores separaciones o
precipitaciones (http://www.zymoresearch.com /downloads/dI/file/id/467 /r2050i.pdf)

- Aurum™ Total RNA Fatty & Fibrous tissue kit, de Bio-Rad. Este sistema permite la
extraccion de RNA total a partir de muestras con alto contenido graso y fibroso, o con una
elevada cantidad de ARNasas, a pesar de la interferencia que estos componentes generan
sobre la obtencion de ARN de buena calidad. Tomando como base la metodologia del TRI
Reagent®, la fase acuosa es dispuesta sobre mini columnas con membrana de silica que
tienen afinidad por ARN, lo que genera la unién de este acido nucleico y permite
posteriores lavados y tratamiento con ADNasa. Finalmente se recupera el RNA mediante
el paso de wuna soluciébn eluyente por la mini columna. (http://www.bio-
rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/10001298.pdf)

- Total RNA isolation from plant tissue or filamentous fungi, de Macherey-Nagel. Este
protocolo se recomienda para la extraccion de RNA total a partir de tejidos vegetales o de
hongos, que tienen una alta viscosidad en el momento de ser lisados. Contiene una
variedad de soluciones que inactivan ARNasas, protegiendo la estabilidad del ARN. A
diferencia de los anteriores, no requiere tratamiento previo con TRl Reagent®, pero si
utiliza una membrana de silica contenida en mini columnas para anclar los acidos
nucleicos, permitiendo lavados sucesivos, tratamiento con ADNasa y finalmente, la elucion
del ARN (Macherey-Nagel, User manual, 2012).

- Dynabeads mRNA DIRECT™ Micro Kit, de Life Tecnologies. A diferencia de los
anteriores, este ensayo permite la extraccion directa de ARN mensajero (ARNm),
fundamentandose en la presencia de poliadeninas en el extremo 3" de su secuencia, las
cuales se unen especificamente a oligo (dTs) anclados a perlas magnéticas que facilitan

los lavados y la recuperacion del mensajero sin contaminantes, mediante el uso de
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gradillas magnéticas. Esta técnica no requiere extraccion previa de ARN total (Invitrogen,
Handbook, 2007).

La integridad del ARN obtenido con cada uno de los protocolos, se analizé en gel de
agarosa (Alpha Aesar®) al 1 %, tefiido con SYBRr® Safe DNA Gel Stain (Thermo
Scientific); para ello se emplearon 5 uL de la muestra con 1 yL de buffer de carga
(BlueJuice® loading Buffer de Invitrogen). El marcador de pares de bases utilizado fue
Ready to load ZR 100 bp DNA marker® de Zymo Research.

El ARN obtenido se retrotranscribié inmediatamente por PCR; en el caso de quedar

muestra remanente se almacend a -70°C hasta su posterior uso.

4.3.3 Sintesis de cDNA

Como paso previo a la sintesis de primera hebra, el ARN obtenido se traté con ADNasa

(RNase-Free DNase | ®, de Epicentre) utilizando las siguientes cantidades:

DNase | 1puL
Buffer 10X para DNase | 1pL
ARN 10 pL

La mezcla de trabajo se llevo a 37°C durante 10 minutos y posteriormente se mantuvo a

10°C durante 5 minutos.

A partir del ARN obtenido en el paso anterior y utilizando oligo(dT) como iniciador, se llevo
a cabo la sintesis de primera cadena de ADN (cDNA) mediante el uso de un termociclador
convencional (Krug y Berger, 1987), utilizando la técnica de transcripcion reversa (RT-
PCR) (Gilboa et al., 1979, Picknett y Brenner, 2003). Para este proceso se utilizé el sistema
comercial RevertAid™ first strand cDNA Synthesis Kit de Thermo Scientific, el cual permite
la sintesis de primera hebra a partir de ARN total, mMARN o ARN especifico, mediante el
uso de una transcriptasa reversa. El kit contiene inhibidor de ARNasas, lo que protege la
integridad del ARN de trabajo. El ensayo se llevé a cabo siguiendo las especificaciones del
fabricante, a partir del ARN total obtenido de las semillas de Lepechinia bullata.
(https:/tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/ MANO0012716 _RevertAid_
FirstStrand _cDNA_Syn_K1622_UG.pdf)
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Se prepardé una solucién de trabajo a un volumen final de 20 uL con las siguientes

cantidades:

ARN tratado con ADNasa 10 uL

Oligo dT 2 uL
Buffer de reaccion 5X 4 UL
Inhibidor de ARNasas 1puL
Mezcla dNTPs 10 mM 2 uL
Transcriptasa reversa 1pL

La mezcla se mantuvo durante 1 hora a 40°C, posteriormente se llevo a 70°C durante 5

minutos, y para finalizar se conservé a -20°C hasta su posterior uso.

4.3.4 Amplificacion de fragmentos de ADN

Este proceso se llevo a cabo mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) (Saiki et al., 1988), utilizando la enzima Tag DNA Polimerasa de Invitrogen® para

la amplificacion.

Debido a la escasa informacion sobre secuencias nucleotidicas y la estructura primaria
para lectinas de Lamiaceas, la amplificacion se realiz6 utilizando como iniciadores juegos
de primers previamente disefiados en un trabajo de lectina de Calopogonium galactoides
con base en secuencias reportadas de lectinas vegetales (Alvarado et al.,, datos no
publicados) (Tabla 4-1). Las especies sobre las que se hizo el disefio fueron seleccionadas
por presentar lectinas con reconocimiento por galactosa, N-acetilgalactosamina, manosa
0 glucosa, tal es el caso de Glycine max, Canavalia ensiformis, Canavalia brasiliens,
Canavalia gladiata, Cymbosema roseum, Dioclea grandiflora, Sophora jap6nica y las dos
especies de Lamidceas a las que se les ha reportado la secuencia de sus lectinas

(Gelchoma hederacea y Salvia miltiorrhiza).

Para realizar el disefio de primers, inicialmente se hizo un BLAST (Altschul et al., 1990) de
cada una de las secuencias mencionadas anteriormente contra otras reportadas para

lectinas, con el fin de obtener una secuencia consenso que abarcara el gen lo mas
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completo posible, y desefiar los primers desde los dos extremos de cada gen reportado
(desde el amino hasta el carboxilo terminal). Posteriormente se utilizé el programa Primer3
disponible en NCBI, (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), para el disefio de primers forward y

reverse de un tamafio entre 20 y 23 nucleétidos.

Tabla 4-1.: Primers utilizados para la amplificacion de fragmentos de ADN proveniente
de semillas de Lepechinia bullata.

Primer Forward Primer Reverse
GmGal TTAGATGGCCTCATTGAGCA ATGGCCACCTCCAACTTCTC
Cemn AAATCCTCCCTGTTCCTTCC CCGGGATCTCATTGCTCTT
Can ATCTCAAAGAATCCTCCCTGTT GGGATCTCATTGCTCTTCAACTT
Craty GCTCATACTATTGTTGCTGTTGAA AGCATCTGGAAAAAGTCCAAGA
Cym TTCTTCTTCTGATCTTACTCTTCAA AAAGTCCAGTAGGCAGTCTTTCCA
Dio TGATAGTAGTGAGCAGGGTGAGC TAAAGACCGGTTGTAGCAGAAAG
Dgf mn GGGTGAGCTCATCAATAGCA CCGGTTGTAGCAGAAAGACC
Soja TTTTACAGATGAGCAGTTTGACC TACCTCCAACTCAAGACCAAC
Lam CTTCGACCCTAATGATACCTCA CGGTGAACTCCCAATAGTTAAT

GmGal: Glycine max; Cemn: Canavalia ensiformis; Can: Canavalia brasiliens; Craty: Canavalia
gladiata; Cym: Cymbosema roseum; Dio y Dgf mn: Dioclea grandiflora; Soja: Sophora japdnica;
Lam: Glechoma hederacea.

Para realizar la amplificacion de fragmentos con base en los primers anteriores, se prepard

una solucién de trabajo a un volumen final de 50 pL con las siguientes cantidades:

cADN 5 pL
Buffer para PCR 10X 5uL
MgClz 25 mM 4 uL
Mezcla dNTPs 10 mM 1puL
Primer Forward 1.5puL
Primer Reverse 1.5puL

Taq polimerasa (5U/ pL) 0.5puL
Agua estéril 31.5uL

En la tabla 4-2 se describe el programa utilizado para la amplificacion de ADN en el
termociclador. Cada juego de primers se ensayo a diferentes temperaturas de hibridacion

entre 57 y 62°C, con variaciones de 0.5°C.
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Tabla 4-2: Programa de PCR para la amplificacién de fragmentos de ADN proveniente
de semillas de Lepechinia bullata.

1. Denaturacion Inicial 94°C 3 min 1 ciclo
2. Denaturacién 94°C 45 seg
3. Hibridacion *hk 45 seg _

34 ciclos
4. Elongacion 72°C 1 min
5. Extension final 72°C 5 min 1 ciclo
6. Almacenamiento 4°C a 1 ciclo

*** | a temperatura de hibridacion varié entre 57°C y 62°C.

El producto amplificado se analizé en gel de agarosa (Alpha Aesar®) al 1.5%, tefiido con
SYBRr® Safe DNA Gel Stain (Thermo Scientific), sembrando 9 pL de la muestra con 1 uL
de buffer de carga (BlueJuice® loading Buffer de Invitrogen). EI marcador de pares de
bases utilizado fue Ready to load ZR 100 bp DNA marker® de Zymo Research. Lo anterior
con el fin de determinar el tamafio aproximado de los fragmentos obtenidos y conocer
preliminarmente la eficiencia de la amplificacion. Las muestras se almacenaron a -20°C

hasta su posterior uso.

4.3.5 Secuenciacion del ADN amplificado

El producto amplificado se purific6 mediante el kit comercial Zymoclean™ Gel DNA
Recovery kit, de Zymo research, disefiado para purificar fragmentos de DNA a partir de
geles de agarosa, usando cartuchos que contienen membranas de silica para capturar y
purificar el fragmento de ADN. (http://www.zymoresearch.com/downloads/dl/file/id/
184/d4001d.pdf). Posteriormente, el fragmento de ADN amplificado y puro se envi6 al
Servicio de Secuenciacion y Analisis Molecular del Instituto de Genética de la Universidad
Nacional de Colombia — SsiGMol, en donde las muestras son procesadas empleando la
guimica del BigDye® Terminator de Applied Biosystems (que utiliza el método Sanger) y
son corridas en un Analizador Genético Applied Biosystems 3500 con capacidad de lectura
de secuencia de aproximadamente 1,000 pares de bases. La secuenciacion Sanger utiliza
la terminacion especifica con cuatro fluorocromos diferentes, lo que permite la realizacion

de secuenciacidon en una reaccion.
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Con ayuda de la herramienta blastn de BLAST (Altschul et al., 1990) disponible en NCBI,
(http://www.nchi.nlm.nih.gov/), se realiz6 una comparacion de las secuencias obtenidas
contra las reportadas en bases de datos, buscando encontrar alguna identidad con lectinas

vegetales.

4.4 Fase IV. Purificacion y caracterizacion de nuevas
lectinas en semillas de Salvia bogotensis y Lepechinia

bullata

4.4.1 Cromatografia de afinidad

Algunos de los soportes se obuvieron comercialmente, y se realizaron las cromatografias
utilizando 1 mL de cada uno. Los ligandos fueron manosa (D-Manosa—agarosa (Sigma-
Aldrich)), fucosa (a-L-Fucosa-agarosa (EY laboratorios INC.)), N-acetilglucosamina (N-
acetil-D-glucosamina—agarosa (Sigma-Aldrich)) y galactosa (Sepharose 4B (Sigma-
Aldrich)). Otros soportes cromatograficos fueron preparados en el laboratorio de proteinas,

como se describe a continuacion.

a. Preparacion del soporte de afinidad Manosa — Sepharose 4B. Se tomaron 5 mL de
Sepharose 4B y se equilibraron en buffer Carbonato de sodio 0.5 M, pH 11.0. La activacion
del soporte se realiz6 por adicion gota a gota de 500 uL de Divinil Sulfona, y se mantuvo a
temperatura ambiente con agitacion suave durante 2 horas. Para el acople se utilizaron 5
mL de una solucién de D(+)-manosa 3 M (Sigma-Aldrich) (54 mg/mL). La reaccion se llevo
a cabo con agitacién suave durante 21 horas a temperatura ambiente, siguiendo la

metodologia descrita por Hermanson et al. (1992).

Se tomaron 0.5 mL de soporte Manosa-Sepharose 4B y se ensay6 su funcionalidad
utilizando 500 pL de Concanavalina A (previamente obtenida y purificada en el laboratorio
de proteinas del GRIP) con una concentracion 7.2 mg/mL; esta lectina reconoce residuos
de manosa, asi como oligosacaridos ricos en manosa (Olson y Liener, 1967). La elucién

de la fraccion no retenida se realizé con una solucion de NaCl 1% conteniendo 5 mM Ca++
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y 5 mM Mn++, y la fraccién retenida con una solucién 0.2 M de Glucosa en NaCl 1%. El
seguimiento del perfil de elucién se realizé colectando volimenes de aproximadamente

500 uLy midiendo absorbancia a 280 nm.

b. Preparacion del soporte de afinidad Concanavalina A — Sepharose 4B. Se acoplaron 3
g de Sepharose 4B preactivada con bromuro de ciangeno™ (GE Healthcare). El soporte
se equilibré en 3 mL de bicarbonato de sodio (NaHCO3 0.2 M, NaCl 0.5 M, pH 8.3). Para
la unién del ligando se emplearon 10 mL de una solucién de concentracion 7.2 mg/mL. de
Con A en buffer bicarbonato de sodio. La reaccion se llevo a cabo durante 12 horas a
temperatura ambiente; el grupo activo remanente se bloque6é con una solucién de
etanolamina 1 M pH 8.0 durante 30 minutos (GE Healthcare, 2009; Hermanson et al.,
1992). El soporte se equilibré en una solucién de NaCl 1% (5 mM Ca++, 5 mM Mn++).

e Cromatografia de afinidad sobre diferentes soportes

Las fracciones retenidas de Lepechinia bullata obtenidas en 4.1.3 se aplicaron sobre cada
soporte, cuyo ligando es uno de los monosacaridos mencionados anteriormente. La
elucidn de la fraccién no retenida se realizdé con PBS 1X; posteriormente se adicioné PBS
1X (1 M NacCl) con el fin de eluir moléculas unidas inespecificamente a la columna. La
fraccion retenida se eluy6 con una solucion 200 mM del azlcar correspondiente en PBS
1X: D-(+)-Manosa (Sigma-Aldrich), L-Fucosa (AppliChem®), N-acetil-D-glucosamina
(AppliChem®), PBS D-(+)-Galactosa (Sigma-Aldrich), segiin cada caso.

El perfil cromatografico se realiz6 colectando volimenes de aproximadamente 500 L y
midiendo absorbancia a 280 nm; las fracciones que presentaron las mayores absorbancias
fueron reunidas en un pool. El pool eluido con PBS 1X se denominé “fraccion no retenida”
y la fraccion eluida con el azlcar “fraccion retenida”. En el caso de la afinidad sobre
Sepharose 4B-Manosa, se empleé una columna empacada con 2 mL de soporte; la
fraccion retenida se eluy6 con soluciones de 200 mM de D-(+)-Manosa (Sigma-Aldrich)

seguida de 200 mM de una solucién de a-metil-manopiranosa (Alfa Aesar™).

Las muestras se concentraron por ultrafiltracion en membrana de 10 KDa mediante
Centricon®, y fueron equilibradas en PBS 1X. Cada una de las fracciones obtenidas y

concentradas se almacend a -20°C para electroforesis y analisis posteriores.
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a. Cromatografia de afinidad sobre Manosa-Sepharose 4B. La fraccién retenida de la
cromatografia de intercambio anidnico obtenida en 4.1.3 se aplicd sobre una columna de
Sepharose 4B-manosa. La elucién de la fraccion no retenida se realiz6 con PBS 1X,
posteriormente se adicion6 PBS 1 X 1M NaCl con el fin de eluir moléculas unidas
inespecificamente al soporte, y finalmente la fraccion retenida con soluciones de 200 mM
de D-(+)-Manosa (Sigma-Aldrich) seguida de 200 mM de una solucidon de a-metil-
manopiranosa (Alfa aesar™). El seguimiento de la elucién se realiz6 colectando volimenes
de 500 pL y midiendo absorbancia a 280 nm; los que presentaron mayores absorbancias
fueron reunidos en un pool. El pool eluido con PBS 1X es la raccion no retenida, y el eluido

con el azlicar se denomind raccion retenida.

b. Cromatografia de afinidad sobre Sephacryl S-200. La fraccion retenida de la
cromatografia de intercambio anionico obtenida en 4.1.3 se aplic6 sobre una columna (12
x 0.5 cm), empacada con 5 mL de sephacryl S-200 HR (Sigma—Aldrich), soporte que tiene
residuos glucosa en su estructura. La elucion de la fraccion no retenida se realizé con PBS
1X, posteriormente se adicion6 PBS 1 M NaCl con el fin de eluir moléculas unidas
inespecificamente al soporte y finalmente la fraccion retenida se eluyd con una solucion
200 mM de D-(+)-Manosa (Sigma-Aldrich). El seguimiento de la elucién se realizd
colectando volumenes de 500 pL y midiendo absorbancia a 280 nm; las fracciones que
presentaron las mayores absorbancias fueron reunidas en un pool. El pool eluido con PBS

1X es la fraccion no retenida, y el eluido con el azicar se denomind fraccién retenida.

c. Cromatografia de afinidad sobre Concanavalina A — Sepharose 4B. Con base en el
conocimiento de que lectinas tipo | descritas en diferentes especies de Leguminosas y que
presentan un oligosacarido en su estructura, son reconocidas por Concanavalina A (Pérez,
et al., 1990; Sierra y Pérez, 1999; Melgarejo et al. 2005), se utilizé este soporte para aislar
las lectinas de Lamiaceas (Vega, 1997). Las fracciones retenidas en DEAE (4.1) fueron
equilibradas en NaCl 1% (5 mM Ca++, 5 mM Mn++) y se sembraron sobre una columna
de 2.5 mL de Con A-Sepharose 4B. Se utilizaron columnas diferentes para cada especie

(Lepechinia bullata y Salvia bogotensis).

La fraccion no retenida se eluy6 con la solucion de equilibrio. Una primera fraccién retenida

se obtuvo por elucién con Glucosa 0.2 M en NaCl 1% (5 mM Ca++, 5 mM Mn++) y una
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segunda fraccion retenida se eluy6 con buffer Gly-HCI (50 mM) pH 3.0. El seguimiento del
perfil cromatografico se realizdé colectando volimenes de aproximadamente 500 uL y
midiendo absorbancia a 280 nm; los que presentaron mayores absorbancias fueron
reunidos en un pool. El pool eluido con NaCl 1% (5 mM Ca++, 5 mM Mn++) es la fraccion
no retenida, mientras que las fracciones eluidas con Glucosa 0.2 My con Gly—HCI (pH 3.0)

son las fracciones retenidas | y Il respectivamente.

Las fracciones retenidas obtenidas de los diferentes procesos de purificacion fueron
ultrafiltradas en membrana de 10 kDa mediante Centricon®, y fueron equilibradas en PBS
1X. Posteriormente cada una de ellas se almacené a -20°C para posteriores analisis.

La caracterizacion de cada una de las fracciones se hizo siguiendo la metodologia descrita
4.1.5y4.1.6.

La figura 4-4 sintetiza el proceso que se llevo a cabo para purificar las dos lectinas de cada
una de las especies trabajadas en este estudio. Tanto en Lepechinia bullata como en
Salvia bogotensis el procedimiento realizado fue el mismo. En este diagrama se incluye el
proceso cromatografico para la obtencion de la lectina | (que presenta reconocimiento del
antigeno T y Tn), y de la lectina Il (aislada mediante Concanavalina A), partiendo de la
cromatografia de intercambio i6nico (descrita en el apartado 4.1.3) y pasando por la
cromatografia de afinidad sobre aMSB-Sepharose 4B (apartado 4.1.4). o sobre

Concavalina A-Sepharose 4B (apartado 4.4.1 c).

Figura 4-4: Sintesis del proceso de obtencion de las lectinas presentes en Lepechinia
bullata y en Salvia bogotensis.
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4.4.2 Determinacion del punto isoeléctrico

El punto isoeléctrico de las lectinas LLb-Il y LSBo-ll fue determinado en gel de
poliacrilamida al 10%, siguiendo las condiciones descritas en el numeral 4.1.7 (Bollag et
al., 1991).

4.4.3 Deteccion de glicoproteinas

Con el fin de establecer la presencia de proteinas glicosiladas, se realiz6 un ensayo de

deteccion cualitativo segun protocolo descrito por Bio-Rad (Vega, 1997).

Se corrié una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12.5% con el método Tris-tricina
segun las condiciones descritas previamente (4.1.5), sembrando 20 ug de proteina en cada
pozo y utilizando la ovoalbumina como control positivo. Posteriormente se realizd
transferencia semihimeda de las proteinas a una membrana de Nitrocelulosa (Bio-Rad),
utilizando el equipo Trans-Blot® SD (Bio-Rad). Las condiciones de transferencia fueron 25
Voltios, 130 mA., 5 Wat. y 30 min. Una vez completado el proceso, una parte de la
membrana, previamente definido como control de transferencia, fue tefiido con rojo
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ponceau para evidenciar la transferencia de las proteinas y los marcadores de peso.
Paralelamente, la membrana con las lectinas fue oxidada con metaperyodato de sodio 30
mM, lavada e incubada con biotina-hidrazina (1.3 mM) en buffer acetato-acético (100 mM
pH 5.0-5.5) durante 1 hora. A continuacion se bloque6 con PBS:BSA 1.3% durante toda la
noche a temperatura ambiente. Seguidamente se realiz6 una incubacion con
estreptavidina-peroxidasa 1:500 durante 1 hora, finalizando con el revelado mediante 3'3’-
diaminobenzidina tetrahidroclorico (DAB) (Sigma-Aldrich) 0.5 mg/mL a 30°C con adicion
de peroxido de hidrogeno. La membrana se mantuvo en la solucién de revelado hasta que
las bandas fueron observadas, en ese momento se lavo con agua destiladada para detener
la reaccién (Anexo F).

4.4.4 Obtencion de la secuencia amino terminal

El proceso llevado a cabo para la secuenciacién del extremo amino terminal de las lectinas

se realiz6 con las condiciones descritas en el apartado 4.2.4.



5.Resultados y analisis

5.1 Caracterizacion bioquimicade lalectinade Lepechinia
bullata (LLb-I) y comparacion con otras lectinas

especificas para el antigeno Tn

5.1.1 Extraccioén y purificacion de la lectina

= Coleccion de semillas de Lepechinia bullata

Con base en informacion previa del Grupo de Investigacion en Proteinas (GRIP) se realizé
una busqueda de Lepechinia bullata en regiones de Cundinamarca y Boyacd, ubicandola
en el kilbmetro 4.5 margen izquierdo en la via Arcabuco - Gachantiva (Boyaca). En la figura
5-1 se muestra la fotografia de uno de los especimenes encontrados.

Figura 5-1: Espécimen de Lepechinia bullata encontrado en la via Arcabuco-Gachantiva
(Boyacad).

La identificacion de la especie fue realizada por el Dr. José Luis Fernandez del Instituto de
Ciencias Naturales e investigador del GRIP. Las muestras colectadas fueron identificadas
en el Herbario Nacional de Colombia quedando registradas con los cddigos
COLO.Boyaca.Arcabuco-Gachantiva-JLF-557667 y COLO.Boyaca.Arcabuco-Gachantiva -
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JLF-557668. La coleccién se realiz6 en los meses de julio y diciembre, en los cuales se
observd que la planta se encontraba con abundancia de racimos y alta producciéon de

semillas.

En la misma planta fueron encontradas semillas en diferente estado de maduracién (Figura
5-2), de tal forma que se colectaron ramas secas en las cuales abundaran semillas
maduras; éstas se transportaron al laboratorio de proteinas de la Universidad Nacional, en
donde fueron limpiadas para ser utilizadas en la extraccion de proteina. Para esta fase del
estudio se seleccionaron semillas de minimo 2 mm de longitud, que presentaran una
coloracién entre café oscuro y negra, y que su consistencia fuera rigida, lo que garantizaba
gue se encontraban en estado maduro. Sanabria (1999) realiz6 la descripcién de la

seleccion y obtencién de las semillas para extraccion.

Figura5-2: Semillas de Lepechinia bullata en distinto estado de maduracion.

De izquierda a derecha: Semillas inmaduras (verde), semillas en proceso de maduracion (pardo) y
semillas maduras (café oscuro-negro).

= Preparacién de extractos proteicos a partir de semillas de Lepechinia bullata

El lavado de las semilas con NH4sOH 0.1 M pH 9.4, permitio eliminar algunos pigmentos
antes del proceso de extraccion de proteinas (Sanabria en 1999). Sin embargo, los
extractos crudos presentaron una coloracion que se acentu6 con el paso de los dias, por
lo que fue necesaria la adicion de tiourea 5 mM al buffer de extraccion (PBS), tal como
habia sido reportado en trabajos anteriores (Sanabria, 1999; Rojas, 2004); de esta forma
se inhibio la accion de las polifenoloxidasas (Van Driessche et al., 1983) y se obtuvieron

extractos menos pigmentados para continuar los procesos de purificacion.

Se hicieron otros ensayos adicionando al buffer de extraccion acido ascérbico 0.1 M, como

una alternativa para evitar la oxidacion y pigmentacion de los extractos, sin embargo, la
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longitud de onda en la que esta sustancia absorbe es 265 nm, por lo que en pasos
posteriores de purificacion se dificultd hacer el seguimiento a la presencia de proteinas.
Para remover el &cido ascorbico, la muestra se dializé contra una solucién de bicarbonato
de amonio 20 mM durante 32 horas con agitacion constante a 4°C, realizando tres cambios
de la solucion de dialisis (uno cada 8 horas). También, la muestra fue ultrafiltrada en
Amicén® usando membrana con tamafio de poro 10 kDa, para reducir la concentracion del
antioxidante. Desafortunadamente, ninguna de las técnicas de separacion permitio

eliminar el acido ascorbico de los extractos.

La solucion obtenida de la primera extraccion con PBS tiourea 5 mM presentdé una
viscosidad alta, lo que impidi6 utilizarla directamente en los pasos de purificacién y dificultd
la realizacion del ensayo de eritroaglutinacion. El tratamiento con la mezcla enzimatica de
poligalacturonasas (Pectinex®) disminuyo su viscosidad por la degradacion de mucilagos.
El Pectinex® es una mezcla comercial de pectinasas, conteniendo principalmente
poligalacturonasa, pectinliasa y pectinesterasa, enzimas encargadas del rompimiento de
sustancias pécticas vegetales. Las enzimas hidrolizan los mucilagos rompiendo el enlace
glicosidico a (1,4) tanto en el interior del polimero como en los extremos del mismo
(Carvajal, 2007) pero el proceso no afecta ni la estructura ni la actividad aglutinante de la
lectina (Rojas, 2004). El efecto de este tratamiento es una mejor interaccion de la proteina
con los carbohidratos y por lo tanto un incremento de la actividad de la lectina. Estos
resultados han sido ampliamente documentados para varias especies (Fernandez-Alonso
et al., 2003 y 2006; Pérez et al., 2009). La segunda y tercera extraccion se caracterizaron
por ser soluciones menos viscosas, por lo tanto no fue necesario realizar tratamiento con

Pectinex®.

Partiendo del hecho que los carbohidratos son el blanco de reconocimiento por parte de
las lectinas, y que los eritrocitos exponen en su superficie moléculas de carbohidratos, los
ensayos de eritroaglutinacion se utilizaron como método para determinar la presencia y
actividad de las lectinas en el presente estudio (Moreira, 1977). Para este fin se utilizd
sangre humana del sistema ABO sin tratar y tratada enzimaticamente para retirar los
residuos de acido sialico (mediante el uso de neuraminidasa) y de -galactosa (utilizando
B-galactosidasa) de la glicoforina A, proteina abundante en la membrana de eritrocitos, lo

que permitié obtener los determinantes antigénicos Ty Tn (Figura 4-2, capitulo anterior).
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La deteccion de lectinas anti-Tn también se ha llevado a cabo por la técnica de ELLSA
(Pérez y Vega, 2007), sin embargo los resultados obtenidos por hemoaglutinacién
permitieron realizar el seguimiento de la actividad aglutinante. En la tabla 5-1 se presentan
los resultados de la cuantificacion y de la actividad aglutinante de los extractos de semillas
de Lepechinia bullata; en la figura 5-3 se observa la eritroaglutinacion presentada por

extractos proteicos.

Tabla 5-1: Cuantificacion y actividad eritroaglutinante de los extractos proteicos
obtenidos a partir de semillas de Lepechinia bullata.

Ensayo de
Extracto Volumen | Concentracién Cantidad total (ng) Eritroaglutinacion
(mL) (mg/mL) de proteina proteina AlB lolT |Tn
(mg) total
1 351 9.1 3194.1 18.2 - - - - | -
1 277 6.8 1883.6 13.6 - - - | +2 | +2
2 460 4.9 2254 9.8 - - - |41 ] +2
3 510 4.1 2091 8.2 - - - |41 ] +2

** Tratado con Pectinex®
Cantidad total de proteina extraida a partir de 6228.6 (12.5%)
50 g de semillas de Lepechinia bullata

-: Ausencia de aglutinacion, +/-: Aglutinacion dudosa +1: Aglutinacion débil, +2: Aglutinacién media,
+3: Aglutinacién fuerte.

A partir de 50 g de semillas de Lepechinia bullata se obtuvieron 6.2 g de proteina total, lo
gue corresponde al 12.5%, siendo menor que el encontrado por Rojas (2004) con 14.4%.
En el caso de Salvia rubescens, Aldana (2000) report6é 19.6%, en 2002 Filgueira encontré
15.7% de proteina en Salvia palifolia, y Vega (2004) reportd 13.1% en Salvia bogotensis.
Los datos reportados por Rojas (2004) fueron obtenidos por el método de micro Kjeldahl,
mientras que en este trabajo la concentracién de proteina fue determinda utilizando el
método del &cido bicinconinico (BCA). En el afio 2000, Aldana realiz6 un estudio en el que
compard estos dos métodos de cuantificacion utilizando lectinas de Lamiéceas,
encontrando que entre los dos existe una buena correlacion en los datos arrojados, por lo
tanto, es posible utilizar cualquiera de las dos técnicas. A medida que el trabajo
experimental lo requirid, el proceso de extraccion volvio a llevarse a cabo en diferentes
ocasiones, obteniendo datos similares en lo referente a la cantidad de proteina obtenida y

a las caracteristicas de actividad y viscosidad que presentaron los extractos.
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Con respecto a los resultados de aglutinacién, se observé actividad con eritrocitos Ty Tn
con el extracto 1 tratado con Pectinex® y los extractos 2 y 3; la actividad obtenida fue
apreciable con cantidades de proteina total entre 8-13 ug, ademas del reconocimiento
hacia el determinante T, lo cual no habia sido previamente reportado (Tabla 5-1; Figura 5-
3). En otros estudios de deteccion de lectinas realizados por Bird & Wingham (1974, 1976,
1977, 1982) reportaron la ausencia de lectinas con actividad eritroaglutinante en varias
especies de Lamiaceas; posteriormente Fernandez—-Alonso et al. (2003 y 2009) y Pérez et
al. (2006), encontraron actividad aglutinante en esas mismas especies luego del

tratamiento del extracto proteico con Pectinex®.

Figura 5-3:  Eritroaglutinacion de extractos proteicos de semillas de Lepechinia bullata.

Blanco

Extracto 1 tratado
con Pectinex®

A B 0) T Tn

Ensayo de actividad aglutinante realizado con eritrocitos humanos del sistema ABO, y con eritrocitos
tratados enzimaticamente para exponer los determinantes T y Tn. Las flechas sefialan algunos
aglutinados observados en el ensayo (Objetivo 10x)

Es necesario tener en cuenta que en extractos crudos existe la posibilidad de encontrar
algunas otras moléculas diferentes a lectinas como son taninos, ciertos lipidos, sustancias
catibnicas y carbohidratos, que pueden interactuar con oligosacaridos, generando
aglutinados muy pequefios (Nagano, 2007). También se presentan interferencias con
polifenoles y quinonas, que pueden unirse a proteinas (Lonis, 1974), generando una
hemaglutinacion débil que no es mediada propiamente por las lectinas presentes (Blunden
et al., 1986; Rogers y Loveless, 1985).
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Por SDS-PAGE (Figura 5-4) se encontraron pocas bandas en el gel para los extractos
crudos a pesar de sembrar una alta cantidad de proteina. Los extractos 1, 2 y 3
compartieron el mismo patrén electroforético, evidenciando bandas predominantes
cercanas a 22, 32, 45y 60 kDa; el extracto 1 mostr6 algunas bandas adicionales en 74, 44
y alrededor de 25 kDa. Para el extracto 1 tratado con Pectinex®, en donde la cantidad de
proteina fue més baja, se intensific6 una banda cercana a los 48 kDa. Como control se
hizo electroforesis con la mezcla de poligalacturonasas (Pectinex®), mostrando en general
un barrido no definido (datos no mostrados); sin embargo, las cantidades de Pectinex®
usadas para el ensayo de reduccion de la viscosidad son muy bajas, como se describi6 en

el apartado 4.1.2.

Figura 5-4: SDS-PAGE de los extractos proteicos de semillas de Lepechinia bullata.
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SDS-PAGE Tris-Gly 12.5% denaturante y reductora. Carril 1. Patrones de peso molecular; carril 2.
127 ug de extracto 1; carril 3. 95 ug de extracto 1 tratado con Pectinex®; carril 4. 67 ug de extracto
2; carril 5. 57 ug de extracto 3.

» Cromatografia de Intercambio iénico sobre DEAE-Sephadex para extractos de
semillas de Lepechinia bullata

La técnica de cromatografia de intercambio ibnico estd basada en la separacion de

componentes de una mezcla mediante interacciones de tipo electrostatico entre los

analitos y un soporte que tiene grupos cargados eléctricamente.
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La resina DEAE (Dietilaminoetil) tiene carga positiva a pH inferiores a 7.4, indicando que
moléculas cargadas positivamente no seran retenidas en la columna, mientras que las que
se encuentren cargadas negativamente en este mismo rango de pH y sean retenidas en

el soporte, podran ser eluidas aumentando la fuerza i6nica del eluyente.

Para obtener extractos mas limpios y traslicidos se siguié la metodologia planteada por
Rojas (2004), realizando una cromatografia sobre DEAE-Sephadex para los extractos
crudos tratados y no tratados con Pectinex® (Figura 5-5). Se realiz6 un gradiente
discontinuo de fuerza iénica y se obtuvieron dos fracciones (fraccién no retenida y fraccién
retenida); la actividad aglutinante se encontrd en ambas fracciones (Tabla 5-2). Lo anterior
indica que hay dos proteinas con carateristicas moleculares diferentes, que se pueden
separar por punto isoeléctrico. En consecuencia de aqui en adelante se hard referencia a
lectina | (LLb-I) y lectina Il (LLb-II).

Figura 5-5:  Perfil cromatografico de intercambio aniénico sobre DEAE-Sephadex para
el extracto proteico de Lepechinia bullata.
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Para la lectina de Lepechinia bullata (LLb-1) fue reportado un punto isoeléctrico de 8.5
(Rojas, 2004); por lo cual a pH 7.2 - 7.4 esta cargada positivamente y por lo tanto no se
retiene en el soporte de intercambio iGnico; mientras que la LLb-Il probablemente tiene un
punto isoeléctrico &cido y debe estar cargada negativamente para ser retenida y eluida
mediante incremento de la fuerza ionica del buffer. Con este proceso cromatogréfico fue

posible aislar por lo menos dos lectinas diferentes. Un comportamiento similar se habia
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encontrado en Salvia bogotensis (Torres, 2010), sin embargo la LSBo-II no se aislé ni se

caracterizo.

La LLb-I (presente en la fraccién no retenida) aglutind eritrocitos Tn (Tabla 5-2, Tabla 5-3,
Figura 5-6), tal como se habia reportado en estudios previos (Sanabria, 1999; Rojas, 2004;
Pérez y Vega, 2007). Esta fraccién también mostré aglutinacién sobre eritrocitos de conejo

sin tratar y tratados enziméaticamente con tripsina y papaina.

El tratamiento enzimatico de eritrocitos de conejo permite que haya una mejor
disponibilidad de los determinantes antigénicos de la membrana, para ser reconocidos por
las lectinas (comunicacion personal Dr. Soorej Basheer, CERMAV-Francia), lo que indica
gue se requiere una menor cantidad de proteina para observar la aglutinacion de eritrocitos
con doble tratamiento enzimatico. Estas células son un modelo sensible y préactico para
determinar actividad de las lectinas, sin embargo, la hemdlisis de los eritrocitos fue un
comportamiento frecuente en los ensayos realizados. La fraccién Il mostrd una actividad
apreciable con los eritrocitos T y Tn, con lo que pudiera sugerirse afinidad sobre estos

antigenos.

Por su parte, LLb-1l (presente en la fraccién retenida) present6 actividad aglutinante sobre
eritrocitos A, B, O, T y Tn, observandose una mejor aglutinacion con eritrocitos T, donde

con 0.4 ug de esta fraccion se obtuvo la maxima aglutinacion.

Tabla 5-2: Actividad aglutinante sobre eritrocitos humanos de las fracciones obtenidas
por intercambio i6nico.

Volumen de Cantidad total Ensayo de aglutinacién con
ohiany | concenvacan | TUSHevHe | fepoiens | erivosios humanes
DEAE (ML) cada pozo (ug) .
No retenida 2.6 10 26 - - - - +3
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se observé aglutinacion - - - - 6.5
Retenida 0.35 10 3.5 +2 +2 +2 +4 +3
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se observé aglutinacion 1.7 1.7 1.7 04 0.9

Escala: -: Ausencia de aglutinacion, +1: Aglutinacion débil, +2: Aglutinacién media, +3: Aglutinacion
fuerte, +4: Aglutinacién completa.
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Tabla 5-3: Actividad aglutinante sobre eritrocitos de conejo de las fracciones obtenidas
por intercambio i6nico.

Ensayo de aglutinacién con
Fraccion V%tgst?:e eritrocitos de conejo
obtenida en | Concentracion
usado para el
DEAE (mg/mL) L
ensayo (ul) ST T P TIP
No retenida 0.26 125 + + + +
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se
observo aglutinacion 3.2 3.2 16 0.4
Retenida 0.42 125 + + + +
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se
observo aglutinacion 5.2 5.2 5.2 2.6

ST: Sin tratar, T: Tratados con tripsina, P: Tratados con papaina, TP: Tratados simultdneamente
con tripsina y papaina.

Figura 5-6:  Eritroaglutinacién de fracciones obtenidas por intercambio anionico a partir
de extractos proteicos de Lepechinia bullata.

Fraccién no
retenida en DEAE

Blanco

Fraccion retenida
en DEAE

Ensayo de actividad aglutinante observado al microscopio con un objetivo 10X. Realizado con
eritrocitos humanos del sistema ABO y con eritrocitos tratados enzimaticamente para exponer los
determinantes T y Tn. Las flechas sefialan algunos aglutinados observados en el ensayo.

La presencia de dos o mas lectinas no es un rasgo caracteristico de una familia botanica
0 especie en particular; en diferentes géneros de la familia Leguminosae: Canavalia,
Dioclea, Cymbosema, Camptosema y Galactia también se presentan dos lectinas con
diferente reconocimiento por carbohidratos (Pérez, 1990; Pérez, 1998; Sierra, 1999;
Melgarejo, 2005; Rocha, 2009; Batista et al., 2010; Quintero, 2014), asi como en las
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especies Ulex europaeus y Vicia villosa (Van Damme et al. 1998). También se ha reportado
presencia de mas de una lectina en especies de las familias Moraceae, Gramineae,
Liliaceae, Euphorbiaceae y Caprifoliaceae, entre otras (Sharon y Lis, 2003). Por su parte,
Nagano en 2007, hizo una revisidn detallada en algas marinas en las que se ha encontrado

mas de una lectina en la misma especie.

Por SDS-PAGE (Figura 5-7), para la fraccion no retenida se observaron bandas alrededor
de los 30, 55y 79 kDa, y una banda fuerte en aproximadamente 39 kDa. De otro lado, la
fraccion retenida mostro tres bandas en 32, 39 y 55 kDa aproximadamente, observadas en
mayor proporcion con respecto a las demas bandas presentadas alrededor de 25, 29 y 50
kDa. En general, el patrén de bandas fue diferente, evidenciando la importancia de realizar
cromatografia de intercambio iénico como un primer paso en el proceso de purificacion de

las lectinas de Lepechinia bullata.

Figura5-7: SDS-PAGE de las fracciones obtenidas por cromatografia de intercambio
anibénico para Lepechinia bullata.
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SDS-PAGE Tris-Gly 12.5% denaturante y reductora. Carril 1. Patrones de peso molecular; carril 2.
130 ug de la Fraccion no retenida en intercambio aniénico; carril 3. 17.5 ug de la Fraccion retenida
en intercambio anidnico.

Se realizaron otros ensayos de cromatografia de intercambio aniénico utilizando el sistema

FPLC con gradiente de NaCl, con el cual se obtuvieron varias fracciones a las que se les
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determind su actividad aglutinante y se evaluaron por electroforesis. En la figura 5-8 se
observa el perfil obtenido a 280 nm. Una vez eluida la fraccién no retenida con PBS 1X,
empezd a generarse un gradiente de NaCl con el cual se separaron tres fracciones
retenidas (FR) a medida que aparecian picos de absorbancia en el cromatograma. El pico
1 (FR1) se eluy6 con una concentracion de 290 a 360 mM de NaCl; el pico 2 (FR2), aunque
no fue definido, se obtuvo con una concentracién de NaCl entre 360 y 530 mM; finalmente,
el tercer pico (FR3) se obtuvo con 1 M de NaCl.

Figura 5-8:  Perfil cromatogréfico de intercambio anidnico para el extracto proteico de
Lepechinia bullata.
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La fraccién no retenida presentd un patron de bandas bien definidas en 37 y 44 kDa, y
algunas tenues cercanas a 28, 51, 93 y 115 kDa (Figura 5-9). La FR1 present6 tres bandas
principales en 20, 25y 30 kDa, y un barrido de bandas de alto peso molecular (por encima
de los 50 kDa); esta fraccién fue la Gnica que aglutiné eritrocitos de conejo al 4% con 11.5
pg de proteina total o en una concentracion final de 0.23 pg/pL. Por otra parte, la FR2
mostré una banda cercana a los 20 kDa, mientras que en FR3 se observé un barrido de
bandas por encima de 25 kDa, una banda en 15 kDa y otra muy fuerte en 19 kDa. Estas

dos ultimas fracciones no aglutinaron los eritrocitos de conejo.
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Figura5-9: SDS-PAGE de las fracciones obtenidas por cromatografia de intercambio
anionico para Lepechinia bullata, mediante FPLC.
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SDS-PAGE Tris-Gly 12.5% denaturante y reductora. Carril 1. 25 ug de la Fraccién no retenida en
intercambio anidnico; carril 2. Patrones de peso molecular; carril 3. 10 ug de la Fraccion retenida 1;
carril 4. 10 yg de la Fraccion retenida 2; carril 3. 10 ug de la Fraccion retenida 3 obtenidas en
intercambio anidnico utilizando FPLC.

Estos resultados corroboran la presencia de una lectina (LLb-1l) en la fraccién retenida y
eluida por un gradiente con NaCl a una concentracion entre 290-360 mM con cromatografia
de intercambio i6nico para la especie Lepechinia bullata, la cual debe tener un punto
isoeléctrico inferior a 7.4; los resultados fueron similares a los obtenidos empleando un

gradiente discontinuo.

= Cromatografia de afinidad sobre aMSB-Sepharose 4B para obtener la lectina de
Lepechinia bullata (LLb-I), con reconocimiento por el antigeno Tn

Para llevar a cabo este paso de purificacion se realizaron cuatro protocolos diferentes para

acoplar la asialo mucina submaxilar bovina (aMSB) a la sepharosa 4B. En la tabla 5-4 se

presentan los resultados obtenidos de cada uno de los soportes sintetizados.

Cuando la union de la aMSB a la sepharose 4B se realizo por los grupos amino de las

lisinas se obtuvo porcentajes de acople alrededor del 57% con una concentracion de 3.1
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mg/mL de ligando; por el contrario, cuando el acople se hizo por los aminoacidos acidos,
la concentracion de proteina acoplada fue aproximadamente cinco veces menor (0.69
mg/mL). La activacién con bromuro de ciandégeno produjo porcentajes de acople menores
y una concentracién de proteina unida de 1.34 mg/mL.

Tabla 5-4: Porcentajes de acople de aMSB a Sepharose 4B.

Protocolo Porcentaje de | mg de aMSB/mL de
acople (%) Sepharose 4B

Sepharose 4B preactivada con bromuro de 310 134
cianégeno™ (CNBr) ' '

™ A
ECH-Sgpharose 4B, método de la 534 0.69
carbodiimida
Sepharose™ 4 Fast Flow preactivada con 571 310
N-hidroxisuccinimida (NHS) ' '
Sephayose@ 4B, método de aminacion 58.2 318
reductiva

Una vez empacadas las columnas, se corrié un blanco (PBS para iniciar y TRIS-OH 11.4
al finalizar) verificando asi que no hubiera desprendimiento de la proteina aMSB acoplada
durante la cromatografia. Para ninguno de los soportes ensayados se observo pérdida de

proteina en las condiciones de corrida.

En columnas de vidrio se empacé 1.0 mL de cada uno de los soportes sintetizados y se
sembraron 10 mg de proteina proveniente de la fraccién no retenida de DEAE. Con el
soporte que fue activado con carbodiimida no se obtuvo ninguna retencion, lo que indica
gue probablemente la aMSB unida no presenta los determinantes Tn expuestos para el
reconocimiento de la lectina. De otro lado, con los soportes obtenidos por los métodos de
aminacién reductiva y de Sepharose 4B preactivada con N-hidroxisuccinimida, la
concentracion de LLb-I obtenida fue de aproximadamente 0.02 mg/mL. Finalmente, con la

sepharose 4B preactivada con bromuro de cian6geno se obtuvieron 0.05 mg/mL de LLb-I.

El soporte que presenté una mejor capacidad de retencion de la lectina fue el preactivado
con CNBr, con un porcentaje de acoplamiento del 31%, valor mas bajo que otros métodos.
Este efecto podria deberse a que la menor cantidad de ligando unida a este soporte

permiti6 mejor interaccion de la aMSB con la lectina, dejando mayor numero de sitios
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accesibles para el reconocimiento. De acuerdo con estos resultados, se emple6 para los

pasos de purificacion por cromatografia de afinidad el soporte activado con bromuro de
ciandgeno.

La cromatografia de afinidad se realiz6 con la fraccién no retenida obtenida por intercambio
ionico sobre DEAE. La nueva “fraccion no retenida” se eluy6 con PBS 1X, posteriormente
se paso una solucién de PBS NaCl 1 M para retirar uniones inespecificas, y finalmente la
“fraccion retenida” se obtuvo mediante un cambio drastico de pH con una solucién de Tris-
OH pH 11.4. (Figura 5-10). Los mejores resultados fueron obtenidos cuando la muestra
previamente habia sido pasada por intercambio i6nico; en los casos en los que se sembro
directamente el extracto crudo se presentaron fracciones retenidas muy pigmentadas,
ademas de que el soporte se bloqued irreversiblemente.

Figura 5-10: Perfil cromatogréafico de afinidad sobre aMSB — Sepharose 4B, para
Lepechinia bullata.

304 Lepechinia bullata
-0
A
2,54 /'
]
2.0 4
£
c
S 154 TRIS-OH
N pH 11.4
[
=
< 10 PBS NaCl 1M
0 ° "
\ 1
05 * }".
FNR \._.\. 3
—#-g o
0,0 A T L] T L T \"_'I. .'.'-.I_. F'R'.I
0 25 50 75 100 125 150
Vol (mL)

Se observé una fraccion no retenida considerablemente mayor que la fraccion retenida, la
cual contenia la lectina con afinidad por el antigeno Tn; esta Ultima fue concentrada y
equilibrada en PBS 1X para evaluar su actividad eritroaglutinante. Los resultados se
muestran en la tabla 5-5 y figura 5-11. A pesar de las condiciones de elucion tan drasticas
se evidencié buena actividad aglutinante Unicamente sobre eritrocitos T y Tn, con una
cantidad minima de lectina pura de 0.7 pg.
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Tabla 5-5: Actividad eritroaglutinante de LLb-I.

Volumen de Cantidad total Ensayo de
Fraccion Concentracion muestra de proteina Eritroaglutinacion
(mg/mL) usado para el utilizada en A B o T T
ensayo (pL) cada pozo (pg)
“Retenida”
Eluida con 0.58 5 2.9 - - - +3 +3
pH 11.4
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se observé aglutinacion - - - 0.7 0.7

-: Ausencia de aglutinacion, +1: Aglutinacion débil, +2: Aglutinacion media, +3: Aglutinacion fuerte.

Figura 5-11: Eritroaglutinacién de LLb-I.
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il Tn

Ensayo de actividad aglutinante observado al microscopio con un objetivo 10X. Realizado con
eritrocitos humanos tratados enziméaticamente para exponer los determinantes T y Tn. Las flechas
sefialan algunos aglutinados observados en el ensayo.

Trabajos previos reportaron que LLb-I reconocia solamente el antigeno Tn (Sanabria,
1999; Rojas, 2004); sin embargo en este estudio se evidencié que también reconoce el
determinante T y que presenta aglutinacion sobre eritrocitos de conejo. Estas ultimas
células exponen diferentes epitopes conformados por residuos galactésidos, entre ellos un
tipo de glicolipido decasacérido ramificado con terminaciones de galactosa (Galili et al.,
1999) (Figura 4-2, capitulo anterior).

En vegetales se ha reportado gran nimero de especies de diferentes familias taxonémicas
gue reconocen los determinantes antigénicos T/Tn, entre ellas: en la familia Amaranthacea
la lectina de Amaranthus leucocarpus pertenece al grupo de lectinas tipo amaranto

(Zenteno et al., 1992); en la familia Moraceae las lectinas de Artocarpus lakoocha (ALA)
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(Singh et al., 2005) y de Morus nigra (Morniga-G) (Wang et al., 2003) pertenecen al grupo
de lectinas tipo jacalina, y en la familia Lamiaceae la lectina de Glechoma hederacea

(Gleheda) (Van Damme et al., 2002), la cual pertenece a las lectinas tipo Leguminosa.

Previo andlisis por glycoarrays (Vega et al., datos no publicados) mostré que tanto LLb-I
como LSBo-lI reconocieron mucinas con alta densidad del antigeno Tn pero no el
monosacarido GalNAc; LLb-I también reconoci6 asialo mucina submaxilar bovina (aMSB)
y asialo glicoforina, debido a la exposiciébn de GalNAc; lo mismo ocurrié con agalacto
glicoproteinas como la fetuina, cuando el determinante GalB1-4GIcNAc y residuos de a-
Gal-Poliacrilamida fueron expuestos. Las preferencias de union fueron observadas con los
disacéaridos GalNAcB1-3GalNAc (di-GalNAc) y con GalNAcB1-4GIcNAc (LDN). Con una
baja extensién reconocio el trisacarido Fucl-2Galf1-4GIcNAc (antigeno H-Tipo 2). Este
ultimo patrén de unién fue diferente al observado para LSBo-I, ya que no interactué con o-
Gal ni con el antigeno H-Tipo 2. También se observd reconocimiento por residuos de

manosa en glicoproteinas como invertasa.

Para esta lectina previamente fue reportada la presencia de cuatro cisteinas en su
estructura primaria (Sanabria, 1999) y los estudios realizados por Quintero (2006)
utilizando electroforesis preparativa, permitieron determinar algunos rasgos estructurales
importantes. En condiciones nativas se obtuvieron dos fracciones principales que
correspondieron al monémero y al dimero, y se propuso que el dimero podria ser la forma
mas estable para la LLb-I; por electroforesis en el sistema Tricina-tris se observé el

monomero en 26 kDa, como la banda predominante.

En este trabajo utilizando condiciones reductoras se observd una fraccién predominante
de alto peso molecular, lo que permite sugerir qgue se presentd una recombinacion de
subunidades mediante puentes disulfuro que generan un agregado de gran tamafio. En
las figura 5-12 y 5-13 se observa el comportamiento por SDS-PAGE de LLb-l en
condiciones denaturantes y reductoras. Se muestra una banda alrededor de los 93 kDa,
otra en 48 kDa aproximadamente y una muy cercana a los 28 kDa; lo que sugiere la
existencia de un equilibrio entre el monémero y probablemente el dimero. A pesar de
someter la muestra a calentamiento exhaustivo y a la adicion de DTT hasta una

concentracion 2 M, no fue posible reducir el agregado para obtener una Gnica epecie y por
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consiguiente la presencia de una banda que en un mayor porcentaje correspondiera al
mondmero de la lectina.

Los resultados corroboran la ausencia de puentes disulfuro intercaternarios y sugieren que
las cisteinas reportadas estan formando puentes intracatenarios, sin embargo en SDS-
PAGE predomina junto con las formas diméricas un agregado de alto peso molecular y/o

posiblemente la forma tetramérica de LLb-I.

Figura 5-12: SDS-PAGE de LLb-I obtenida por cromatografia de afinidad sobre aMSB —
Sepharose 4B.
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SDS-PAGE Tris-Gly 12.5% denaturante y reductora. Carril 1. Patrones de peso molecular; carril 2.
30 pg de LLb-1 obtenida por cromatografia de afinidad

Luego de la elucion en condiciones basicas, esta fraccién conservoé su actividad aglutinante
sobre eritrocitos de conejo, con un titulo apreciable de 14 pg/mL. Un comportamiento
similar fue reportado por Vega y Pérez (2006) para la lectina de Salvia bogotensis (LSBo-
1), en donde una banda de aproximadamente 72 kDa fue resistente incluso a condiciones
drésticas de reduccion (DTT 2 M, 100°C por 30 minutos) sugiriendo que el pH bésico
utilizado para eluir la lectina genera la reduccién de enlaces disulfuro intracatenarios,
promoviendo la formacion de agregados de alto peso molecular; este comportamiento fue
documentado por los grupos de Ryle y Sanger (1955a, 1955b) al realizar un andlisis sobre

la estructura de la insulina, y de Spackman (1960) en la ribonucleasa. En B-globulina
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también se ha reportado la formacion de agregados proteicos por intercambio de enlaces
disulfuro para la estabilizacion de la estructura mediante interacciones hidrofébicas con el
SDS (Havea et al., 2004; Considine et al., 2005).

Figura 5-13: SDS-PAGE de LLb-I, sometida a diferentes condiciones reductoras.
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SDS-PAGE Tris-Gly 12.5% denaturante y reductora. En cada carril se sembraron 23 pg de la
proteina obtenida por cromatografia de afinidad y se sometioé la muestra a diferentes condiciones
reductoras. Carril 1. DTT 2 M y calentamiento a 100°C durante 15 minutos; carril 2. DTT 2 M sin
calentamiento; carril 3. Calentamiento a 100°C durante 15 minutos, sin adicionar DTT; carril 4.
Patrones de peso molecular.

Un ejemplo sobre la forma como interactian las subunidades en una lectina de Lamiacea
es la aislada de Moluccella laevis. La proteina es un tetrdmero con un peso molecular de
130 kDa y por SDS-PAGE se observd que sus subunidades no estan unidas
covalententemente (67, 42 y 26 kDa); sin embargo al purificar la banda de 67 kDa y
analizarla en condiciones reductoras se presentaron dos bandas (46 y 28 kDa), lo que
significa que las dos cadenas de esta subunidad estan unidas por un puente disulfuro (Lis
et al, 1988); sin embargo, la Unica subunidad que tiene actividad es la especie de 26 kDa,
gue reconoce eritrocitos A (50-10 pg/mL) y N (25-12 pg/mL) (Duk et al., 1992).

Tomando como base las propiedades moleculares de Glechoma hederacea, podria

sugerirse que la LLb-I tiene un comportamiento similar al reportado para ésta con respecto
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al peso molecular de sus subunidades (28 kDa), aunque en Gleheda estan unidas por
puentes disulfuro intercatenarios y se asocia en forma tetramérica preferentemente (Van
Damme et al.,, 2002; Wang et al 2003b). Esta lectina es especifica hacia residuos de
GalNAc y aglutina mejor los eritrocitos de conejo tripsinizados que los del grupo A, lo mismo

sucede con LLb-I.

La Gleheday la LLb-I son glicoproteinas; la LLB-I tiene 14.1% de carbohidratos, el cual fue
determinado realizando ensayos de deglicosilacion con PNGase (Sanabria, 1999). Los
oligosacéaridos que se presentan en glicoproteinas de origen vegetal por lo general son
conservados, por lo tanto es posible que el glicano presente en LLb-lI sea similar al
encontrado en las lectinas de Salvia sclarea (LSS), Gleheda y LSBo-I ; constituido de 6 a

8 unidades de monosacarido con un “core de manosas” (Pérez y Vega, 2007).

En cuanto a la composicion de aminoacidos, previamente se reporté un alto contenido de
glicina, lisina, histidina, serina y treonina. Los cuatro residuos de cisteina estan formando
dos puentes disulfuro intracatenarios de forma similar a la LSBo-I. Los resultados y los
reportes previos permiten sugirir que LLb-I se asocia en forma dimerica y tetrdmerica por

medio de interacciones no covalentes (Sanabria, 1999; Pérez y Vega, 2007).

Otros estudios utilizando anti-LSBo-lIgY mostraron que el anticuerpo policlonal reconoce
LLb-1 (Vega et al, 2009), por lo tanto LSBo-I y LLb-I pueden tener secuencias lineales y
conformacionales similares. La determinacion de la secuencia N-terminal no arrojé
resultados satisfactorios por la cantidad y calidad de las bandas que fueron secuenciadas.
A pesar de llevar a cabo varias transferencias no se logré obtener una cantidad suficiente

de lectina para la degradacion de Edman (Anexo G).

La determinacion del punto isoeléctrico mostré una banda alrededor de 8.5 (Figura 5-14),
similar al reportado para otras lectinas de Lamidceas como la LSS, en la que se observaron
dos bandas, 8.0y 8.8 (Piller et al., 1986), y LSBo-I, para la cual se encontré un pl entre 8.6
y 8.8 (Vega y Pérez, 2006). Dado que la solubilidad de la proteina en PBS 1X fue de
maximo 1.0 mg/mL, en este estudio no se logré obtener un comportamiento electréforetico
con bandas de buena calidad que permitieran realizar estudios de caracterizaciéon
bioquimica y secuenciacion. Sin embargo la solubilidad fue mayor a la descrita

previamente (0.5 mg/mL) (Rojas, 2004).

Figura 5-14: Isoelectroenfoque de LLDb-I.
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Con el fin de buscar otra estrategia de purificacion de LLb-I, se utilizo el soporte GalNAc-
Sepharose 4B sintetizado en el GRIP, después de haber sido probado con un blanco de
corrida (Anexo H).

Previamente, a una alicuota de 0.5 mL de soporte se le realizé un control de corrida y un
ensayo de funcionalidad sembrando 0.6 mg (300 uL de solucién 2.0 mg/mL) de la lectina
de Galactia lindenii (LGL-II), la cual reconoce lactosa y el determinante H2 pero su
actividad se ve inhibida por GalNAc (Almanza, 2004). La elucion se realiz6 con lactosa 0.2
My posteriormente con glicina 50 mM pH 3.0 para romper las posibles interacciones lectina

— ligando y eluir la totalidad de la proteina.

El perfil cromatogréafico a 280 nm mostré picos similares para las fracciones retenida y no
retenida, obteniendo finalmente 200 pg de LGL-II eluida con lactosa 0.2 M (Anexo H).
Debido a que se evidencié un soporte funcional, se utilizé esta columna para intentar la

purificacién de LLb-I.

Se sembraron 10 mg de la fraccion no retenida obtenida por cromatografia de intercambio
ionico de lepechinia bullata. La fraccién no retenida se obtuvo con el buffer de equilibrio
(PBS 1X) y para la elucion de la lectina se utilizé6 GalNAc 0.2 M/ PBS 1X, pero ningun pico

de absorbancia a 280 nm fue observado. Con el fin de recuperar cualquier especie proteica
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unida a la columna, se hizo una elucién con glicina 50 mM pH 3.0, sin embargo, tampoco

se obtuvo ninguna fraccion.

El perfil cromatografico se realizd colectando volimenes de aproximadamente 500 pL y

midiendo absorbancia a 280 nm (Figura 5-15).

Figura 5-15: Perfil cromatografico de afinidad sobre GalNAc-Sepharose 4B, para
Lepechinia bullata.
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Como se observa en el cromatograma, no fue posible purificar LLb-1 mediante este soporte,
esto puede obedecer a que la lectina no interactu6 con el ligando ya que ésta tiene mayor
afinidad por estructuras ricas en antigeno Tn, pero no sobre el monosacarido GalNAc.

5.1.2 Determinacion de la estabilidad térmica de LLb-I mediante

TSA

En la siguiente gréfica se muestra una curva tipica del estabilidad térmica para proteinas,

en la que se contemplan las fases de unién del colorante a la lectina, emisién de

fluorescencia y agregacion de la proteina.

Figura 5-16: Comportamiento tipico de una proteina sometida al ensayo TSA.
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A pesar de que el ensayo se corrié con tres concentraciones diferentes de LLb-I en PBS
1X (0.1, 0.2 y 0.5 mg/mL), ninguna de las muestras permitié observar la Tm como un
indicativo de la temperatura en la que la lectina se desnaturaliza. La concentracion maxima
a la que se realiz6 este ensayo fue de 0.5 mg/mL con el fin de garantizar la solubilizacién

completa de la muestra. Su solubilidad es de 1.0 mg/mL.

Como se observa en la figura 5-17, desde el inicio del ensayo (donde la temperatura esta
mas baja) hasta el final del mismo a 100°C, no se observdé un pico de emisién de
fluorescencia producto de la uniéon del colorante SYPRO® orange a los residuos

hidrofdbicos de la proteina (Semisotnov, 1991).

Este comportamiento sugiere que independientemente de la concentracion, el incremento
de temperatura no fue una condicién suficiente para lograr la denaturacién de LLb-I, y
adicionalmente la proteina presenté un estado de “agregacién” que impidio la unién del

fluoréforo a los aminoacidos hidréfobicos.

Figura 5-17: Resultados de termoestabilidad mediante TSA para LLb-I.
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En el cuadro de la izquierda se observa la curva de melting y en el de la derecha el pico de melting.
Resultados obtenidos a partir de dos muestras diferentes de LLb-l1 en PBS 1X en concentraciones
de 0.5 mg/mL (muestras 1y 4), 0.2 mg/mL (muestras 2 y 5), 0.1 mg/mL (muestras 3y 6).

En proteinas hidrofébicas ocurre un caso contrario al observado en estos resultados, y es
gue desde el inicio del ensayo se dan valores muy altos de fluorescencia, por lo tanto
tampoco es posible un calculo de la Tm ya que el colorante se une a los aminoacidos

hidrofébicos sin necesidad de desplegar la proteina.

El resultado obtenido con este ensayo estaria en concordancia con las bandas de LLb-I de
93 kDa observadas en electroforesis, las cuales mostraron un agregado que no fue posible
disociar a pesar de ser sometido a condiciones drasticas de reduccion (2 M DTT y 100°C
durante 15 minutos); sin embargo es de resaltar que a pesar de mantenerse en estado

agregado, LLb-1 es una lectina funional que mantuvo actividad eritroaglutinante.

Ensayos de estabilidad térmica realizados en trabajos anteriores (Rojas, 2004), mostraron
que la lectina se ve facilmente inactivada por la temperatura, la actividad aglutinante se
observé hasta 50°C, y a esa temperatura los titulos de aglutinacion disminuyeron en
comparacion con la actividad eritroaglutinante a temperatura ambiente; ademas a
temperaturas superiores a 80°C la lectina precipita por denaturacion; para LSBo-l y

Gleheda la estabilidad se mantiene hasta 65°C (Pérez y Vega, 2007).

De acuerdo con los resultados anteriores, es posible sugerir que las condiciones basicas
de elucion de la LLb-I durante la cromatografia de afinidad, promueven la formacion de
agregados que llevan a la otencién de un porcentaje de lectina agregada promovido por el
pH basico, pero que conserva parcialmente su actividad eritroaglutinante.



86 Aproximacion a la estructura primaria de lectinas especificas para el antigeno Tn
e identificacion de nuevas lectinas especificas para glucosa/manosa en semillas
de Salvia bogotensis y Lepechinia bullata

5.1.3 Titulo de eritroaglutinacion para LLb-I

La determinacion de la concentracion minima de lectina necesaria para observar
eritroaglutinacion se realiz6 mediante diluciones seriadas de la proteina, utilizando
12.5 L de solucién de eritrocitos de conejo en PBS y 12.5 uL de muestra. La figura 5-18
muestra el ensayo de eritroaglutinacion de esta lectina partiendo de una muestra de
concentracion 0.92 pg/uL.

La LLb-I presenté una concentracibn minima de aglutinacion de 7 upg/mL, lo que
corresponde aproximadamente a 0.18 pug totales de proteina pura para observar
aglutinados pequefios por microscopia de luz. Esta concentracibn es mayor que la
reportada previamente para las lectinas de Lamiaceas con reconocimiento por el antigeno
Tn obtenidas a partir de Salvia bogotensis (0.17 pg/mL) (Vega y Pérez, 2006) y de
Glechoma hederacea (0.22 pg/mL) (Wang et al., 2003a); sin embargo con eritrocitos
tratados enzimaticamente (tripsina + papaina) la concentracion podria ser comparable con
la actividad de estas especies, ya que previamente se observé que el tratamiento

enzimatico de los gldbulos rojos de conejo, mejoraba la aglutinacion por la LLb-I.

Figura 5-18: Titulo de aglutinacién para LLb-I.

Concentracion final de lectina en pg/pL
Blanco FNR  0.46 0.23 0.12 0.06 0.028 0.014 0.007 0.004 0.002 0.001

1 2 3 4 5 6 i 8 9‘ 10 11 12

‘ 0.18 pg de lectina ‘

Pozo 1. Eritrocitos de conejo al 4% y PBS 1X (Blanco); pozo 2. Eritrocitos al 4% en contacto con la
fraccion no retenida en cromatografia de intercambio i6nico (control positivo); carriles 3 - 12.
Diluciones seriadas de la lectina pura, en presencia de eritrocitos de conejo al 4%.
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5.1.4 Inhibicién de eritroaglutinacion por diferentes azlcares para
LLb-I

Se ensayaron glucosa, galactosa, manosa, fucosa, acido sidlico, N-acetilglucosamina, N-
acetilgalactosamina, fetuina de suero fetal bovino y mucina de estdmago porcino,
partiendo de una concentracién de 200 mM del azucar y con diluciones seriadas hasta 6.25
mM en 12.5 pL de PBS, volumen que fue complementado con 25 pL de eritrocitos de
conejo al 4% y 12.5 uL de lectina pura en concentracion 0.5 pg/uL; de esta forma se
asegurd que la proteina se encontrara por encima de la concentracién minima en la que

presento actividad.

La menor concentracion de carbohidrato a la cual visiblemente disminuyé la aglutinacion,
se tom6 como concentracibn minima inhibitoria (Benevides, 2012). En la figura 5-19 se
observa que ninguno de los carbohidratos en las concentraciones ensayadas inhibi6 la
actividad eritroaglutinante de la lectina a excepcién de la fetuina, con la cual se vié
disminuida notoriamente la aglutinacién de eritrocitos de conejo con la lectina, en una

concentracion minima inhibitoria de 25 mM.

Figura 5-19: Inhibicibon de eritroaglutinacion para LLb-l, utilizando diferentes
carbohidratos.

Concentracion final del carbohidrato (mM)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

200 100 50 25 125 6.250200 100 50 25 125 6.25

Glc [ v mf\ s i\ e »
RN 420242444
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Acido
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Glc: Glucosa, Gal: Galactosa, Man: Manosa, Fuc: Fucosa, GIcNAc: N-acetilglucosamina, GalNAc:
N-acetilgalactosamina. Control +: Eritrocitos y lectina, control -: Eritrocitos y PBS. Columnas 1 -6y
7 — 12: Diluciones seriadas de los carbohidratos mencionados en los lados de la figura (Desde 200
mM hasta 6.5 mM). En el recuadro azul se resalta el resultado con fetuina.
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La fetuina es una glicoproteina que tiene estructuras N-glicosidicas y O-glicosidicas
(Baenziger y Fiete, 1979) (Figura 5-20). En este ultimo caso, el oligosacarido tiene el 4cido
sidlico expuesto y se une al antigeno T (Gal-B1,3-GalNAc—Ser/Thr), el cual se expone

totalmente si se realiza desialilacion con 4cidos diluidos (Terra et al., 2010).

Figura 5-20: Estructura de oligosacaridos presente en Fetuina (Baenziger y Fiete, 1979).

Oligosacarido N-enlazado : g g
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La inhibicién de la fetuina sobre la actividad aglutinante de LLb-1 pudo presentarse debido
a que no todos los sitios estan sialilados, y es posible encontrar en su estructura un bajo
porcentaje de exposicion del antigeno T; esto corrobora los resultados de aglutinacion
realizados con eritrocitos T y previamente reportados por Glicoarreglos (Comunicacion

personal, Vega N).

En 2006, Vega y Pérez reportaron el reconocimiento que presenté la LSBo-lI sobre
estructuras que presentaban el antigeno Tn, y la inhibicion de eritroaglutinacién observada
con mucina submaxilar ovina (MSO) y mucina submaxilar bovina (MSB), las cuales tienen
un porcentaje de GalNAc expuesto cercano a 15y 18% respectivamente. Al someter estas

glicoproteinas a desialilacion, los residuos de GalNAc quedan totalmente expuestos.

La mucina de estdbmago porcino genero aglutinacion de eritrocitos de conejo sin necesidad
de adicionar la lectina, por lo tanto, su resultado como inhibidor de la eritroaglutinacion de
LLb-1 no pudo ser analizado. Esta proteina posee O-glicanos en su nucleo, con presencia

de Gal B1-3 GalNAc y terminaciones N-acetil-lactosamina, fucosa al-2 Gal, GalNAc al-3,
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GalNAc al1-3 [Fuc al-2] Gal, GIcNAc al-4Gal, e incluso los antigenos T y Tn (Van Halbeek
et al., 1982; Zenteno et al., 1995; Karlsson et al., 1997).

Este comportamiento de aglutinacion de eritrocitos puede deberse a la propiedad que
tienen las mucinas de agregarse y formar asociaciones con otras moléculas generando
interacciones muco-adhesivas (Bansil y Turner, 2006). Por su estructura con un alto
porcentaje de carbohidratos, se ha reportado que algunas mucinas pueden unirse a
receptores de membrana causando la aglutinacion de microorganismos (Garcia et al.,
2012), mecanismo que podria estar dandose en este caso de aglutinacion de eritrocitos de
conejo no-mediado por LLb-I.

De otro lado, el ensayo con acido sialico se dificulté debido al pH acido que presentaba la
solucion de este azlcar y a la dificultad en su solubilizacion; sin embargo se observé que
no fue un buen inhibidor. La glucosa, manosa, fucosa y N-acetilglucosamina tampoco

presentaron inhibicién sobre la actividad aglutinante.

La galactosa y la N-acetilgalactosamina no mostraron inhibicién a las concentraciones
ensayadas, lo que sugiere que para el reconocimiento de la LLb-lI se necesitan otras
estructuras que hacen parte del oligosacérido y en el caso del antigeno T y Tn un residuo
de serina/treonina. Para otras lectinas de Lamiaceas con reconocimiento por el antigeno
Tn han sido reportados estudios de inhibiciéon de aglutinacion, algunos de los cuales se

resumen en la tabla 5-6.

Otros ensayos han sido enfocados en la inhibicion de interaccién de la LLb-I-biotinilada
con lineas celulares tumorales. Los resultados mostraron que los mejores inhibidores
fueron GalNAc, aMSB y MSO. La cantidad minima requerida para observar un 50% de
inhibicion fue de 0.42 ug de MSO y de 0.2 ug de aMSB, con lo que se evidencié una mayor
especificidad por el determinante Tn (Rojas, 2004).

En los estudios de interaccion de las lectinas con el antigeno Tn se ha observado que la
afinidad se incrementa por la presencia de una alta polivalencia del antigeno Tn sobre la
superficie de las células tumorales (Robles et al., 2010; Rougé et al., 2011). Tomando
como ejemplo el caso de la isolectina B4 de Vicia villosa (VVLB.), (Tollefsen y Kornfeld,

1983), se ha identificado que la formacion del cluster Tn es un factor que incrementa
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marcadamente su afinidad con respecto a un solo residuo. Esto ha llevado a establecer un
orden decreciente en la interaccién de VVLB4 con la estructura Tn: Tn polivalente >>
glicopéptidos Tn >> Tn monomérico hasta glicopéptidos tri-Tn > GalNAc >> Gal (Wu,
2004).

Tabla 5-6: Inhibicion de la actividad eritroaglutinante de lectinas de Lamiaceas que
reconocen el antigeno Tn.

Especie Inhibidor | Concentracién Referencia
GalNAc 75 mM Sanabria, 1999 !
. aMSB 0.2 pg/pL .

Lepechinia bullata (LLb-I) 2SO 0.42 NG/l Rojas, 2004 2
Fetuina 25 mM Este trabajo 3
GalNAc 37.5mM Vega y Pérez

Salvia bogotensis (LSBo-1) | MSO 0.019 mm* 2006 * '
aMSB 0.008 mM*
GalNAc 0.1 mM

. Gal 75 mM .

Salvia sclarea AVSE 0.02 MV Piller et al., 1986 °
MSB 0.04 mm*
GalNAc 2.0 pg/mL

Moluccella laevis 0.1 pg/mL Alperin et al., 1992 ©
aMSO 0.03 pug/mL

Glechoma hederacea GalNAC | 25mM Wang et al., 200327

(Gleheda) ’

GalNAc: N-acetilgalactosamina; Gal: Galactosa; MSO: Mucina submaxilar ovina; aMSO: Asialo
mucina submaxilar ovina; MSB: Mucina submaxilar bovina; aMSB: Asialo mucina submaxilar
bovina. * Expresado como concentracion de GalNAc terminal libre

. Realizado sobre eritrocitos humanos que exponen antigeno Tn

. Realizado sobre lineas celulares de cancer de seno (MCF-7) y cancer de cérvix (HelLa).

. Realizado sobre eritrocitos de conejo

. Realizado sobre eritrocitos humanos que exponen antigeno Tn

. Realizado sobre eritrocitos humanos que exponen antigeno Tn

. Realizado con eritrocitos humanos AMM y ONN

. Realizado sobre eritrocitos humanos tratados con tripsina

NOoO U~ WNPRE

En 2005, Wu reportd un estudio realizado con ensayos de inhibicién y ELLSA (enzyme-
linked lectinosorbent), en el que confirmo el reconocimiento del antigeno Tn por la lectina
de Salvia sclarea (LSS) y la necesidad de estructuras polivalentes del antigeno para
incrementar su afinidad. Las dos estructuras que presentaron mejor reconocimiento por

parte de LSS fueron la glicoproteina salival de armadillo y la asialoglicoproteina salival
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ovina, las cuales exponen el antigeno Tn en alta densidad. Asi mismo, las moléculas
inhibidoras més potentes fueron las que presentaron Tn polivalente expuesto en su

estructura.

Esta caracteristica también ha sido reportada en lectinas aisadas de hongos, como es el
caso de la aglutinina de Agaricus bisporus (ABA), en la que se observé que moléculas
polivalentes de Gal p-1, GalNAc al-Ser/Thr (antigeno Tn) y estructuras relacionadas, se
enlazan mas fuertemente a la lectina que las formas monoméricas de los determinantes o
los propios monosacaridos. Asi mismo, se estableci6 un orden decreciente de enlace
descrito asi: estructuras multivalentes de antigenos T y Tn >>>> antigenos T y Tn
monomeéricos >>>GalNAc >>>> Gal (inactivo) (Wu et al., 2003). Lo anterior también podria
explicar la capacidad de las lectinas como LLb-lI en el reconocimiento de diferentes
residuos carbohidratos (T, Tn), comportamiento que estaria sujeto a determinacion de las

afinidades para poder establecer sus constantes y de esta forma su orden de interaccion.

Para algunas lectinas de Leguminosa con afinidad por Man/Glc como Concanavalina A,
lectina de Dioclea grandiflora y lectina de Cymbosema roseum también se ha reportado
incremento de afinidad en la unién con estructuras que presentan altas densidades de

carbohidratos, que con el monosacérido (Dam et al., 2002, 2007 y 2011).

La interaccion de mono y oligosacaridos que contienen manosa se realiz6 mediante
ensayos de inhibicion y de titulacion calorimétrica isotérmica (ITC), lo que llevo a sugerir
gue estas lectinas presentan un sitio de unién conservado que permite ubicar el core de
trimanosa. Los resultados sugieren que la LLb-I reconoce preferentemente los
oligosacaridos de glicolipidos y glicoproteinas que contengan GalNAc o galactosa terminal,
en este caso en particular los antigenos T y Tn y algunos de los glicolipidos presentes en

los eritrocitos de conejo.

Con base en los resultados obtenidos hasta ahora, en la siguiente figura (5-21) se
presentan algunas de las estructuras reconocidas por LLb-l, resaltando grupos
conservados en los carbohidratos terminales que podrian sugerirse como sitios

importantes para el reconocimiento de la lectina.
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Figura 5-21: Estructuras glicosidicas reconocidas por LLb-I.

Oligosacaridos presentes en eritrocitos de conejo y expuestos en asialoglicoproteinas

0
Gal al-3 Gal B1-4 GlcNAc Gal B1-4 GIcNAc

Carbohidratos expuestos en eritrocitos humanos tratados enzimdticamente y en otras

o asialoglicoproteinas
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Gal B1-3GalNac — Ser/Thr GalNac - Ser/Thr
Antigeno T Antigeno Tn

Monosacdrido presente en glicoproteinas
OH
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Sobre el monosacarido del extremo se representan los grupos OH conservados en todas las
estructuras. Azul, OH del carbono 3; verde, OH del carbono 4; rojo, OH del carbono 6. Gal:
Galactosa; GalNAc: N-acetilgalactosamina; GIcNAc: N-acetilglucosamina, Ser: Serina, Thr:
Treonina.

Como se observa, los OH de los carbonos 3, 4, y 6 de todas las estructuras tienen la misma
orientacion, por lo que pudiera ser un indicativo de su papel en la interaccion con la lectina;
de igual forma puede sugerirse que ni el tipo de enlace (1-4 o 1-3) ni la configuracion
anomérica (a o ) estan siendo discriminados por la lectina. La presencia del grupo N-acetil
en el carbono 2 del carbohidrato tampoco es un factor decisivo en el reconocimiento de

LLb-I hacia el ligando.

Estos resultados concuerdan totalmente con lo encontrado por Glycoarrays (Vega et al.,

datos no publicados) en los que se observo el reconocimiento de asialoglicoproteinas
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debido a la exposicion del antigeno Tn (GalNAc — Ser/Thr), asi como por disacaridos

GalNAcB1-3GalNAc y GalNAcB1-4GIcNAc como los presentes en eritrocitos de conejo.

El mismo comportamiento de LLb-I ha sido descrito en la mayoria de lectinas de
Leguminosa con especificidad por Man/Glc o Gal/GalNAc, en las que el reconocimiento se
debe a los grupos OH de los carbonos 3 y 4 del ligando con aminoacidos presentes en el
sitio de union (Sharpe, 2003). En el caso de la lectina de Vatairea macrocarpa, las
interacciones presentes en el reconocimiento del antigeno Tn incluyen los grupos OH de
los carbonos 3, 4 y 6 del GalNAc (Sousa et al., 2016).

Finalmente, en la tabla 5-7 se resumen las propiedades moleculares de las lectinas de
Lamiaceas reportadas hasta la fecha.

Tabla 5-7: Propiedades moleculares de lectinas con reconocimiento del antigeno Tn,
encontradas en Lamiaceas.

Peso molecular

. Recono- (kDa) % Carbo- Punt’o Enlaces .
Lectina . . Isoeléc- ) Referencia
cimiento . Sub- hidratos . disulfuro
Nativa ) trico
unidades
. - Piller et al ., 1986;
Hyptis mutabilis n N.D 55,51 27.7 75y6.7 N.D Medeiros et al ., 2000.
Glechoma hederacea T,Tn 60 26,28 10 N.D. [Intercatenario|Wang etal ., 2003a
(Gleheda)
. . |Piller etal ., 1986;
Salvia sclarea (SSL) Tn 50 35 15 8.8 y8.0 |Intercatenario Medeiros etal ., 2000.
Salvia palifolia n N.D 58,64 | 238 |[7.4y68 N.D Piller etal , 1986;

Medeiros etal ., 2000.
Intercatenario Lis etal.1988; Duk et al .,
Molucella laevis (MLL) Tn 130 26, 28,42 10 N.D. . [1992; Alperin et al., 1992;
Intracatenario|, .
Lis y Sharon 1994.

. . T,Tn, . .
Salvia bogotensis eritrocitos 72 38.7 16 8.6-8.8 _ Vega_y Pérez, 2006; este
(LSBo-l) . Intracatenario |trabajo

de conejo
Lepechinia bullata T,Tn, Sanabria, 1999; Rojas,
(Lfb-l) eritrocitos | 93* /** 28*, 42* 134 8.5 Intracatenario|2004; Quintero, 2006; este
de conejo trabajo

N.D: No determinado, * Proteina reducida, ** Proteina no reducida.

A partir de 50 g de semillas se obtuvo entre 2.6 a 3.6 mg de lectina pura. Por cada gramo
de proteina total extraida se purificaron 0.5 mg de LLb-I, con un rendimiento del 0.05%.
Este valor es similar al encontrado en Salvia sclarea (2.5 mg/50 g de semillas) (Piller et al.,
1986), pero mas bajo que el reportado para la lectina de Moluccella laevis (7.5-10 mg/ 50

g de semillas) (Alperin et al., 1992), Salvia bogotensis (9-10 mg/50 g de semillas) (Vegay
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Pérez, 2006) y Gleheda (0.5 mg/ 50 g) aunque es de resaltar que en Glechoma hederacea

la lectina fue extraida de hojas y no de semillas (Wang et al., 2013).

5.2 Determinacion de la secuencia parcial de aminoacidos
de la lectina de Salvia bogotensis (LSBo-I), especifica

para el antigeno T/Tn

5.2.1 Extraccion y purificacion de la lectina

= Coleccion de semillas de Salvia bogotensis

Las semillas maduras de Salvia bogotensis fueron colectadas en la zona de Mondofiedo
(Cundinamarca). La especie fue identificada por el Dr. José Luis Fernandez del Instituto de
Ciencias Naturales e investigador del GRIP, y registrada con el cédigo COL-422764 (Vega
y Pérez, 2006).

Figura 5-22: Espécimen de Salvia bogotensis.

¢ 2 3N - - X
Imagen tomada de www.latin-wife.com//blog/colombia/salvia-bogotensis/

La figura 5-22 muestra un espécimen de Salvia bogotensis donde puede apreciarse las
hojas y los ramilletes de flores caracteristicos de estas especies. Dentro de cada una de

las flores, las cuales tienen forma de labios, se encuentran las semillas.
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= Preparacion de extractos de proteina total a partir de semillas de Salvia
bogotensis

Las semillas colectadas presentaron un color café tipico de su estado maduro y fueron

trituradas con un molino hasta obtener un polvo fino para facilitar la extraccion (Figura 5-

23).

Figura 5-23: Semillas de Salvia bogotensis maduras, antes y después de ser trituradas.

Semillas sin triturar (izquierda). Semillas trituradas (Derecha).

Las soluciones obtenidas a partir de las tres extracciones se unieron en un pool y se
precipitaron con etanol entre el 0-60% como fue reportado previamente por Vega y Pérez
(2006). En la tabla 5-8 se presentan los resultados de los diferentes pasos de obtencién

del extracto, su cuantificacién y actividad aglutinante..

Tabla 5-8: Cuantificacion y actividad eritroaglutinante de los extractos proteicos
obtenidos a partir de semillas de Salvia bogotensis.

ug Ensayo de
Proceso Volumen | Concentracion Cantidad total | aglutinacion Eritroaglutinacion
(mL) (mg/mL) de proteina (mg) (2 uL de A B lo T I
extracto)
Extracto 1143 5.6 6400.8 11.2 w2 42|41 [ +2 | +1
Total ’ ’ )
Precipitado
Etanol0-60% 700 1.03 721 2.06 +3 | +3 | +3 | +3 | +2
Pectinex®
Cantidad total de proteina extraida a partir 6400.8 (12.8%)
de 50 g de semillas de Salvia bogotensis

-: Ausencia de aglutinacion, +1: Aglutinacién débil, +2: Aglutinacién media, +3: Aglutinacion fuerte.

El precipitado fue solubilizado y tratado con Pectinex® para disminuir su alta viscosidad y
continuar con la purificacion de la lectina. Como se describié anteriormente, la mezcla de
poligalacturonasas solamente degrada el mucilago presente en las semillas (Fernandez-
Alonso et al., 2003 y 2009; Vega, 2004; Pérez y Vega, 2006).
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La actividad aglutinante del extracto se observd con todos los tipos de eritrocitos
ensayados, sin embargo la actividad fue mayor con eritrocitos O y T (Figura 5-24; Tabla 5-
8).

Figura 5-24: Eritroaglutinacién del extracto proteico de semillas de Salvia bogotensis.

Blanco

Extracto total precipitado
con Etanol 0-60%

Extracto precipitado
tratado con pectinex

Ensayo de actividad aglutinante realizado con eritrocitos humanos del sistema ABO y con eritrocitos
tratados enzimaticamente para exponer los determinantes T y Tn. Las flechas sefialan algunos
aglutinados observados en el ensayo.

El tratamiento con pectinex mejord la interaccion de las lectinas con los determinantes
antigénicos, comportamiento similar al observado con LLb-I y discutido con antertioridad
(Fernandez-Alonso et al., 2003 y 2009; Vega, 2004; Pérez y Vega, 2006). A partir de 50 g
de semillas se obtuvieron 6.4 g de proteina total, lo cual corresponde al 12.8%, siendo
similar al reporte previo de 13.1% de proteina obtenida bajo las mismas condiciones para
Salvia bogotensis (Vega, 2004), y al obtenido para Lepechinia bullata en este estudio
(12.5%).

Con este ensayo se confirmd una observacion previa realizada por Vega y Pérez (2006),
en la que se reportd que el tratamiento de extractos crudos con Pectinex® potencia la
actividad eritroaglutinante de las lectinas presentes (Fernandez-Alonso et al, 2003 y 2009;

Vega, 2004). De igual forma se evidencio la capacidad aglutinante sobre eritrocitos T que
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posee el extracto de Salvia bogotensis, lo cual no habia sido previamente reportado. Las
cantidades totales de proteina para evidenciar la aglutinacion son muy bajas, mostrando
una concentraciéon minima de 0.5 pug/uL para aglutinar eritrocitos T.

Por SDS-PAGE (Figura 5-25) se observa el perfil de cada uno de los extractos y del
precipitado con etanol (con y sin tratamiento con Pectinex®). Los extractos sin tratamiento
muestran varias bandas tenues y dos bandas predominantes alrededor de 23 y 30 kDa;
con el precipitado tratado con pectinex se observa un nimero mayor de bandas definidas

en 23, 30, 40, y entre 60-23 kDa, siendo predominante una banda alrededor de 40 kDa.

Figura 5-25: SDS-PAGE del extracto proteico de semillas de Salvia bogotensis.

PM
(kDa) 1 2 3 4 5 6
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135
100
75
63
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418 —__
- 40kDa
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35
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20 _— ‘ et B

SDS-PAGE Tris-Gly 12.5% denaturante y reductora. Carril 1. Patrones de Peso Molecular; carril 2.
177 ug de extracto 1; carril 3. 107 ug de extracto 2; carril 4. 55 ug de extracto 3; carril 5. 112 pg de
extracto total precipitado con Etanol 60%; carril 6. 51 g de extracto total precipitado con Etanol
60% y tratado con Pectinex®.

» Cromatografia de Intercambio iénico sobre DEAE-Sephadex para extractos
proteicos de semillas de Salvia bogotensis

Los resultados fueron similares a los obtenidos con la especie Lepechinia bullata; en las

dos fracciones se encontré una actividad aglutinante apreciable, lo que indica que en esta

especie también esta presente otra lectina con caracteristicas bioquimicas diferentes, lo

gue permite su separacion por intercambio ionico (Tabla 5-9, Figura 5-26, Figura 5-27).
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Figura 5-26: Perfil cromatogréfico de intercambio aniénico sobre DEAE-Sephadex para
el extracto proteico de Salvia bogotensis.
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Figura 5-27: Eritroaglutinacién de fracciones obtenidas por intercambio anidnico a partir
de extractos proteicos de Salvia bogotensis.

Fraccién no

Blanco retenida en DEAE

Fraccion retenida
en DEAE

A B

Ensayo de actividad aglutinante observado al microscopio con un objetivo 10X. Realizado con
eritrocitos humanos del sistema ABO y con eritrocitos tratados enziméaticamente para exponer los

determinantes T y Tn. Las flechas sefialan algunos aglutinados observados en el ensayo.
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Tabla 5-9: Actividad eritroaglutinante de las fracciones obtenidas por intercambio
i6nico a partir de extractos proteicos de Salvia bogotensis.
Volumen de Cantidad total Ensayo de
Fraccién Concentracion muestra de proteina Eritroaglutinacion
obtenida (mg/mL) usado para el utilizada en A B o T -
en DEAE ensayo (L) cada pozo (ug)
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se observé aglutinacion - - - 55 2.7
Retenida 0.29 10 2.9 +2 +2 +2 +4 +2
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se observé aglutinacion 1.4 1.4 1.4 0.4 1.4

-: Ausencia de aglutinacion, +1: Aglutinacion débil, +2: Aglutinacién media, +3: Aglutinacion fuerte,
+4: Aglutinacion completa.

Para la fraccion no retenida, Unicamente sa habia reportado especificidad por el antigeno

Tn (Vega y Pérez, 2006), sin embargo, también se presentd actividad aglutinante sobre

eritrocitos T (+2). En el caso de la fraccion retenida, se observé aglutinacion con todos los

grupos evaludos y un titulo especifico de aglutinacién mayor con los eritrocitos T
(+4; 0,02 pg/uL)

El patron electroforético por SDS-PAGE se muestra a continuacion en la figura 5-28.

Figura 5-28: SDS-PAGE de las fracciones obtenidas por cromatografia de intercambio

ionico para Salvia bogotensis.
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SDS-PAGE Tris-Gly 12.5% denaturante y reductora. Carril 1. Patrones de peso molecular; carril 2.
27.5 pg de la Fraccion no retenida en intercambio anionico; carril 3. 14.5 ug de la Fraccion retenida
en intercambio aniodnico.
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Para la fraccién no retenida se observa una banda predominante cercana a los 38 kDa y
en la fraccion retenida se evidencian bandas alrededor de 40 y 60 kDa, algunas bandas
tenues se aprecian por debajo de los 35 kDa. Las fracciones obtenidas por cromatografia
de intercambio i6nico se sometieron a ultrafiltracion con membrana de Amicon®, tamafio
de poro 10 kDa con el fin de concentrarlas y equilibrarlas en PBS 1X para continuar su

purificacion.

La fraccion no retenida se llevé a cromatografia de afinidad sobre aMSB para obtener
LSBo-I. De otro lado, la fraccion retenida se utilizé para purificar la segunda lectina por
cromatografia de afinidad con otros ligandos, como se discutird mas adelante.

= Cromatografia de afinidad sobre aMSB-Sepharose 4B para obtener la lectina de
Salvia bogotensis (LSBo-l) con reconocimiento por el antigeno Tn

La fraccion retenida que contiene la LSBo-I se neutralizé6 de inmediato con HCI 0.1 N y

posteriormente se equilibré en PBS 1X mediante Centricon® (tamafio de poro 10 kDa). El

perfil cromatogréafico obtenido a 280 nm se muestra en la figura 5-29.

Figura 5-29: Perfil cromatogréfico de afinidad sobre aMSB — Sepharose 4B, para Salvia
bogotensis.
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El comportamiento cromatografico es el mismo que presenté Lepchinia bullata, mostrando

una fraccion no retenida notoriamente mayor, que se eluye con pH 11.4.
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Los resultados de actividad aglutinante se muestran en la tabla 5-10, en la que puede
apreciarse que LSBo-l tiene un comportamiento similar a LLb-l, identificAndose
aglutinacion tanto de eritrocitos Tn como de eritrocitos T con cantidades menores a 1 ug
de LSBo-I (en concentracién de 50 pg/mL). Previamente fue reportada una concentracion
minima de 0.17 ug/mL de LSBo-I para generar aglutinacién de eritrocitos Tn (Vegay Pérez,
2006), lo cual es mucho mas bajo que los valores reportados para Gleheda: 0.22 pug/mL
en eritrocitos de conejo tratados con tripsina; 44, 176 y 708 ug/mL en eritrocitos humanos

A, By O, respectivamente, tratados con tripsina (Wang et al., 2003a).

Tabla 5-10:  Actividad eritroaglutinante de LSBo-I.

Volumen de Cantidad total Ensayo de
Fraccion Concentracion muestra de proteina Eritroaglutinacion
(mg/mL) usado para el utilizada en A B o T T
ensayo (L) cada pozo (ug)
“‘Retenida”
Eluida con 0.42 5 2.1 - - - +3 +3
pH 11.4
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se observé aglutinacion - - - 0.5 0.5

-: Ausencia de aglutinacion, +1: Aglutinacion débil, +2: Aglutinacion media, +3: Aglutinacion fuerte.

Por SDS-PAGE (figura 5-30) se observaron dos bandas tenues alrededor de 38 y 72 kDa

en condiciones denaturantes y reductoras.

Figura 5-30: SDS-PAGE de LSBo-I obtenida por cromatografia de afinidad sobre aMSB
— Sepharose 4B para Salvia bogotensis.
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SDS-PAGE Tris-Gly 12.5% denaturante y reductora. Carril 1. 10 ug de la proteina obtenida por
cromatografia de afinidad; carril 2. Patrones de peso molecular.
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En estudios previos, LSBo-I fue reportada como un dimero con tamafio de 72 kDa cuando
la proteina esté asociada y de 38702 + 22 Da (por espectrometria de masas (MS-ES)) en

su especie monomeérica (Vega y Pérez, 2006).

Después de los procesos de extraccion y purificacion de la lectina LSBo-1 se determind
gue partiendo de 50 g de semillas se obtienen entre 6 a 7 mg de la lectina pura. Por cada
gramo de proteina total se obtuvo aproximadamente 1.02 mg de LSBo-I, lo que significa
un rendimiento del 0.1% sobre el total de proteina extraida y precipitada. Previamente se
reportd para Salvia bogotensis la obtencion de entre 9 a 10 mg de lectina por cada 50 g de
semillas (Vega y Pérez, 2006), un valor mayor al determinado en este estudio.

= Determinacion de la estabilidad térmica de LSBo-1 mediante TSA

El ensayo se corrié en las mismas condiciones que el descrito para LLb-1 en el apartado
5.1.2. Se utilizaron tres concentraciones diferentes de LSBo-l en PBS 1X (0.1, 0.2y 0.5
mg/mL) con las cuales se observaron dos temperaturas de melting (53 y 83°C) (Figura 5-
31), lo que sugiere la presencia de dos especies de la proteina, probablemente las que

corresponden al monémero y al dimero.

Figura 5-31: Resultados de termoestabilidad mediante TSA para LSBo-I.

50 70
Temperature, Celsius

En el cuadro de la izquierda se observa la curva de melting y en el de la derecha el pico de melting.
Resultados obtenidos a partir de dos muestras diferentes de LSBo-I en PBS 1X en concentraciones
de 0.5 mg/mL (muestras 1y 4), 0.2 mg/mL (muestras 2 y 5), 0.1 mg/mL (muestras 3y 6).
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Las curvas que se ven remarcadas en una linea negra y gruesa corresponden a la
concentracion de 0.5 mg/mL, indicando que el medio en el que se encuentra la lectina, asi

como la concentracion probada son aptas para que permanezca estable.

En estudios previos Vega y Pérez (2007) reportaron la pérdida de la actividad aglutinante
de LSBo-I por encima de los 65°C, asi como la total denaturacion y precipitacion de la
proteina con temperaturas superiores a 80°C, datos que se correlacionan con los
encontrados con este ensayo TSA en el que se confirma una denaturacion completa de
LSBo-1 a 83°C.

5.2.2 Determinacion parcial de la secuencia de aminoacidos de la
lectina de Salvia bogotensis con reconocimiento del
antigeno Tn/T (LSBo-I)

e Identificacion de la secuencia amino terminal
La banda del monémero de la LSBo-I, con un peso de 38 kDa (Figura 5-32) fue transferida

a membrana de PVDF para obtener la secuencia amino terminal.

Figura 5-32: SDS-PAGE de LSBo-I. Banda transferida a membrana PVDF.

38 kDa

SDS-PAGE Tris-Gly 12.5% denaturante y reductora. Carril 1. 10 ug de LSBo-I; carril 2. 20 ug de
LSBo-I.
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El resultado de la secuenciacién arrojé el siguiente amino terminal que consta de 20

residuos de aminoacido (anexo I):
(WVorA) (KorDVTSFXYTSFSSSSD(lorL)(TorK)LQ

Con esta secuencia se realizaron alineamientos con blastp (Altschul et al., 1990), o
alineamientos multiples utilizando clustal Omega version 1.2.4. (Goujon et al., 2010).

Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 5-11, en la que puede observarse la
similaridad que hay en algunos casos entre las secuencias amino terminal de lectinas
vegetales de las familias Leguminosa y Lamiacea con reconocimiento por GalNAc,
antigeno Tn, lactosa, galactosa, glucosa y manosa.

Tabla 5-11:  Alineamiento de secuencias amino terminales de lectinas vegetales con
LSBo-l.

Lectina Reconoce Secuencia N-terminal Referencia
Salvia bogotensis-| * T,Tn | ------------- AIVTSFXYTSFSSSSDIKLQ | Este trabajo
Camptosema ellipticum-Il+ | GalINAc | ------------- AIVTSFNYTSFSSSSHIKLQ | Batista et al., 2010
Cymbosema roseum-Ill+ | Lac,Gal | ------------ SGAVHFSFTKFSTSSSDLTL- | Rocha et al, 2010
Galactia lindenii-P2+ Lac,H2 | ------------- AKVTSIKYTSIS-SSXGKPL | Quintero M., 2014
Vicia villosa — B+ L et SESTSFSFTNFNPNQENLIL | Osinaga et al., 1997
Glechoma hederacea* | Tn --KTTH--FAVPPALTALFQGDAF--------- Wang et al., 2003a
Salvia miltiorrhiza-1 * N.D. MAKLLQNLIPLLSAIVLLLA------------- Wenping, 2015

En color rojo aparecen resaltados los aminoacidos conservados entre las lectinas analizadas con
respecto a la secuencia amino terminal de LSBo-I.

*Pertenece a la familia Lamiaceae. +Pertenece a la familia Leguminosae. GalNAc: N-acetil
galactosamina; Lac: lactosa; Gal: galactosa; Glc: glucosa; Man: manosa; N.D: No determinado

Es de resaltar la alta identidad encontrada entre el amino terminal de las lectinas de Salvia
bogotensis y Camptosema ellipticum 1l, lo que podria indicar que LSBo-I presenta una

estuctura, reconocimiento y funcion similar a la Camptosemina.

Camptosema ellipticum es una especie de la familia Leguminosae, tribu Diocleae, en cuyas
semillas se presenta una lectina homotetramérica con unién a N-acetil-D-galactosamina
(Batista et al., 2010). El peso molecular del monémero es de 26 kDa y muestra

oligomerizacion dependiente de pH como el reportado para otras lectinas de Leguminosa
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(Nagano et al.,, 2008). La Camptosemina tiene actividad hemoaglutinante y se ha
relacionado con adhesion de células en cancer de seno (Batista et al., 2010).

e Secuenciacion y analisis bioinformético de la lectina
La banda del monémero de la LSBo-I, con un peso de 38 kDa fue extraida del gel y tratada
con tripsina. Para evaluar la eficiencia de la hidrdlisis, los digeridos fueron sometidos

inmediatamente a cromatografia liquida y posteriormente a espectrometria de masas.

Inicialmente se identificaron 241 péptidos tripticos de novo (Anexo J), los cuales fueron
analizados utilizando el programa Decrease redundancy de Expasy (Artimo et al, 2012)
para reducir el nimero de secuencias peptidicas con un nivel de identidad igual o mayor

al 90%, obteniendo 169 péptidos que tenian entre 9 a 30 residuos de aminoéacidos (Tabla

5-12):

Tabla 5-12: Secuencia de péptidos obtenidos con tripsina por LC/MS/MS de LSBo-I.
LSEDKNPDYR AGGGALGVVNPK | VGANTYLASGK LENELQTYR
LSSPATLDSR QNVQGVDLR LSFTELDSR GSCGLGGGLGGGSSR
YEELQLTAGR GSAGGQLGVVNPK | LQDMAYDKK ATGGGLSSVGGGSSTLK
FEETTADGR VQALEEANNDLENK | FSSSSGYGGGSSR | APSTYGGGLSVSSSR
TSVLNAEVK LFEQQNQVLQTK GTLENSLEETKGR | PSGSTGGYLGAVNPK
TPAQYDASELK | ATFQEALDAAGDK | SKEEAEALNWSK | TLGLDSDQGPTAAK
EELQLTAGR LSSPATLNSR TSVHPNPSSNLGR | VGLSAATSGDGVEK
FSNSSSSNEFSK | LTDNDLFLTR KDVDGAYMTK LGLGGRGGSGGSYGR
YEELQQTAGR LRSELDNVK VLLSMDNSR VTATDLDEPDTLHTR
TGGYLGAVNPK | AATSGDGVQK EVATNSELVQSGK | APSTYGGGLSVSSR
DVDNAYMLK QSLEASLAETEGR | AGAYEDLAQK VHAAGTQQPYGLDSR
TTMLLLPNK STSSFSCLSR DAEAMAFNEK LSETNVLLSMDNNR
STMQELDSR AQYEELAQR NAENNNPSNNLK | TMQNTSDLDTAR
VDPELQNVK AEAEALYQTK EESNYELEGK PATPATLNSR
DVDAAYMNK AGEVQEPELR VTSSTLSSNVASK GEEAMAFNEK
QLLEGEESR DKYEDELNKR AALLYDCNGAK YEELQVTVGR
LAEEANADLEQK | LRAELDNVK NKYEDELNK VDDGAYMTK
VTMQNLDDR LDDLEDALQQAK DMQDMVEDYR GFSSGSAVVSNSR
AEAESLYQSK NMQDMVEDYR NVQDALADAEQR | RGVTTAGTTSER
KYEDELNKR EAEASLYQSK LNLDQNPGTAPK | LAALMDKPVK
ETQSQLETER ETAESWYQTK ALTGALAQK LKYENEVALR
YLDGLTAER AQYEDLAQK YTVVTGNMGSNDK | RSEPLYNSR
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EVASNSELVQSSR | NKYEDELNKR EGGDAFEFVGPK SLYNLGGSKR

SMQDVVEDYK TLLDLDNTR SGFSSVSVSR FGDSNTVMR

YFSMTEVDR SKAEAVPDYQSK LSGYTDNAGVSQK | SLVGLGGTK

STMQELNSR LSLSTSGGSFR KDVDNAYMLK VLDELTLTK

EASLAETEGR LKFEMEQNLR QLETLSGDR LRSELDNVKK

LEVLEEELR VDALMDELNFMK | TNQELQELNR YDQELMNTK

GTLENSLEETK ALEESNYELEGK QGVDADLDGLR FFSADLNGLR

TLLEGEESR SKEEAEALYHSK NVELDPELQK YDAFAGPSVK

SSPATLNSR QLQONLLQATSR PSQQELNQLLK SLVNLGGSK

AAMLVNQLSK NVKVDPELOQNVK TLDNDLMLLK VDDNAYMLK
FLEQQDQVLQTK | TLDNDLMAVK TEAESSMYQTK YGSGGGSKGGSLSGGGYGSGGGK
QFSSSYLSR AEGPDLYQSK LLTHPNFNGD LLEEGDAHLSSSQFSSGSQSSR
AQYEELANR AQGELAFSDK LAQAYYESTR QSLGHGQHGSGSGQSPSPSR
SSGGFSGGSFSR | TAAEDDFVTLKK ELTALAPSTMK RSSGGGGGGGLGSGGSLR
MATLLQEQGTK | LSSVLAGGSCR LGTDTTYAPFSSK LAGGGLSSVGGGSSTLK
TLSDYNLQK QGVDADLNGLR LQGELAHVK SNGGGGSLSGGGYGSGGGSNR
YEELQVTAGR NSSPATRASR TNAENEFVTLKK DPVGHGQHGSGSGQSPSPSR
VTMQNLNDR LTDNDLMLSR FLEQQNQVLQTK | GPYESGSGHSSGLGHQESR
TLPEPPMLK TAAENDFVTLK SKAEAESLYESK VAGGGGGFGAAGGFNR
QSVEADLDGLR | LAEESNYELEGK LQSQFTDAQK
AAFGGSDLWSSGGGYSSGSSSYGSGGR | GYSGSGGGSYGSGGGGNHGFCGSGSSSNYR

En color azul se resaltan los péptidos que se ubicaron sobre la secuencia de Gleheda; en amarillo
los que lo hicieron sobre la lectina de Salvia miltiorrhiza; en verde los superpuestos en las dos
secuencias. En color rojo se destacan las cinco cisteinas encontradas en los péptidos.

Con el conjunto de péptidos se realizé un BLASTp contra secuencias reportadas para
proteinas de la familia Leguminosa, encontrando que algunos de estos presentaban
identidad con proteinas de especies como Cicer arietinum, Medicago truncatula, Glycine
max, Trifolium subterraneum, entre otras, pero ninguna de ellas correspondi6 a una lectina
(Anexo K); sin embargo, el nimero de péptidos que presenté identidad con estas especies
fue muy bajo (maximo tres en cada especie), por lo tanto se realiz6 la comparacién contra
proteinas de las especies de Lamiaceas, generando alineamientos con Thymus
caespititius, Origanum vulgare y Tectona grandis, entre otras, sin embargo, tampoco

correspondieron a secuencias de lectinas (Anexo L).
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En Lamidceas Unicamente se ha reportado la secuencia de lectinas de las especies
Glechoma hederacea y Salvia miltiorrhiza, especificas para el antigeno Tn. La secuencia
de la lectina de Salvia miltiorrhiza (LSM) fue obtenida a partir de clonacién molecular del
gen codificado por 822 pb, y fue comparada con varias secuencias de lectinas de

Leguminosas, mostrando un rango de identidad entre el 29 y el 43% (Wenping et al., 2015).

Una vez obtenida la lectina recombinante, se verificd6 su capacidad aglutinante sobre
eritrocitos de raton y de conejo, y su actividad antimicrobiana, aunque el potencial
aglutinante fue débil comparado con Gleheda y Con A (Hua et al., 2015). Por su parte
Gleheda (lectina obtenida de las hojas de Glechoma hederacea) se obtuvo por clonacién
de un gen de 819 pb que codifica los 273 aminoacidos reportados. Las dos especies estan
clasificadas entre las “lectinas tipo Leguminosa” debido a su estructura terciaria. El
alineamiento de estas dos secuencias mostré un 42% de identidad entre ellas (Figura 5-
33).

Figura 5-33: Alineamiento de secuencias de aminoacidos para las lectinas de Salvia
miltiorrhiza y Glechoma hederacea.

gi|22773748]|gb|AANDE09T 1| lectin [Glechoma hederacea]
Sequence ID: |Cl|16443 Length: 263 Number of Matches: 1

Range 1: 10 to 261 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps

173 bits({428) le-36 Compositional matrix adjust. 111/264(42% ) 155/264(58% ) 13/264(4%)

uery 11 LLSAIVLLLAA RN TVRSTTSFIYDFWEDFNDLIYQESAHFESRETIFLELTDALSSOVE 70
L+5 L L AN 5+TT F P L+ 2 B+ T+F+RELT + + V&

Sejct 10 LVSIARLFIMVANMALSETTHFAV—————— DEALTFQEDAFDENDISFIRLITSHIWSEVE &3

Query 71 BVVHSH BV E SO EEN VD FETTVHFIITECEDNTPADELAFFIAEVETTAETEENEANLE 130
BV++5 B+ F = QW F+T ++4F IT N ADE+E2 F+ BV E & & NL=

Sbjct  £4 BVMY SEPLTFHCGECEQVHFETEISFNITS IAGHE -ADEVALFMVEVEEEIPNEEAEENLE 122

Guery 131 VFESHGNERRVEAVEVDIYVHEAWLDELYPHIGIDIGSRASSHNTITQUVDSSILEQOOVILLIN 150
+F+5+= & ++EFRAVE DI+ N WDE HIGZI++ SR +D 5+ + VIL IN
Sbject 123 LFDSSGEVEESIFAVEFDTHAN-VWLEPPCRHIGINVHNSREVEVAHECMDDSVNWEDVILSIN 181

fuery 151 YVEATBEMITARVIAG-SEIFEVSYEYLDLSDEVIEQN CLSASTEUHVATHDIVSWYFIR 245
Y A ++IT + & +E +++5++ DLE + ++° GLSAS5TE ++A HDI W FT2
Skject 182 YDEADKITTVEAOVCELTEHYDLSHELDLSTILEEEVQVELSASTEINIALHDINYWEFRTR 241

fuery 250 TMVQSEAVARSREEELAGHNIIRQEV 273 Lectina de Salvia miltiorrhiza
M+ + & IRQ WV
Sbict 242 MWMI----CDSDSDSVDEAGIRQLY  2&1- Lectina de Glechoma hederacea

Teniendo en cuenta la escasez de informacion publicada y relacionada con lectinas de
Lamiaceas, las secuencias de estas dos lectinas se utilizaron como molde para comparar

los péptidos de LSBo-I obtenidos por digestion. Lo anterior permiti6 analizar los
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alineamientos resultantes y evaluar la posibilidad de hacer una superposicion de

secuencias (Tabla 5-12).

Sobre la estructura primaria de Gleheda (Anexo M) se ubicaron 10 péptidos tripticos de
LSBo-I, correspondientes a 95 aminoacidos, cubriendo aproximadamente el 36% del total

de la secuencia de Gleheda (Figura 5-34).

Figura 5-34: Alineamiento de péptidos tripticos de LSBo-l contra la secuencia de la
lectina de Glechoma hederéacea.

[MANQKLPQTLVS IAALFLMVANMALSKTTHFAVPPALTFQ-————— GDAFDPNDTSFIRLTTSHTWSVGRVM
ATFQEALDAAGDK
EGGDAFEFVGPK

YSKPLTFWGEGKQVHFKTKISFNITSIAGNKADGVALFMVPVGPPIPNGGAGGNLGLFDSSGVGKSIFAVKFED
PSGSTGGYLGAVNPK
APSTYGGGLSV--SSSR
YGSGGGSKGGSLSGGGYGSGGGK

THANVWDPPCRHIGINVNSRVPVAHKCMDDSVNWEDVTLSINYDEADKI I TVRAQVGLTKHYDLSHKLDLS
LFEQQONQVLQTK

TILEKKVQVGLSASTGTNIALHDINYWEFTANMICDSDSDSVDGAGIRQLVST
FLEQODQVLQTK KDVDGAYMTK
VGLSAATSGDGVEK
ALEESNYELEGK

Las secuencias resaltadas en colores sobre los péptidos y sobre la secuencia principal
(secuencia sin espacios, escrita en su mayoria con color negro) corresponden a los

péptidos que se alinearon parcial o totalmente.

Con la secuencia de la lectina de Salvia miltiorrhiza (Anexo N), la cual tiene 273
aminoacidos en su secuencia, se alinearon 17 péptidos de la LSBo-I, con un cubrimiento
del 66% de la secuencia de Salvia miltiorrhiza. Uno de los péptidos cubrio el extremo amino
terminal de LSM y se lograron alinear 181 aminoécidos de los 347 reportados para LSBo-
| (Vega y Pérez, 2006), lo que corresponde a un cubrimiento de la secuencia cercano al
52% (Figura 5-35).
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Figura 5-35: Alineamiento de péptidos tripticos de LSBo-I contra la secuencia de la
lectina de Salvia miltiorrhiza.

B:KLLQNLIPLLSAIVLLLAAANTVRSQTTSFTYDFWGDQPNDLIYQGSAHFPSRTTFLRLTDALSSQVG
TLLOEQGTK TLLDLDNTR LLTHPNENGD ALTGALAQK
QLONLLQATSR QSLGHGQHGSGSGQSPSPSR

RVVHSNPVQFSQOGGNQVDFETTVNFIITPGPDNTPADGLAFFIAPVGTTAPTGSNGANLGVFESNGNGAA
TSVHPNPSSNLGR PSGSTGGYLGAVNPK
EGGDA--FEFVGPK

IVEFAVEVDTYVINGCAWDPLYPHIGIDIGSRASSNTTQVDSSILGQOVTLLINYVGATRMITAKVTAGSKTFE

QGVDAD--LNGLR EVASNSELVQSSR YEELQVTAGR
GYSGSGGGSYGSGGGGNHGFCGSGSSSNYR
GPYESGSGHSSGLGHQESR
VSYEYDLS EQVQVGLSASTGQHVATHDIVSWYFTATMVQSKAVARSRKELAGNI IRQFV
YE-EL--—-—- QVTVGR
TAAED LKK
VGLSAATSGDGVEK

A la secuencia obtenida por superposicion de péptidos se le realiz6 un alineamiento
multiple con la lectina de Salvia miltiorrhiza y Gleheda, permitiendo asignar 35 residuos
adicionales que son conservados entre estas dos lectinas y que correspondieron a sitios

en los que no se habia identificado el amino&cido (Figura 5-36).

Figura 5-36: Alineamiento multiple de la secuencia obtenida de LSBo-l, Gleheda y la
lectina de Salvia miltiorrhiza.
CLUSTAL 0(1.2.3) multiple sequence alignment

sbol --MATLLQNLLTATSRXXTLLDLDNTRxSXTLLTHPNFNGDLGHGQHGSGSGQSPSPSRF 58
smil --MAKLLQNLIPLLSAIVLLLAAANTVRSQTTSFTYDFWGDQPNDLIYQGSAHFPSRTTF 58
gleh MANQKLPQTLVSI---AALFLMVANMALSKTTHF------ AVPPALTFQGDAFDPNDTSF 51

sbol XALTGALAQKVGTSVHPNPSSNLEGGDAFEFVGPKXFXITXXXX--XADGXAXFXXPVGX 116
smil LRLTDALSSQVGRVVHSNPVQFSQGGNQVDFETTVNFIITPGPDNTPADGLAFFIAPVGT 118
gleh IRLTTSHTWSVGRVMYSKPLTFWGEGKQVHFKTKISFNITSIA-GNKADGVALFMVPVGP 110

sbol xxPSGSTGGYLGAVNPKGXGxxxQGVDADLNG-GSYGSGGGGNHGFCGSGSSSNSELVQS 175
smil TAPTGSNGANLGVFESNGNGAAVFAVEVDTYVNGAWDPLYPHIGIDIGSRASSNTTQVDS 178
gleh PIPNGGAGGNLGLFDSSGVGKSIFAVKFDTHA-NVWDPPCRHIGINVNSRVPVAHKCMDD 169

sbol SGLGHQESRXINY-xxXXYEELQVTAG-RKXXxXSYEAELDDFVTLQVTVGLSAATSGDG 233
smil SILGQQVTLLINYVGATRMITAKVTAG-SKTFEVSYEYDLSDFVTEQVQVGLSASTGQHV 237
gleh SVNWEDVTLSINYDEADKIITVRAQVGLTKHYDLSHKLDLSTILEKKVQVGLSASTGTNI 229

sbol VEKDIXXWXFTAXMXXXXXXXXXXXXXXGXXIRQxV-- 269
smil ATHDIVSWYFTATMVQSKAVARSRKELAGNIIRQFV-- 273
gleh ALHDINYWEFTANMICDSDS - ---DSVDGAGIRQLVST 263
sbol: Secuencia deducida de LSBo-I; smil: Secuencia de Salvia miltiorrhiza; gleh: Secuencia de
Gleheda. x indica la posicién en la que no se identific6 el aminoacido. Resaltado en rojo estan los
residuos asignados por comparacién con las secuencias molde.
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La secuencia propuesta tiene 274 residuos, de los cuales 216 aminoacidos fueron
ubicados o asignados en los alineamientos (Figura 5-37) lo que corresponde al 62% del

total de los 347 residuos reportados previamente para LSBo-1 (Vega y Pérez, 2006).

Figura 5-37: Secuencia parcial de LSBo-|

10 20 30 40 50 60
MATLLQNLLT ATSRXXTLLD LDNTRXSXTL LTHPNFNGDL GHGQHGSGSG QSPSPSRFXA

70 80 90 100 110 120
LTGALAQKVG TSVHPNPSSN LEGGDAFEFV GPKXFXITxX XXXXXADGXA XFXXPVGXXX

130 140 150 160 170 180
PSGSTGGYLG AVNPKGXxGxXx XQGVDADLNG XGSYGSGGGG NHGFCGSGSS SNSELVQSSG

190 200 210 220 230 240
LGHQESRXIN YxXXXXYEEL QVTAGXRKxx XXSYEAELDD FVTLQVTVGL SAATSGDGVE

250 260 270 274
KDIXXWXFTA XMXXXXXXXX XXXXXXGXXI RQxV

Los residuos resaltados en rojo corresponden a aminoacidos importantes para el reconocimiento
de los antigenos T y Tn, que han sido reportados en otras lectinas con especificidad por el antigeno
T o Tn. x indica la posicion en la que no se identificé el aminoacido.

Tomando como base la secuencia parcial de LSBo-I (Figura 5-37), en la tabla 5-13 se
presentan los analisis de aminoacidos obtenidos por hidrélisis total de la proteina (Vega y

Pérez, 2006) y el realizado en este trabajo a partir de la secuencia parcial de la LSBo-I.

Los resultados son comparables con los encontrados previamente por Vega y Pérez
(2006), en los gque se reportd una alta cantidad de residuos de glicina, serina, leucina,
alanina y glutamina/Acido glutamico. También se habia reportado la presencia de cuatro
Cisteinas en LSBo-I que formaban dos puentes disulfuro intracatenarios, y que no estaban
en forma de tioles libres (Vega y Pérez, 2006), sin embargo, dentro de la secuencia
solamente logré ubicarse una de las cisteinas a pesar de que se encontraron cinco en los
péptidos tripsinizados, lo que podria indicar que los demas residuos de cisteina estan

ubicados en las regiones que aun no han sido determinadas (tabla 5-13).
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En la secuencia reportada para la lectina de Salvia miltiorrhiza no se reportaron cisteinas
(Hua et al., 2015), mientras que en la de Gleheda se reportaron tres, que son las que hacen
parte de los puentes disulfuro presentes en esa lectina (Wang et al., 2013a).

Tabla 5-13:  Aminoéacidos encontrados en la secuencia parcial deducida para LSBo-I

N°® de N° de residuos
Aminoacido residuos (Vega y Pérez,
(Este trabajo) 2006)

1 Ala A 15 36

2 Cys C 1

3 Asp D 11 *

4 Glu E 9 *

5 Phe F 9 4

6 Gly G 37 92

7 His H 6 4

8 lle I 4 6

9 Lys K 5 21
10 Leu L 21 10
11 Met M 2 0
12 Asn N 11 15 (Asx)
13 Pro P 9 13
14 GIn Q 10 42 (GIx)
15 Arg R 6 3
16 Ser S 25 60
17 Thr T 16 13
18 Val Vv 13 10
19 Trp w 1 9
20 Tyr Y 5 5
No determinados (x) 58 0
N° total de residuos 274 347

Teniendo en cuenta las secuencias de lectinas de diferentes familias taxonémicas con
especificidad por los antigenos T y Tn, se identificaron algunos aminoacidos importantes
en la interaccién con el azlcar, que estan presentes en la secuencia de LSBo-I propuesta

(resaltados color rojo en la figura 5-37).
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En la estructura primaria de la Vicia villosa isolectina B. (VVLB4), los residuos Asp85,
Gly103, Asn129 y Asn214 hacen parte de una red de ocho puentes de hidrégeno formados
con el O3, 04, 06 y el grupo N-acetil del GalNAc del antigeno Tn, generando un sitio
conservado para la union a carbohidrato. La Tyrl27 se identific6 como un aminoacido
importante en la interaccion de VVLB4 con el anilllo pirandsido del GalNAc y en la formacion
de un puente de hidrégeno entre el OH de la Tyr y el NH de la serina en el antigeno Tn,
interacciones que son determinantes para la especificidad de esta lectina (Babino et al.,
2003). En la secuencia parcial de LSBo-I se encontr6 Asp85, Tyr128 y Asn133 (Figura 5-
37), aminoacidos que podrian estar implicados en la interaccién con GalNAc.

En la lectina de Vatairea macrocarpa, especie perteneciente a la familia Leguminosae, y
gue reconoce el antigeno Tn, el anillo del aztcar se ubica entre el grupo aromatico de
Phel29 y la cadena alifatica de Leu215 como se muestra en la figura 5-38. Los puentes
de hidrégeno se presentan entre los grupos 3-OH, 4-OH and 6-OH, asi como el carbonilo
del grupo N-acetil con Glyl07 y las cadenas laterales de Leu215, Ser216, Aspl09 y
Asnl131 (Sousa et al., 2016).

Figura 5-38: Acoplamiento molecular de la lectina de Vatairea macrocarpa con el

antigeno Tn.

’ Tn antigen

Ser216
- &‘\
6-OH
4-OH (/ '
< e 3-OH Asn131
Leu215 o7 Gy107
Asp109- /

Figura tomada de Sousa et al., 2016. El antigeno Tn se muestra en color verde. Los puentes de
hidrogeno se representan por lineas punteadas amarillas. Se nmuestran los aminoacidos presentes
ene | sitio de union.
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En la secuencia deducida de LSBo-I estan presentes la mayoria de estos aminoacidos en
posiciones similares Gly108, Leu218, Ser213, Asp107y Asn133, lo que podria indicar que
el sitio de unién a carbohidrato de estas dos lectinas es similar y los amino&cidos presentes
pueden interactuar de forma parecida.

Estudios de reconocimiento en lectinas de la familia Moraceae mostraron que el sitio de
unién a carbohidrato de Maclura pomifera (Lee et al.,, 1998) y de jacalina, lectina de
Artocarpus integrifolia (Jeyaprakash et al., 2002), interactia con el antigeno T de forma
similar, mediante el residuo de GalNAc a través de la formacion de nueve puentes de
hidrogeno entre O4, O5, O6 y el grupo N-acetil con Gly1, Gly121, Tyr122, Trpl23y Aspl25;
también se presenta un puente de hidrégeno entre la Glyl y el O3 que actla en el enlace
1-3 glucosidico de Gal y GalNAc en el antigeno T. En LSBo-I se identificé el aminoacido

Gly126 (Figura 5-37), que puede estar interactuando con el antigeno T.

En la lectina de Arachis hypogaea (PNA) se reporta que el sitio de unién a carbohidrato
genera ocho puentes de hidrogeno entre el O1, 03, O4 y O5 de Gal (presente en el
antigeno T) con los amino&cidos Asp83, Gly104, Asn127 y Ser211. El anillo pirandsido de
Gal interactta con la Tyrl125. El residuo GalNAc sobresale del sitio de union a carbohidrato
e interactla mediante dos enlaces de hidrégeno con Ser211y Gly212 (Ravishankar, 1997).
En la secuencia parcial propuesta para LSBo-I se identificaron Asp85, Gly108, Asn133,
Tyrl28 y Ser213 (Figura 5-37) residuos que podrian estar relacionados con el

reconocimiento del antigeno T.

De otro lado, en la lectina dimérica de Amaranthus caudatus (Amarantina), perteneciente
a la familia Amaranthaceae, se encontr6 que residuos ubicados en los dos monémeros de
la estructura forman el sitio de unién a carbohidrato, reconociendo especificamente el
antigeno T. Este sitio esta conformado por Asn74, His75, Tyr76, Trp77 y GIn262, y
presenta interacciones mediadas por cinco puentes de hidrégeno con la Gal y tres con
GalNAc (Figura 5-39). La especificidad en el reconocimiento también est4 generada por
algunas moléculas de agua presentes, que forman puentes de hidrogeno con los dos

monosacaridos del antigeno T (Transue et al., 1997).
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Figura 5-39: Acoplamiento molecular de Amarantina con el antigeno T.

GIn262 E

Figura tomada de Rougé et al., 2011. Algunos de los aminoéacidos presentes en el sitio de union de
la Amarantina se muestran en gris claro. El antigeno T se representa en gris oscuro. Los puentes
de hidrégeno se muestran con lineas punteadas.

En la secuencia parcial propuesta para LSBo-I, se identifican los residuos de His74 y Asn76
(Figura 5-37), que podrian estar involucrados en la interaccion con el antigeno T y tener

un mecanismo de reconocimiento similar al planteado en Amarantina.

En la familia Lamiaceae, estudios de Gleheda reportaron una interaccién con el antigeno
Tn similar a la establecida en VVLB,, en la que se genera una red de puentes de hidrégeno
con Asp, Gly y Asn. En el caso de Gleheda se presentan puentes de hidrégeno entre O3,
04, 05, 06 y el grupo N-acetil del GalNAc con los aminoacidos Asp73, Gly93, Asnl117,
Thr201 y Asn202 (Figura 5-40). La His115 interactia con el anillo piranosa de azucar
(Wang et al., 2003a).

En LSBo-I los aminoacidos Gly93, GIn201 y Thr203 estan en la secuencia parcial elucidada
(Figura 5-37) y podrian tener una interaccion similar a la planteada para Gleheda.

Para la lectina de Salvia miltiorrhiza son importantes Aspl107, Alal39, Asn151, Gly234,
GIn235 e His236 en el sitio de interaccion con el carbohidrato (Wenping, 2015); en la
secuencia de LSBo-I los aminoacidos Asn149 y Gly 236 estan en posiciones cercanas
(Figura 5-37), lo que podria sugerir que son también residuos criticos en el reconocimiento

del antigeno Tn.
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Figura 5-40: Acoplamiento molecular de Gleheda con el antigeno Tn.

Ser

GalNAc Asn117

Thr201

His115

Figura tomada de Wang et al., 2003a. El antigeno Tn se muestra en gris oscuro y la His115 en gris
claro. Los puentes de hidrégeno se representan con lineas punteadas.

Por otra parte los genes que codifican para Gleheda y para la lectina de Salvia miltiorrhiza
presentan alta similaridad entre ellos y con genes de lectinas de la familia Fabaceae (Wang
et al., 2003a), y 42% de identidad entre sus estructuras proteicas; lo anterior es una
evidencia de las lectinas tipo Leguminosa en otras familias taxonémicas, lo que también
indicaria que evolutivamente estas lectinas provienen de un ancestro comun (Wang et al.,
2003a; Wenping et al., 2015), y reforzaria la idea de que las lectinas con reconocimiento
por manosa encontradas en este estudio, y de las que se hablara mas adelante en el
apartado 5.4, podrian también tener una estructura altamente similar a las reportadas para

lectinas con especificidad Man/Glc presentes en otras familias taxonémicas.

Con la secuencia parcial de LSBo-I se realizé una aproximacién a la estructura terciaria
mediante andlisis bioinformatico utilizando I-Tasser, método basado en la generacion de
estructuras por comparacion con otras de referencia, previamente reportadas (Zhang,
2008).

En la figura 5-41 se muestra el modelo de LSBo-I generado por I-Tasser, que presento el

valor C-score mas alto.

Figura 5-41: Modelo de LSBo-I obtenido por I-Tasser.
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El modelo se representa desde el extremo amino terminal (en color azul oscuro) y finaliza en el
extremo carboxilo terminal (color rojo). Las flechas planas representan las hebras f, las cintas
sefialadas con flechas rojas simbolizan regiones con tendencia a hélice alfa, y los segmentos
delgados corresponden a estructuras aleatorias (random coil).

El modelo de estructura terciaria de LSBo-I tiene un n, valor que se encuentra entre los
limites establecidos (-5 a 2), indicando que es una prediccién adecuada (Zhang, 2008). A
pesar de que aun faltan aminoacidos por asignar a la secuencia, residuos que
evidentemente contribuirian a modelar las regiones faltantes y a obtener un prediccion mas
acertada, el modelo mostré homologia con la estructura terciaria de lectinas vegetales al
presentar nueve hebras beta en el modelo, las cuales estan unidas entre si por estructuras
random coil. También presenté dos regiones con tendencia a ser hélice alfa (sefaladas
con flechas), la primera en el amino terminal (simbolizada en color azul), y la segunda

ubicada entre las hebras 8 y 9 (representada en color anaranjado).

La presencia de hélices alfa no es caracteristica de las lectinas tipo Leguminosa, pero
puede deberse a las regiones de aminoacidos que aun no han sido totalmente

determinadas.

Las proteinas que estructuralmente se acercaron mas al modelo, segun los datos
reportados en el PDB, son lectinas de especies pertenecientes a la familia Leguminosae,

y fueron seleccionadas por el programa de alineamiento estructural TM-align (I-Tasser
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server), tomando como referencia los TM-score mas altos, lo cual significa mayor cercania

entre la estructura conocida (PDB) y la estructura modelada (Zhang, 2008).

Las cinco proteinas mas cercanas estructuralmente fueron la lectina de Wisteria floribunda
en complejo con GalNAc (PDB 5kxbA), que reconoce estructuras con terminacién GalNAc
(Haji-Ghassemmi et al., 2016); la lectina de semillas de Butea monosperma (PDB 3usuA)
gue interactla principalmente con Galactosa (Abhilash et al., 2015); la lectina de semillas
de Spatholobus parviflorus (PDB 3ipvA) especifica por Galactosa (Geethanandan et al.,
2011); la lectina de Erythrina corallodendron en complejo con D-Galactosa (PDB laxz )
gue reconoce Galactosa, GalNAc, Lactosa y LacNAc (Elgavish y Shaanan, 1998) y la
isolectina Bs de Vicia villosa en complejo con el antigeno Tn (PDB 1n47A), la cual es

altamente especifica por este ligando (Babino et al., 003).

Estos resultados corroboran lo observado en los ensayos de aglutinacion; LSBo-I
reconocio los eritrocitos T y Tn (con terminaciones en Gal y GalNAc respectivamente),
sugiriendo que el sitio de unién puede ser similar al de lectinas que reconocen alguno de

estos carbohidratos.

Para evidenciar la similaridad estructural encontrada entre LSBo-lI y otras lectinas
vegetales como Vicia villosa (isolectina B.) y Salvia miltiorrhiza, se realizé un alineamiento
estructural con UCSF Chimera, lo que permitié observar la disposicion de las hebras 3 en
la estructura, asi como la localizacién del sitio de reconocimiento a carbohidrato (Figura 5-
42).

Figura 5-42: Alineamiento tridimensional de las lectinas de Salvia bogotensis-I, Salvia

miltiorrhiza-Il y Vicia villosa Isolectina B4 utilizando UCSF Chimera.



11 Aproximacion a la estructura primaria de lectinas especificas para el antigeno Tn
8 e identificacion de nuevas lectinas especificas para glucosa/manosa en semillas
de Salvia bogotensis y Lepechinia bullata

En color beige se observa el modelo de LSBo-I, en azul claro se presenta SML-Il y en magenta se muestra
VVBa..

En la estructura de LSBo-lI se observan algunas regiones con estructura secundaria
aleatoria en donde SML-Il y VVB4 muestran hebras 3, lo cual era de esperarse debido a
gue el analisis se realiz6 sobre una secuencia parcial. Probablemente al completar la
asignacion de aminoacidos a la estructura primaria se encontrard un mejor ajuste de los
modelos tridimensionales y se podran establecer algunas otras caracteristicas

estructurales.

La prediccion del posible ligando se realiz6 también por I-Tasser seleccionando el modelo
segun el rango del C-score (0-1) teniendo en cuenta que entre mas alto el score, la

prediccion es mas confiable (Yang, 2013).

La Galactosa presenté un C-score de 0.64, siendo el mas alto entre las opciones

mostradas para ligandos con el modelo de LSBo-l, y postulando algunos residuos de
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aminoacido que pudieran estar presentes en el sitio de unién a carbohidrato: GIn67,
Alal06, Asp107, Gly126, Gly127, Tyr128, Serl56, Ser235, Gly236 y Asp237.

En el andlisis realizado anteriormente se postularon los aminoacidos Asp107, Gly126 y
Tyrl28 entre otros, como importantes para el reconocimiento del ligando. Estos tres
residuos estan presentes en el sitio de union a carbohidrato predecido por I-Tasser, lo cual

corrobora la similaridad entre estructuras de lectinas vegetales.

En la figura 5-43 puede observarse el sitio de union a carbohidrato, analizado por I-Tasser,

en el que se muestra la Galactosa como posible ligando.

Figura 5-43: Modelo del sitio de union a carbohidrato en LSBo-I obtenido por I-Tasser.

En el évalo negro se sefiala el ligando galactosa (galactopiranosa) en color rojo, rodeado por las
cadenas laterales de Alal06, Asp107, Tyr128, Thr234 y Ser235. Las flechas planas representan las
hebras B y las cintas las estructuras aleatorias (random coil).

La figura anterior sugiere una posible interaccién entre aminoacidos presentes en el sitio
activo de LSBo-Il. Las cadenas laterales de Alal06 y Asp107 (azul claro), Tyr128 (verde),
Thr234 y Ser235 (anaranjado) estan presentes en el sitio de union de la Galactosa (rojo),
por lo que pudieran estar participando en el reconocimiento lectina-carbohidrato. Como se

discutioé anteriormente, se ha identificado la Tyr128 como un aminoacido importante en la
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especificidad de lectinas con reconocimiento por el antigeno T/Tn, por lo tanto, podria
proponerse que en LSBo-I este residuo también interactda con el anillo piranésido de la

galactosa.

Una vez identificado el sitio de unién del ligando se utilizé Autodock Vina con las
coordenadas descritas en el apartado 4.2.5, para realizar un docking molecular de LSBo-I
con Gal, GalNAc, Antigeno T (GalB1-3GalNAc-Ser), Antigeno Tn (GalNAc-Ser) y péptido
Tn (GalNAc-heptapéptido (PTTT*PLK)) (Borger et al., 2012).

Para realizar estos acoplamientos se utilizé la secuencia parcial de LSBo-I sin tener en
cuenta los residuos que no habian sido asignados, por lo tanto, la posiciébn de los
aminodacidos que muestra el modelo se ajusté a la ubicacion real en la que aparecen los

residuos en la secuencia parcial mostrada en la figura 5-37.

Cada uno de los modelos presento6 un valor de energia de union negativo, indicando que
se form6 un acoplamiento estable. EI complejo que presenté menor energia (Kcal/mol) fue
el de LSBo-1 — Antigeno T (-6.6) (Figura 5-44), seguido de Antigeno Tn (-6.1) (Figura 5-
45), Gal (-5.9) (Figura 5-46), GalNAc (-5.8) (Figura 5-47), y finalmente péptido Tn (-5.5)
(Figura 5-48).

Figura 5-44: Modelo de acoplamiento entre LSBo-1 y Antigeno T obtenido por Autodock
Vina.
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En el complejo se sugiere la interaccion del antigeno T con los aminoacidos Lys114,
Gly129, Ser130, Gly131, Gly133, Asn135 y Glul38, que corresponden a Lys135, Gly155,
Serl56, Gly157, Gly159, Asn161y Glul74 en la secuencia parcial determinada para LSBo-
I. La energia de union fue de -6.6 Kcal/mol, la menor encontrada entre los modelos
generados con diferentes ligandos, por lo que podria sugerirse que la estructura tiene
preferencia por la unién con este antigeno, corroborando los hallazgos realizados con los

ensayos de aglutinacion sobre eritrocitos.

Figura 5-45: Modelo de acoplamiento entre LSBo-I y Antigeno Tn obtenido por Autodock

Vina.

GLY®SS

En este modelo se observan los residuos Tyr107, Gly129, Ser130, Gly133, Asn135, Ser143
y Serl45 interactuando en el sitio de unién al ligando. Estos corresponden a Tyrl28,
Gly155, Serl56, Gly159, Asn161, Serl69y Serl71 en la secuencia parcial de LSBo-I. Con
este resultado se confirma que la Tyr128 es un residuo importante dentro del sitio de unién
a carbohidrato, tal como lo es en las lectinas de Vicia villosa B4 (Babino et al., 2003) y
Arachis hypogaea (PNA) (Ravishankar, 1997), entre otras.

Por otra parte, en el acoplamiento observado para LSBo-I con galactosa, el cual tuvo una
energia de unién de -5.9 Kcal/mol, evidencié la presencia de los aminoacidos Asp93,
Asnl124, Gly126, Gly129, Ser130, Asnl135 y Serl45 en el sitio de union de galactosa, que
en la secuencia parcial determinada corresponden a Aspl107, Asnl149, Gly152, Gly155,
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Serl56, Asnl61ly Serl71. El residuo Asp107 fue también descrito en la interaccién de la

lectina de Vatairea macrocarpa con el antigeno Tn (Sousa et al., 2016).

Figura 5-46: Modelo de acoplamiento entre LSBo-1 y galactosa obtenido por Autodock
Vina.

Figura 5-47: Modelo de acoplamiento entre LSBo-I y N-acetilgalactosamina obtenido por
Autodock Vina.
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Al acoplamiento generado entre LSBo-l y N-acetilgalactosamina presenté una energia de
union de -5.8 Kcal/mol, lo que sugiere que este complejo es energéticamente favorable.

Los aminoécidos encontrados en el sitio de union son Asp93, Asnl124, Gly126, Tyr128,
Gly129, Ser130, Gly131 y Asn135, que corresponden a Aspl107, Asnl149, Gly152, Tyrl154,
Gly155, Serl56, Glyl57 y Asnl161. Los residuos presentes en la interaccion con GalNAc
son similares a los encontrados en el modelo anterior (LSBo-I y galactosa), por lo tanto
podria indicar que el reconocimiento que ejerce LSBo-I sobre los dos carbohidratos se da
de forma semejante, destacdndose también el Asp107, reportado en el sitio de union de

otras lectinas.

En la figura 5-48 se aprecia el complejo generado por prediccion entre LSBo-1y el antigeno
Tn asociado a un heptapéptido. Este modelo presentd una energia de unién de -5.5
Kcal/mol y sugiere una interaccién entre el ligando y los aminoacidos Asp93, Tyrl28,
Gly131, Ser143, Serl44 y Glul48. Tomando como base la secuencia parcial deducida
para LSBo-I, los residuos corresponderian a Aspl107, Tyrl54, Glyl57, Serl69, Serl70 y
Glul74; una vez mas, aparece en el sitio de union el Asp107, tal como se observo en la
union con Gal y GalNac.

Figura 5-48: Modelo de acoplamiento entre LSBo-I y Th-péptido obtenido por Autodock
Vina.
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En resumen, los aminoacidos descritos para el sitio de unién de LSBo-I son similares entre
los ligandos acoplados, sin embargo se destacan algunos como Aspl107, Gly155, Serl56,

Glyl157, Asnl61, que se reportan interactuando con varios de los ligandos modelados.

En la siguiente tabla (5-14) se muestran las posiciones y los aminoacidos identificados en

el sitio de unién de LSBo-I, y el ligando con el cual se presenta la interaccion.

Tabla 5-14: Aminoacidos identificados en el sitio de unién de LSBo-I, que presentan
interaccion con los ligandos ensayados.

Residlrjlgando An’“'Iqeno AI’]’['Il'gneno SRS galglci)(:sitrlr:ina Ti-EEEE
Asp107 X X X
Tyrl28 X

Lys135 X

Asnl149 X X

Gly152 X X

Tyrl54 X X
Gly155 X X X X

Serl56 X X X X

Glyl157 X X X
Gly159 X X

Asnl161 X X X X

Serl69 X X
Serl70 X
Serl71 X X

Glul74 X X

5.3 Ensayos preliminares para la obtencion de LLb-I

recombinante

La mayoria de las lectinas de plantas ha sido aislada de semillas, especialmente de
Leguminosas dicotiledoneas, debido a que éstas se almacenan durante el proceso de
maduracion; constituyen el 10% del total de la proteina en la semilla, aunque las cantidades
aisladas son mas bajas entre 0.1-1%. También se encuentran en tejidos vegetales, como
tallo, raiz y hojas pero su abundancia es mucho menor y esta regulada durante el proceso
de desarrollo de la planta (Etzler et al., 1999; Sharon y Lis, 2003).
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Por lo anterior, varios de los estudios enfocados a la obtencion de lectinas recombinantes
se han realizado a partir de las semillas (Loris et al., 1998; Van Damme et al., 1998; Sharon
y Lis, 1990), hojas y otros tejidos vegetales.

5.3.1 Extraccion de ARN a partir de semillas de Lepechinia

bullata

Se seleccionaron semillas de aproximadamente 2 mm de longitud, caracterizadas por un
color verde brillante y una textura himeda y suave, las cuales fueron separadas del resto
de material vegetal, lavadas con etanol e hipoclorito de sodio y almacenadas en crioviales
a -80° (Figura 5-49).

Figura 5-49: Semillas de Lepechinia bullata en estado inmaduro.

La extraccion de ARN se hizo a partir de las semillas congeladas, pulverizandolas en un
mortero sobre nitrégeno liquido; este proceso se realizé en menos de un minuto por
muestra, con el fin de evitar su descongelamiento, la oxidacion de las semillas y la
degradacion del ARN.

Después de ensayar cinco procedimientos y partiendo de 100 mg de semillas, se observo
gue hubo diferencia en la calidad y cantidad del acido nucleico extraido como se muestra
en la tabla 5-15. La metodologia que permiti6 obtener mejores resultados en cuanto a
concentracion de acido nucleico e integridad del RNA visualizado en gel de agarosa (Figura
5-50), fue el kit Dynabeads mRNA DIRECT™ Micro Kit, de Life Tecnologies, que posibilité

el posterior uso del ARN en ensayos de amplificacion.
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Tabla 5-15: Comparacion de las caracteristicas del ARN obtenido con diferentes Kits.

. : Concentracion del ARN .,
Kit comercial obtenido (ng/ul) Relacion 260/280

41.4 1.55

TRI Reagent®, de Sigma—Aldrich
Direct-zol™ RNA miniprep, de
Zymo research

Aurum™ Total RNA Fatty &
Fibrous tissue kit, de Bio-Rad
Total RNA isolation from plant
tissue or filamentous fungi, de 51.8 1.98
Macherey-Nagel

Dynabeads mRNA DIRECT™
Micro Kit, de Life Tecnologies

40.1 1.21

44.8 1.96

89.7 1.95

El protocolo de Dynabeads mRNA DIRECT™ permitié la obtencién directa de mARN
gracias a que las perlas magnéticas cuentan con una cola poli T (cola de timinas que
actian como ligante) que permiten la unién especifica de ARN que contenga una cola de
poli A (secuencia de adeninas), condicion exclusiva del ARN mensajero. Esta caracteristica
posibilitd trabajar solamente con ARN codificante para proteinas. El ARN obtenido se tratd

con ADNasa con el fin de disminuir cualquier contaminacién con ADN.

Figura 5-50: Electroforesis del ARN obtenido a partir de semillas de Lepechinia bullata
con diferentes protocolos de extraccion.

Electroforesis en gel de agarosa al 1%. En cada carril se sembraron 5 pL del ARN obtenido segun el protocolo.
Carril 1. Patrones de tamafio de fragmento (pares de bases); carril 2. TRl Reagent®, de Sigma—Aldrich; carril
3. Direct-zol™ RNA miniprep, de Zymo research; carril 4. Aurum™ Total RNA Fatty & Fibrous tissue kit, de Bio-
Rad; carril 5. Total RNA isolation from plant tissue or filamentous fungi, de Macherey-Nagel; carril 6. Dynabeads
mRNA DIRECT™ Micro Kit, de Life Tecnologies.
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En la electroforesis (Figura 5-50) puede observarse que el ARN obtenido con el protocolo
de las perlas magnéticas (Dynabeads mRNA DIRECT™) presenta un patron de bandas
caracteristico del mARN no degradado (carril 6), ademas no se observan bandas de
contaminacién con ADN. Teniendo en cuenta los resultados, se escogi6é para realizar la
sintesis de primera hebra. En los demés carriles (2 — 5) no se observo claramente la
integridad del mARN, ya que se presentan solamente bandas tenues por debajo de 250

pares de bases, lo que indica que el MARN puede estar degradado.

A partir del ARN obtenido en el paso anterior y utilizando oligo(dT) como iniciador, se llevo
a cabo la sintesis de primera cadena de ADN (cDNA) mediante el sistema comercial
RevertAid™ first strand cDNA Synthesis Kit de Thermo Scientific, adicionando inhibidor de
ARNasas, lo que disminuye el riesgo de degradacion del ARN por estas enzimas. Con este
paso se obtuvo la cadena molde de ADN a partir de todo el mMARN extraido, lo que permitié
iniciar el proceso de amplificacion de fragmentos con primers especificos, teniendo como

base que solamente se estaba trabajando con ARN codificante.

5.3.2 Amplificacion de fragmentos de ADN

Trabajar con mARN en lugar de ARN total, evita que los primers especificos se unan a
secuencias no codificantes que pudieran hibridarse con estos. Esta caracteristica

disiminuye la posibilidad de amplificaciones no deseables.

La amplificacion de fragmentos de ADN se realizé utilizando como iniciadores juegos de
primers previamente diseflados por Alvarado en un trabajo de Calopogonium galactoides
(datos no publicados) con base en secuencias reportadas de lectinas vegetales con

afinidad por galactosa, N-acetilgalactosamina, manosa o glucosa (Tabla 5-16).

De igual forma, tomando como base parte de la secuencia amino terminal determinada
para LSBo-l, la cual corresponde a: (A/V)(K/INVTSEXYTSFSSSSD(I/L)(T/K)LQ, se
disefiaron primers forward degenerados. Para este caso se utilizO un primer reverse
universal AUAP (Abridged Universal Amplification Primer) el primer reverse utilizado fue el
proporcionado por el kit de sintesis de primera hebra basado en la cola de poliAdeninas

gue presenta el mMARN (Tabla 5-16).
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Tabla 5-16:

de semillas de Lepechinia bullata.

Primers utilizados para la amplificacién de fragmentos de ADN proveniente

Primers | Especificidad | Primer Forward Primer Reverse
GmGal |Gal/GalNAc TTAGATGGCCTCATTGAGCA ATGGCCACCTCCAACTTCTC
Cemn Man/Glc AAATCCTCCCTGTTCCTTCC CCGGGATCTCATTGCTCTT
Can Man/Glc ATCTCAAAGAATCCTCCCTGTT GGGATCTCATTGCTCTTCAACTT
Craty Man/Glc GCTCATACTATTGTTGCTGTTGAA AGCATCTGGAAAAAGTCCAAGA
Cym Man TTCTTCTTCTGATCTTACTCTTCAA AAAGTCCAGTAGGCAGTCTTTCCA
Dio Man/Glc TGATAGTAGTGAGCAGGGTGAGC TAAAGACCGGTTGTAGCAGAAAG
Dgf mn |Man/Glc GGGTGAGCTCATCAATAGCA CCGGTTGTAGCAGAAAGACC
Soja Gal/GalNAc TTTTACAGATGAGCAGTTTGACC TACCTCCAACTCAAGACCAAC
Lam GalNAc CTTCGACCCTAATGATACCTCA CGGTGAACTCCCAATAGTTAAT
LSBo 1l [T/Tn GYNAWNGTNACNWSNTT GGCCACGCGTCGACTAGTAC
LSBo 2 [T/Tn GTNACNWSNTTYNNNTAYAC GGCCACGCGTCGACTAGTAC
LSBo 3 [T/Tn AWNGTNACNWSNTTYNNNTAYA GGCCACGCGTCGACTAGTAC

GmGal: Glycine max; Cemn: Canavalia ensiformis; Can: Canavalia brasiliens; Craty: Canavalia
gladiata; Cym: Cymbosema roseum; Dio y Dgf mn: Dioclea grandiflora; Soja: Sophora japénica;
Lam: Glechoma hederacea-Salvia miltiorrhiza; LSBo: Lectina de Salvia bogotensis.

El juego de primers Lam, fue disefiado sobre la secuencia de Salvia miltiorrhiza
(EF593952.1 en GenBank) y de Glechoma hederacea (AY130253.1 en GenBank),

especies vegetales de la familia Lamiaceae, después de haber obtenido una secuencia

consenso mediante alineamiento por T-Coffee, como se muestra en la Figura 5-51.
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Figura 5-51: Secuencia consenso obtenida por T-coffee, después del alineamiento de

las lectinas de Salvia miltiorrhiza y Glechoma hederacea.

1 10 20 30 40 50
| | \ \ | |
SCNNNNNNNNTCAATYANNNNNNNNNAGCCATGGCCNNNNNNAAGCTYCY
CCAAAMCCTARTTNNNNNNNNNTCCRYMRYCGYCYTSYTCCTCRYSGYWG
CSAACAYGGYGCKSTCYMAAACKACKYMCTTCNNNNNNNNNNNNNNNNGC
GRYNNGCCGMMTGMKYTSAYCTWYCAAGGCKMCGCCYWYKWCCCKWMKSR
YACCWCMTTCMTCCGCCTCACCRMYKCACWWWCSTSRMRMGTCGGYCGKG
TCRTGYACTCGAASCCGSTCMMKTTCTSSSRWGRSGGGAAMCAAGTCSAY
TTYRAAACCAMMRTRARYTTCAWCATCACSYCCRKCSCCGRYAAYANNNM
KGCCGATGGSSTCGCCTTMTTCATSGYMCCCGTSGGCMCCMCCRYCCCTA
MYGGCKSCRMCGGWGSCAAYYTMGGRSTCTTYGAMTCMWMCGGCRWCGGC
RMMKCSRTCTTYGCCGTCRAAKTCGACACCYACGYCAANNNCGYGTGGGA
YCCRCYYTRTCSCCACATCGGSATCRACRTCRRCTCYMGKGYRNCCWGYA
RCACRNAMGYRKRTSGACRRCTCCRTMMWCKGGSARSASGTGACTCTGYY
SATMAACTACGWYGRAGCCRMKARRATSATMACYGYYARAGYYMMSGYYG
GSTYRANNARACRTTNYGASSTYAGCYATRAGTWSGATTTGAGCRMCWTT
STTRMWRAGMAGGTTCARGTCGGRCTMTCMGCTTCCACSGGAMMAMACRT
YGCYMYYCAYGACATYRWCTMKTGGKAKTTCACSGCCAMCATGRTSYNNN
INNNNNNASTCMRASKCCGTYGNRMGGMGCMGGAAKKMGCYRRCYKGWMWC
AWYWTWMSTYARKTTRWGKGMWTTWRTKRYRTGTGYRTGKANGTRTGCAT
GTRTNNNNNNNNNNNGTCNNNNNNNNNGCANNNNNNNNNNNNAMTMAATA
AGGACTARNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

INNNNNNNNGCRATYRAMNNNNNNNNNNNNNNN

Segun el codigo de ambigiedad de nucledtidos, cada letra que aparece en la secuencia
corresponde a: A: adenina, G: guanina, C: citosina, T: timina, M\: Ao C,R: Ao G,W: Ao T,S:Co
G,Y:CoT,KiGoT,V:AoCoG,H:A0oCoT,D:A0oGoT,B:CoGoT, N:Desconocido
(resaltado en color amarillo).

Con la anterior secuencia se realiz6 un BLAST (Altschul et al., 1990) contra diferentes
proteinas vegetales, en donde se encontraron dos secuencias de lectinas reportadas para

Leguminosas: la lectina de semillas de Styphnlobium japonicum, especifica por GalNAc,
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y la lectina de Platypodium elegans, especifica por Man/Glc, lo que podria sugerir una vez
mas que las lectinas de Lamiacea ustilizadas como molde presentan similaridad con
algunas lectinas de Leguminosa. Los primers degenerados disefiados, tuvieron una
temperatura de melting (Tm) calculada de 58.21°C para el forward y de 57.22°C para el

reverse.

La PCR con todos los pares de primers se realizo siguiendo las condiciones descritas
previamente en la metodologia. Los primers disefiados sobre las secuencias de Canavalia
brasiliens (Can), Canavalia gladiata (Craty) y Dioclea grandiflora (Dgf mn) mostraron
fragmentos amplificados de aproximadamente 700 pb para el primer juego de primers y
400 pb para el segundo y el tercero (figura 5-52). Sin embargo, estos tamafnos estuvieron
por debajo del esperado, que correspondia aproximadamente a 1000 pb tomando como
base el nimero de aminoacidos reportado para LSBo-lI (347), asumiendo que las dos
lectinas (LSBo-I y LLb-I) tuvieran un tamafio similar. La temperatura en la que se vio un

fragmento mas definido fue en 58°C para los tres casos (Can, Craty y Dgf mn).

Figura 5-52: Electroforesis de los fragmentos de ADN de Lepechinia bullata amplificados
con los distintos juegos de primers ensayados.

Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. En cada carril se sembraron 9 pL del amplificado obtenido
con los juegos de primers. Carril 1. Patrones de tamafio de fragmento (pares de bases); carril 2.
Lam; carril 3. Soja; carril 4. Can; carril 5. Cym; carril 6. Dio; carril 7. Craty; carril 8. GmGal; carril 9.
Cemn; carril 10. Dgf mn.
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Los fragmentos obtenidos con los iniciadores Can, Craty y Dgf mn se reamplificaron con
sus correspondientes primers y con las mismas condiciones de PCR, para obtener bandas

mas limpias que permitieran su purificacion.

Para los tres juegos de primers disefiados sobre la secuencia de LSBo-I se utilizé una
temperatura de hibridacién de 45°C, mostrando un fragmento amplificado entre 500 y 750
pb (Figura 5-53).

Figura 5-53: Electroforesis de los fragmentos de ADN de Lepechinia bullata amplificados
con los primers disefiados sobre el amino terminal de LSBo-l.

9 10 11 12 13 14

pb

1000
750
500

250

1 1 1
Primer FW SBoll Primer FW SBol.2 Primer FW SBol 3
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Electroforesis en gel de agarosa al 1.0%. Carril 1 y 14. Patrones de tamafio de fragmento (pares de
bases). En los demas carriles se sembraron 9 uL del amplificado obtenido con los primers LSBo 1
(carriles 2 al 5), LSBo 2 (carriles 6 al 9) o LSBo 3 (carriles 10 al 13), partiendo de tres métodos
diferentes de extraccién de ARN y una muestra control negativo. Condicién 1. TRl Reagent®, de
Sigma-Aldrich (carriles 2, 6 y 10); Condicion 2: Dynabeads mRNA DIRECT™ (carriles 3, 7 y 11);
Condicién 3: Aurum™ Total RNA Fatty & Fibrous tissue (carriles 4, 8 y 12); Condicién 4: Control
negativo (carriles 5, 9 y 13).

Con los resultados obtenidos se confirm6 que el mejor protocolo para la extraccion de ARN
fue Dynabeads mRNA DIRECT™, muestras a partir de las cuales fue posible obtener un
fragmento de ADN amplificado utilizando cualquiera de los tres primers disefiados sobre

la secuencia de LSBo.
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Para obtener bandas mas definidas que permitieran su purificacion, se procedi6 a realizar
una reamplificacion en las mismas condiciones que la anterior PCR, utilizando como
muestra cada amplificado; este proceso mejoré la definicion de las bandas en el gel (Figura
5-54).

Figura 5-54: Electroforesis de los fragmentos de ADN de Lepechinia bullata
reamplificados con los primers disefiados sobre el amino terminal de LSBo-I.

1 1 ||
Primer FWLSBo 1l Primer FW LSBo2 Primer FWLSBo 3
SuL 2pL SuL 2uL SpL 2uL

Electroforesis en gel de agarosa al 1.0%. Carril 1. Patrones de tamafio de fragmento (pares de
bases). Primer LSBo 1: carriles 2y 3 (5 yL y 2 L respectivamente); primer LSBo 2: carriles 4 y 5 (5
ML y 2 uL respectivamente); primer LSBo 3: carriles 6 y 7 (5 uL y 2 L respectivamente).

Con el proceso de reamplificacion se obtuvieron bandas adecuadas para purificar y
secuenciar posteriormente, evidenciando que los primers LSBo generaron fragmentos
amplificados de ADN de Lepechinia bullata con un tamafio cercano a las 700 pb, que en
el caso de ser la lectina de interés tendria alrededor de 230 residuos de aminoacido, lo que
concordaria con el tamafio del monémero de algunas lectinas vegetales reportadas en la

familia Leguminosa.

Con respecto a los primers Lam elaborados sobre las secuencias de Lamidceas no
presentaron ningun amplificado, debido probablemente a que su disefio se realiz6 sobre
una secuencia altamente degenerada, que adicionalmente no correspondia

especificamente a la lectina de interés.
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Con las demas secuencias iniciadoras tampoco se evidenciaron amplificados en ninguna

de las temperaturas ensayadas (entre 57 y 62°C, con variaciones de 0.5°C).

5.3.3 Secuenciacion del ADN amplificado

Los fragmentos reamplificados se purificaron cortando las bandas directamente del gel de
agarosa y eluyendo los productos en agua libre de nucleasas. Las muestras fueron
preparadas en un volumen de 20 pL, en concentracion aproximada de 100 ng/uL, y
etiquetadas como LLb-Can, LLb-Craty, LLb-Dgf mn y LLb-LSBo para ser enviadas a

secuenciacion.

El resultado obtenido a partir del fragmento amplificado con los primers “Can” arrojo una
secuencia de 433 pb (>00LD3) (Figura 5-55). La conseguida por los primers “Craty” se
muestra en la figura 5-56 con 332 pb (>00LD6), la lograda con “Dgf mn” mostr6 337 pb
(>00LD9) (Figura 5-57) y la amplificada con “LSBo” 630 pb (Figura 5-58).

Figura 5-55: Secuencia del fragmento amplificado con los primers denominados “Can”,
disefiados a partir de la lectina de Canavalia brasiliens.

>00LD3 (433)
TTTCCCTTTGGAAATGCCACCTTAATAAGGAYCKAARTCCTATAATGTTATCCCATGCTA
ATGTATCSARAGCGYACATTTGCTTGGAGACTCTAATTTCTTCAAAGTAACAGCGCCCGA
TGCTCGACCCGGCCAWTTAAGACCTGGAKCGCATCGCCGGCAGAAGGGACRAGACGACCG
GTGCATCCGTACGGCGGACCAGCCGAACCAACCCAAAKTCCAACTACSAGCTTTTTATYT
GTAACTACTTAAATATACGCTATTGGATCTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAAAYTT
GCCCTCYATGGATCCTCGTTAAGGGATTTARATTGTATCATTCCAATTACWWACTCTAKA
GCYCGGTATTGTATTTATTGTCATACCTCCCCGTGTYAKGATTGGGTAATTTGCGCGCCT
GCTGCCTTCCTTG

Figura 5-56: Secuencia del fragmento amplificado con los primers denominados “Craty”,
disefiados a partir de la lectina de Canavalia gladiata.

>00LD6 (332)
ASKSMTGGRMATTTGGGTTGGGTCGGCCGGTCCGCCTTTCGGTGTGCACCGGTCGTCTCG
TCCCTTCTGCCGGCGATGCGCTCCTGGTCTTAACTGGCCGGGTCGTGCCTCCGGCGCTGT
TACTTTGAAGAAATTAGAGTGCTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGGATACATTAGCATGGGA
TAACATTATAGGATTTCGGTCCTATTACGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTAATGATTAACA
GGGACAGCCGTGGGCATTCGTATTTCATAGTCAGAGGTGAAATTCTTGGACTTTTTCCAG
ATGCTAACCGTCGACCAGGAGCCCTCCCCCCC
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Figura 5-57: Secuencia del fragmento amplificado con los primers denominados “Dgf
mn”, disefiados a partir de la lectina de Dioclea grandiflora.

>@0ML9 (337)
GACGGATACTCGACAATTCCCAGTACAAATCGATTCAGCTTGACTTTGAGACACTAACTT
TGGGCTGCCTACCACCTACCTTTTAAGGTTTTGCTATTATCGTTATTTTCTACTTACGTC
TAACTATGCTTACGTCTAAAGATTAATGTTTGTTTTACAACTATGCTTGGCAAATTGTGC
CTAAGTTAGATATATACCATACGAAAGCAAACTAATGTGCTCTTTTCATGTTTAGATAAA
GTAATATTTTCCATTAGCTGCTTCTTTTTGTGATTAAAACTATTATGATTACAGTCTTAC
ATAACTTATAAGTTGTGGTCTTTCTGCTACAACCGGA

Figura 5-58: Secuencia del fragmento amplificado con los primers denominados “LSBo
3", disenados a partir de la lectina de Salvia bogotensis.

>11719450.seq - ID: LblI3-T7 on 2013/7/1-19:45:38
automatically edited with PhredPhrap, start with base no.: 18
Internal Params: Windowsize: 20, Goodqual: 19, Badqual: 10,
Minseqlength: 50, nbadelimit: 1
cggcecgenatggCGGCCCGCGGgaatTCGATTGGCCACGCGT
CGACTaGTACAACCCACGCGCCGGgaGGTTCTCCACCT
TCAATAGCTTCAATCTCCCCATCCTCCGCTTCCTCCA
ACTCAGCGCCGCCAGAGGAGTCCTTCAAAGGAAGGC
GATATTCTCACCACACTGGTACGCCAACGCCCACAAC
CTAATCTACGCCACGCGCGGCGAGTCCCGGGTGCAG
ATAGTGAACCACCACGGCCAGGCGGTGTTCGACGGG
CAGCTCAGGGAGGGGCAGGTGTTGGTGGTGCCACAG
AACTTCGCGGTGGTGAAGCAGGCCGGAGAGCAGGGG
TTCGAGTGGGTGGCCTTCAACACCAACGACAACGCC
GCCATCAACACCTTGAGCGGCCGCACCTCCGCCATCA
GAGGGCTGCCGGTGGACGTCGTCGCCAACGCCTACC
AAATCTCGAGGGAGGAGGCGGAGAGGCTCAAGTTTT
CGCGGCGGGAGACAGTCCTTTTCAGCGGAAGTGGAA
GATCTanaGCTGCTTCTGCCTGAAATAAATGTAAATTaa

Con cada una de las anteriores secuencias se realizO un BLAST (megablast) para
identificar cadenas nucleotidicas similares que ya estuvieran reportadas, sin embargo se
encontré que los fragmentos amplificados con “Can” y “Craty” presentaron identidad
Unicamente con secuencias relacionadas con el gen de ARN ribosomal 18 S (Anexos O y
P). Por su parte, la secuencia obtenida con “LSBo” mostré identidad con proteinas de

reserva de semillas tipo globulina, pero ninguna relacionada con lectinas.
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Con respecto al fragmento amplificado con “Dgf mn”, fue necesario correr un BLAST de
secuencias no contiguas con las condiciones por defecto (megablast discontiguo), debido
a que no se obtuvo ningun resultado al correr el blast de secuencias altamente similares
(megablast), observandose en segmentos cortos (méximo de 80 pb), identidad de genes

como el de sinaptotagmina, (proteina presente en la neurotransmisién) entre otros (Anexo

Q).

Ninguno de los genes que se encontré en el analisis BLAST estuvo relacionado con

lectinas, lo que indica que los primers disefiados fueron bastante inespecificos.

Dada la escasa informacion relacionada con la estructura de lectinas de Lamiaceas y a los
resultados arrojados tras el trabajo con los doce pares de primers, se concluyd que estos
ensayos deben continuarse cuando se haya elucidado por lo menos la secuencia amino
terminal de la lectina de Lepechinia bullata, sobre la cual puedan disefarse iniciadores
especificos para ésta.

Los ensayos realizados permitieron establecer las condiciones adecuadas para la
extraccion de ARN y la obtencién de cADN a partir de semillas de Lepechinia bullata,
sugiriendo el uso de perlas magnéticas para la extraccion del &cido nucleico, y confirmando
gue es posible extraer ARN a partir de las semillas innmaduras, y que éste tiene la calidad
y cantidad suficiente para ser utilizado como molde en la sintesis de primera hebra y
posteriormente en la amplificacién, lo cual, debe hacerse con primers disefados
especificamente sobre la secuencia de interés con miras a obtener la secuencia codificante
de LLb-I.

5.4 Purificacion y caracterizacion de nuevas lectinas en

semillas de Salvia bogotensis y Lepechinia bullata

5.4.1 Cromatografia de afinidad con diferentes ligandos

Debido a la dificultad en la obtencion de la proteina pura y tomando como base resultados
previos de Glycoarrays para LLb-I, los cuales fueron discutidos en el apartado 5.1.1 (Vega

et al., datos no publicados), la fraccion retenida obtenida mediante cromatografia de
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intercambio idnico fue pasada a través de columnas de 1 mL con soportes que tenian
diferentes ligandos: Galactosa (Gal), N-Acetilglucosamina (GIcNAc), Fucosa (Fuc) y
Manosa (Man) (Figura 5-59). La elucién se realizé con 200 mM del azucar correspondiente,

después de haber eluido una fraccion con NaCl 1 M para reducir uniones inespecificas.

Figura 5-59: Columnas para cromatografias de afinidad de las fracciones retenida y no
retenida por intercambio idnico, de Lepechinia bullata.

De izquierda a derecha columnas de 1 mL utilizadas para cromatografia de afinidad. Amarilla:
manosa (D-Manosa—agarosa), azul: fucosa (a-L-Fucosa-agarosa), verde: n-acetilglucosamina (N-
acetil-D-glucosamina—agarosa) o Anaranjada: galactosa (Sepharose 4B).

La fraccion retenida de intercambio idnico sobre DEAE presentd retencién en la columna
de afinidad sobre Manosa-agarosa. Los demdas soportes no arrojaron resultados de

retencién de proteina.

En la figura 5-60 se observa una banda en 30 kDa correspondiente a la proteina retenida
sobre afinidad, lo que indica que esta lectina interactia con manosa pero no reconoce ni
el epimero de glucosa ni las otras hexopiranosas ensayadas por cromatografia de afinidad
sobre estos ligandos. Este resultado podria sugerir que el grupo OH del carbono 4 es
importante para la interaccion de la lectina con el azucar, corroborando observaciones

anteriores en el andlisis de la estructura.
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Figura 5-60: SDS-PAGE de la fraccion retenida por cromatografia de afinidad sobre
manosa — agarosa para Lepechinia bullata.
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SDS-PAGE Tris-Gly 12.5% denaturante y reductora. Carril 1.5 pg de la Fraccion eluida con manosa
200 mM; carril 2. Patrones de peso molecular.

5.4.2 Purificacién de lectinas con reconocimiento por manosa

Con el fin de tener un mejor rendimiento de la proteina, se realizaron otros ensayos de
afinidad. En las dos especies, Salvia bogotensis y Lepechinia bullta, se utilizé la “Fraccion
retenida” de la cromatografia de intercambio anidnico sobre DEAE, para obtener la lectina

especifica de manosa.

» Cromatografia de afinidad sobre Sephacryl S-200 HR
El soporte de sephacryl S-200 estd compuesto de dextranos entrecruzados con
bisacrilamida, el cual, por la presencia de glucosas en su estructura, podria permitir la

unién de la lectina.

El perfil cromatografico obtenido a 280 nm para la lectina Il de Lepechinia bullata (LLb-II)
se muestra en la figura 5-61, y para Salvia bogotensis-1l (LSBo-Il) en la 5-62. Para las dos

lectinas se observé una pequefia fraccién retenida eluida con a-metil manopiranosa.
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Figura 5-61: Cromatografia de afinidad sobre Sephacryl para LLb-II.
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Figura 5-62: Cromatografia de afinidad sobre Sephacryl para LSBo-II.
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En cada caso, la fraccién retenida se concentré y se equilibr6 en PBS 1X mediante

Centricon® de 10 kDa, para posteriormente obtener su perfil electroforético y probar su

capacidad eritroaglutinante (Tabla 5-17).

Tanto LLb-1l como LSBo-II mostraron aglutinacion sobre eritrocitos Tn utilizando menos de
2 ug de proteina. Con ninguna de las dos especies se evidenci6 actividad sobre los otros
tipos de glébulos rojos ensayados (A, B, O), aunque previamente los extractos crudos

aglutinaron todos los eritrocitos ensayados.
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Tabla 5-17:

afinidad sobre Sephacryl, para LLb-1l y LSBo-II.

Actividad eritroaglutinante de la fraccion retenida en cromatografia de

Volumen de Cantidad total de Ensayo de
Muestra | Concentracién | muestrausado | proteina utilizada Eritroaglutinacion
(mg/mL) para el ensayo en cada pozo

(uL) (M9) B o T | Tn
LLb-II 0.52 5 2.6 +2
Minima cantidad (pg) de proteina con la que se observé aglutinacion 1.3
LSBo-II 0.45 10 4.5 + +3
Minima cantidad (pg) de proteina con la que se observé aglutinacion 4.5 1.1

-: Ausencia de aglutinacion, +1: Aglutinacion débil, +2: Aglutinacién media, +3: Aglutinacion fuerte.

Por

SDS-PAGE en condiciones reductoras se sembraron 30 ug de cada una de las

fracciones retenidas; con la especie Lepechinia bullata no se evidencié ninguna sefal

(Figura 5-63 A), mientras que con la especie Salvia bogotensis se observd una banda

alrededor de 30 kDa (Figura 5-63 B), similar a la obtenia para lepechina bullata cuando se

hizé afinidad sobre manosa-agarosa.

Figura 5-63: SDS-PAGE de LLb-Il y LSBo-Il obtenidas por cromatografia de afinidad
sobre Sephacryl.
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SDS-PAGE Tris-Gly 12.5% denaturante y reductora. A. Lepechinia bullata: Carril 1. Patrones de
peso molecular; carril 2. 30 ug de la lectina obtenida por cromatografia de afinidad sobre Sephacryl.
B. Salvia bogotensis: Carril 1. Patrones de peso molecular; carril 2. 30 pg de la lectina obtenida por
cromatografia de afinidad sobre Sephacryl.
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= Cromatografia de afinidad sobre Manosa - Sepharose 4B

Previamente, 0.5 mL de soporte fueron sometidos a una corrida en blanco con las
condiciones de la cromatografia. Posteriormente se ensayd su funcionalidad sembrando
3.6 mg (500 pL de solucion 7.2 mg/mL) de Con A, lectina que reconoce oligosacaridos que
poseen glucosa 0 manosa (Sumner et al., 1938; Goldstein y Poretz, 2012) y eluyéndola
con glucosa 0.2 M. El perfil cromatografico mostr6 una fraccion no retenida
considerablemente mayor que la fraccion eluida con glucosa 0.2 M, de la cual se obtuvieron
0.5 mg de Con A (anexo R). Con un 13.8% de retencién se realizaron los siguientes

posteriores de purificacion.
Las fracciones retenidas en intercambio i6nico de Lepechinia bullata y Salvia bogotensis

fueron purificadas utilizando este soporte; en las figuras 5-64 y 5-65 se presentan los
perfiles cromatogréaficos obtenidos a 280 nm para cada una de las especies.

Figura 5-64: Cromatografia de afinidad sobre Manosa — Sepharose 4B para LLb-II.
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Figura 5-65: Cromatografia de afinidad sobre Manosa — Sepharose 4B para LSBo-II.
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Se obtuvieron dos fracciones

retenidas que fueron eluidas con manosa Yy

o-metilmanopiranésido; la Gltima de ellas aglutiné los eritrocitos A, Ty Tn (Tabla 5-18); con

menos de 2 ug. Una mejor aglutinaciéon fue observada con eritrocitos A, donde en el caso

de LSBo-I fueron necesarios 0.3 ug de lectina y una concentracion minima de 0.02 pg/uL.

Con las fracciones eluidas con manosa no se evidencié aglutinacion, aunque es posible

asumir que se trata de la misma lectina pero que interactta fuertemente con la manosa por

lo tanto las dialisis no fueron suficientes para retirar el monosacéarido, y el sitio activo de la

lectina permanece bloqueado para generar su actividad eritroaglutinante (Comunicacién

personal Dra. Annabelle Varrot, CERMAV-Francia).
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Tabla 5-18:  Actividad eritroaglutinante de las fracciones retenidas en cromatografia de
afinidad sobre Manosa — Sepharose 4B, para LLb-11 y LSBo-llI.

Volumen de Cantidad total Ensayo de
Muestra Concentracion muestra de proteina Eritroaglutinacion
(mg/mL) usado para el utilizada en
ensayo (L) cada pozo (ug) A B (@) T Tn
LLb-Il eluida con
D(+) Man 0.2 M 0.25 7 1.8 - - - - -
(FR 1
LLb-II eluida con
a-Met Man 0.2 M 0.27 7 1.9 +2 - - +2 +1
(FR 1)
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se observo aglutinacion 0.9 - - 0.9 1.9
LSBo-ll eluida
D(+) Man 0.2 M 0.27 7 1.9 - - - - -
(FR 1
LSBo-Il eluida
a-Met Man 0.2 M 0.20 7 14 +3 - - +1 +1
(FR 1)
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se observé aglutinacion 0.3 - - 14 14

-: Ausencia de aglutinacion, +1: Aglutinacion débil, +2: Aglutinacién media, +3: Aglutinacion fuerte.

Figura 5-66: SDS-PAGE de LLb-Il y LSBo-Il obtenidas por cromatografia de afinidad
sobre manosa — Sepharose 4B.
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SDS-PAGE Tris-Gly 12.5% denaturante y reductora. Lepechinia bullata: carril 1. 25 ug de la fraccién
eluida con D(+)manosa; carril 2. 25 ug de la fraccién eluida con a-metil manopiranosa. Salvia
bogotensis: carril 3. 25 pg de la fraccion eluida con D(+)manosa; carril 4. 25 pg de la fraccion eluida
con a- metil manopiranosa. Carril 5. Patrones de peso molecular.
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Por PAGE-SDS no se observo un perfil electroforético claro que indicara la presencia de
proteina; se presentaron barridos en cada uno de los carriles (figura 5-66) lo que
imposibilité la comparacion entre las dos eluciones realizadas con los carbohidratos, para
las dos especies vegetales y los datos ya reportados para otras lectinas.

= Cromatografia de afinidad sobre Con A - Sepharose 4B
El soporte de afinidad sintetizado tuvo el 63% de acople, es decir, 5.4 g de Con A por cada

mL de Sepharose 4B.

Antes de utilizarlo en la purificacion de LLb-Il y LSBo-Il se llevé a cabo un control realizando
el perfil de elucibn NaCl 1% Ca** y Mn**, posteriormente glucosa 0.2 M / NaCl 1% y
finalmente glicina 50 mM pH 3.0. La absorbancia fue medida a 280 nm, y no se evidenci6
desprendimiento del ligando (Con A) (Anexo S), por lo tanto, fue posible utilizar este

soporte en la purificacion de las lectinas.

Posteriormente, 1.0 mL de soporte fue usado para realizar el ensayo de funcionalidad
sembrando 7.5 mg (750 pL) de la lectina P4 de Dioclea lehmanni (LDL-P4) la cual presenta
en su estructura carbohidratos que son reconocidos por Con A, posibilitando su purificacion
(Pérez et al., 1990). El perfil cromatografico mostr6 una fraccibn no retenida
considerablemente mayor que las fracciones retenidas. Sin embargo, en la fraccion eluida
con glucosa 0.2 M no hubo presencia de proteina, mientras que en la eluida con glicina 50
mM pH 3.0 se obtuvo aproximadamente 1.2 mg de LDL-P4 (Anexo S). Este resultado
confirmé la funcionalidad del soporte y permitié continuar con los ensayos de purificacion

mediante esta estrategia.

Usando la cromatografia de afinidad sobre Con A-Sepharose 4B se separaron
glicoproteinas presentes en cada una de la fracciones retenidas de intercambio idnico para
Lepechinia bullata y Salvia bogotensis (Micucci y Camps, 1987; Pohleven et al., 2012; Alla
y Stine, 2015). Cada una de las muestras fue puesta en NaCl 1% Ca++ y Mn++ mediante
ultrafiltracion debido a que Con A requiere de estos iones para ser activa, la columna
también se equilibr6é en esta misma solucion. Los perfiles cromatograficos se muestran en

las figuras 5-67 y 5-68 respectivamente.
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Figura 5-67: Cromatografia de afinidad sobre Con A — Sepharose 4B para LLb-II.
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Figura 5-68: Cromatografia de afinidad sobre Con A — Sepharose 4B para LSBo-Il.
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La elucion de las proteinas retenidas se realiz6 en dos pasos; inicialmente con una solucion
de glucosa 0.2 M, teniendo en cuenta que este carbohidrato es reconocido por Con A, y

posteriormente con un buffer glicina-HCI 50 mM pH 3.0, con el fin de eluir todo lo que aun

estuviera interactuando con Con A.
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La obtencion de una fraccion a pH 3.0 se debe a un comportamiento caracteristico de
lectinas de algunas especies de la tribu Diocleae, que presentan un equilibrio dimero —
tetramero dependiente del pH del medio en el que se encuentren (Nagano et al., 2008).
Cada uno de los bucles que conforman la cavidad central de la estructura cuaternaria de
Con A tiene una orientacion determinada para permitir que ciertos aminoacidos interactiien
entre ellos estabilizando el tetrdmero, por lo que al disminuir drasticamente el pH, se
presenta la disociacion de subunidades de Con A, afectando su afinidad por las moléculas
gue reconoce (Olson y Liener, 1967), en este caso por LLb-Il y LSBo-Il. La fraccién eluida
con glucosa se denominé fraccion retenida | (FR 1), y la fraccion eluida con glicina se
nombré fraccion retenida Il (FR Il).Para las dos especies, la fraccién retenida | fue de un
volumen considerablemente menor que el de la fraccidn retenida Il eluida con glicina 50
mM pH 3.0.

En la tabla 5-19 y las figuras 5-69 y 5-70 se muestran los resultados del ensayo de

eritroaglutinacion con estas fracciones:

Tabla 5-19: Actividad eritroaglutinante de las fracciones retenidas en cromatografia de
afinidad sobre Con A — Sepharose 4B, para LLb-Il y LSBo-lII.

Volumen de Cantidad total Ensayo de
Muestra Concentracion muestra de proteina Eritroaglutinacion
(mg/mL) usado para el utilizada en (Volumen final 10 pL)
ensayo (L) cada pozo (ug) A B @) T Tn
LLb-1I eluida con
glucosa 0.2 M 0.7 5 3.5 +1 - - +3 +
0.2M (FR)
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se observé aglutinacion 35 - - 1.7 35
LLb-1I eluida con
glicina 50 mM 0.86 5 4.3 +2 - - +4 +3
pH 3.0 (FR 1)
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se observé aglutinaciéon 2.1 - - 0.5 1.0
LSBo-Il eluida
con glucosa 0.2M 1.0 5 5.0 +2 - - +3 +3
(FR 1
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se observé aglutinacion 25 - - 1.2 1.2
LSBo-Il eluida
con glicina 50 mM 0.68 5 3.4 +2 - - +3 +4
pH 3.0 (FR 1)
Minima cantidad (ug) de proteina con la que se observé aglutinaciéon 1.7 - - 0.8 0.4

-: Ausencia de aglutinacion, +1: Aglutinacion débil, +2: Aglutinaciébn media, +3: Aglutinacion fuerte,
+4: Aglutinacion total.
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Figura 5-69: Eritroaglutinacion de la fraccion retenida en cromatografia de afinidad sobre
Con A — Sepharose 4B, para LLb-II.

Fraccion eluida con
glicina pH 3.0

A B 0)

Ensayo de actividad aglutinante observado al microscopio con un objetivo 10X. Realizado con
eritrocitos humanos del sistema ABO y con eritrocitos tratados enzimaticamente para exponer los
determinantes T y Tn. Las flechas sefialan algunos aglutinados observados en el ensayo.

Figura 5-70: Eritroaglutinacion de la fraccion retenida en cromatografia de afinidad sobre
Con A — Sepharose 4B, para la lectina de LSBo-lI.

o) T Tn

Ensayo de actividad aglutinante observado al microscopio con un objetivo 10X. Realizado con
eritrocitos humanos del sistema ABO y con eritrocitos tratados enziméaticamente para exponer los
determinantes T y Tn. Las flechas sefialan algunos aglutinados observados en el ensayo.

Blanco

Fraccién eluida con
glicina pH 3.0

A B

Para las dos especies de Lamiaceas se observé el mismo comportamiento en el ensayo
de aglutinacién, mostrando que tanto la fraccién eluida con glucosa como la eluida con
glicina pH 3.0, aglutinaron eritrocitos A, T y Tn, pero la segunda fracciébn mostré una mejor
actividad; la cantidad de proteina para generar aglutinacién fue menor (del orden de 0.5 -
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2 ug) que la requerida en la fraccién eluida con glucosa (1.2 - 3.5 ug) (tabla 5-19). Se
podria estar presentando una diferencia en la afinidad de la unién entre la con A y los
oligosacaridos presentes en las lectinas de LLb-11 y/o LSBo-Il. Las fracciones no retenidas
presentaron actividad aglutinante con una cantidad de proteina mayor, en este caso no
toda la lectina se retuvo en la columna. Lo que indica que se excedio la capacidad de
retencién; se sembraron 30 mg de proteina total que venian de las fracciones retenidas del

intercambio ionico.

En estudios previos Bird y Wingham (1981, 1982), reportaron la presencia de lectinas con
actividad aglutinante sobre eritrocitos A, T y Tn en extractos crudos de varias especies de
Lamiaceas: Aegiphila cuatrecasana, Hyptis pectinata, Hyptis suaveolens (variedad
Mollissima), Ocimum basilicum, Ocimum campechianum, Salvia horminum, Salvia
amethystina (subespecie Amethystina), Salvia aratocensis (subespecie Suratensis) y
Satureja montana, entre otras. Ninguna de las lectinas presentes en las especies

previamente mencionadas se han purificado ni caracterizado bioquimicamente a la fecha.

Una de las lectinas con un comportamiento similar de aglutinacion, fue aislada de la
Galactia lindenii (LGL-II), ésta fue aislada sobre sephacryl S-200 y aglutiné eritrocitos A+
y B+ (minima cantidad de lectina para ver aglutinacion 0.625 nug); ademas fue inhibida con
una solucién de D-Manosa 150 mM, 18.5 mM de p-Nitrofenil-N-acetil-B-D-galactosamina y
9.5 p-Nitrofenil- B-D-manopiranosa (Quintero, 2014). Las lectinas tipo Il de Dioclea
lehmanni y Dioclea sericea también aglutinaron eritrocitos humanos; en este Ultimo caso
aglutiné mejor los eritrocitos A+ y B+ (Pérez G., 1998; Sierra 'y Pérez, 1999). Es importante
mencionar gue la mayoria de las lectinas que reconocen Man/Glc, como concanavalina A,
tienen mayor especificidad sobre eritrocitos de conejo (Goldstein et al., 1986); sin embargo,
los eritrocitos de conejo en muchos casos se autoaglutinan y por lo tanto es dificil evaluar

la actividad.

Por otro lado, en algunas lectinas de la familia RIP (proteinas inactivadoras del ribosoma)
se ha reportado el reconocimiento por parte de una misma lectina, de una variedad de
carbohidratos entre los que se cuentan N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina,
galactosa y manosa (Nagano, 2007). Un ejemplo de estas proteinas es la Eutirucallin, una

lectina tipo RIP-2 extraida del latex de Euphorbia tirucalli que tiene subunidades de 32 kDa
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y reconocimiento por a-lactosa > N-acetilgalactosamina > N-acetilglucosamina > D-
manosa (Santana et al.,, 2014). LLb-ll y LSBo-ll podrian estar presentando un
comportamiento similar al mencionado en las anteriores lectinas, sin embargo, para tener
certeza de la especificidad de reconocimiento es necesario realizar estudios de inhibicién
de la actividad. Igualmente, para determinar cédmo es la interaccion en el sitio de unién,
debe llevarse acabo estudios enfocados a identificar su estructura primaria y
tridimensional.

Por SDS-PAGE (Figura 5-71) se observd que la elucion en dos pasos realizada para
purificar estas lectinas permitié separar otras glicoproteinas que estaban presentes en la
muestra, aparentemente dejando la lectina casi como Unica especie en la fraccion eluida
con glicina pH 3.0 (banda 30 kDa). Este comportamiento se evidencié para Lepechinia

bullata y Salvia bogotensis.

Figura 5-71: SDS-PAGE de LLb-1l y LSBo-Il obtenidas por cromatografia de afinidad
sobre Con A — Sepharose 4B.
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SDS-PAGE Tris-Gly 12.5% denaturante y reductora. A. Lepechinia bullata: Carril 1. Patrones de
peso molecular; carril 2. 50 pg de la fraccion eluida con glucosa 0.2 M; carril 3. 50 ug de la fraccién
eluida con glicina 50 mM pH 3. B. Salvia bogotensis: Carril 1. Patrones de peso molecular; carril 2.
35 ug de la fraccion eluida con glucosa 0.2 M; carril 3. 50 pg de la fraccion eluida con glicina 50 mM
pH 3.

El perfil electroforético de las dos especies es muy similar, permitiendo ver la diferencia

entre las bandas presentes en cada una de las fracciones eluidas con glucosa y el buffer
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de glicina. Con la cantidad de proteina sembrada, se evidenci6 en la fraccion obtenida a
pH= 3,0 una banda alrededor de los 30 kDa, que corresponderia al monémero de LLb-Il'y
de LSBo-Il, y otra banda menos intensa alrededor de los 57 kDa, que podria ser la forma
dimérica. En la fraccién eluida con glucosa se observé también una banda alrededor de
los 30 kDa que puede corresponder a la misma lectina, sugiriendo que una pequefa
cantidad de ésta se eluyd con glucosa; razén por la cual esa fraccion también aglutina los

eritrocitos.

Algunas lectinas de Leguminosa con afinidad por Man/Glc presentan un peso molecular
aparente de 30 kDa en SDS — PAGE (Cavada et al., 2006; Quintero, 2014). En las dos
especies de este estudio (Lepechinia bullata y Salvia bogotensis), la banda alrededor de
30 kDa también se observo en las fracciones obtenidas de las cromatografias de afinidad

sobre manosa-agarosa y sephacryl S-200.

Con el fin de evaluar la presencia e interaccion de las subunidades en LLb-1l y LSBo-Il la
lectina, se corrieron 5 g de cada una de las fracciones en una SDS—PAGE Tris—Gly 12.5%
en presencia y ausencia de DTT como agente reductor, y sometiendo o no las muestras a
calentamiento previo (Figuras 5-72 y 5-73).

Cinco (5) ug de proteina total fueron suficientes para observar bandas bien definidas en
las condiciones establecidas. Por lo general, estas proteinas se disocian facilmente en
condiciones denaturantes. El calentamiento no es un factor importante para su disociacién.
En condiciones reductoras y no reductoras hay una clara diferencia en la migracion de la
proteina, lo que indica que probablemente tiene puentes disulfuro intracatenaterios que -
en condiciones no reductoras- hacen que la proteina migre menos en el gel por no

encontrarse completamente desplegada.



15 Aproximacion a la estructura primaria de lectinas especificas para el antigeno Tn
0 e identificacion de nuevas lectinas especificas para glucosa/manosa en semillas
de Salvia bogotensis y Lepechinia bullata

Figura 5-72: SDS-PAGE de LLb-II eluida con Gly 50 mM pH 3.0 en cromatografia de
afinidad sobre Con A — Sepharose 4B, sometida a diferentes condiciones reductoras.
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SDS-PAGE Tris-Gly 12.5%. En cada carril se sembraron 5 ug de LLb-1l y se someti6é la muestra a
diferentes condiciones reductoras. Carril 1. Patrones de peso molecular; carril 2. DTT 1 M y
calentamiento a 100°C durante 10 minutos; carril 3. DTT 1 M sin calentamiento; carril 4.
Calentamiento a 100°C durante 10 minutos sin adicionar DTT; carril 5. Sin calentamiento ni adicion
de DTT.

Figura 5-73: SDS-PAGE de LSBo-Il eluida con Gly 50 mM pH 3.0 en cromatografia de
afinidad sobre Con A — Sepharose 4B, sometida a diferentes condiciones reductoras.
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SDS-PAGE Tris-Gly 12.5%. En cada carril se sembraron 5 pug de LSBo-Il obtenida por cromatografia
de afinidad sobre Con A-Sepharose 4B y se sometio la muestra a diferentes condiciones reductoras.
Carril 1. Patrones de peso molecular; carril 2. DTT 1 M y calentamiento a 100°C durante 10 minutos;
carril 3. DTT 1 M sin calentamiento; carril 4. Calentamiento a 100°C durante 10 minutos sin adicionar
DTT; carril 5. Sin calentamiento ni adicion de DTT.
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Las caracteristicas moleculares determinadas hasta el momento para las lectinas LLb-Il'y
LSBo-Il permiten establecer que hay un comportamiento similar con lectinas de la familia
Leguminosae y mas especificamente con las presentes en la tribu Diocleae, con afinidad
por Man/Glc (Cavada et al., 2006). En forma breve, estas lectinas tienen un peso molecular
aparente de 30 kDa en SDS — PAGE y sus mondmeros estan unidos por interacciones
débiles generando dimeros y/o tetrameros (dimeros de dimeros). La formacion de estas
estructuras cuaternarias depende del pH del medio en el que se encuentran. En algunas
lectinas de Leguminosas con afinidad por Man/Glc, el pH del medio hace que sus
moléculas se encuentren en diferentes estados de agregacion debido a la interaccion
ejercida por aminoacidos presentes en las diferentes subunidades. Para Con A por
ejemplo, el peso del mondmero es de 25.5 kDa; a pH 5.5 aparece como un dimero y en un
pH superior a 7.0 se observa como un tetrdmero (Senear y Teller, 1981). Las lectinas de
LLb-Il y LSBo-Il, son eluidas a pH 3.0, condiciébn que podria afectar la interaccion de
subunidades impidiendo observar su estructuras de mayor peso molecular por PAGE, tal
como ocurre en las lectinas de Leguminosa que presentan el equilibrio dimero — teramero
mediado por pH, comportamiento reportado en varias especies de la tribu Diocleae
(Nagano et al., 2008).

Otros estudios han mostrado que estas lectinas presentan tres bandas caracteristicas
correspondientes a la cadena alfa (a) (alrededor de 30 kDa), la cadena beta (8) (alrededor
de 16.5 kDa) y la cadena gamma (y) (alrededor de 13.4 kDa); éstas presentan
modificaciones postraduccionales (Herman et al.,1985; Bowleset al., 1986) donde la
subunidad o experimenta hidrélisis en condiciones reductoras a dos subunidades B vy y
(Moreira et al, 1987; Melgarejo y Pérez, 1997; Pérez G., 1998).

Con las lectinas LSbo-11'y LLb-11, no se observaron las bandas B y y. Este comportamiento
también se reportd entre algunas lectinas Man/Glc de la misma tribu. En la lectina de
Galactia Lindenii por ejemplo, la subunidad alfa no se disocié facilmente y fueron
necesarias condiciones mas drasticas de reduccion (Quintero, 2014). En la electroforesis
para la lectina de Cratylia mollis tampoco fueron evidentes las subunides B y y (Correia y
Coelho, 1995) mientras que en Cratylia floribunda se evidencié la presencia de dos bandas
para la cadena B (16 y 18 kDa) y de una banda para la y (12-13 kDa) (Grangeiro et al.,

1997). En las lectinas Man/Glc de los géneros Dioclea, Canavalia y Cymbosema las
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subunidades B y y se observan facilmente ya que estdn en una gran proporcién con

respecto a la cadena o (Moreira et al., 1983; Cavada et al., 2006; Martinez P, 2009).

Para evaluar como es la asociacion de subunidades de LLb-1l y LSBo-Il en condiciones
nativas, es necesario realizar un estudio detallado del peso molecular de estas lectinas
bajo diferentes condiciones de pH.

El comportamiento electroforético de las lectinas tipo | y Il encontradas en las especies de
Salvia bogotensis y Lepechinia bullata, indica que son dos lectinas que constituyen grupos
bien diferenciados. Con este trabajo es la primera vez que se reporta la presencia de la

segunda lectina Man/Glc dentro de la familia de las Lamiaceas.

Los procesos de extraccion y purificacion de estas lectinas permitieron obtener a partir 50
g de semillas de Lepechinia bullata o Salvia bogotensis 16.2 mg de LLb-1l y 14.5 mg de
LSBo-Il. Por cada gramo de proteina total extraida se obtuvieron 2.6 mg y 2.26 mg
respectivamente, lo que significa un rendimiento del 0.2% sobre el total de proteina
extraida en cada caso (Tabla 5-20). La cromatografia de afinidad sobre concanavalina A
fue una buena estrategia para el aislamiento de glicoconjugados, como lectinas de origen
vegetal que no son de facil purificacion (Osterne et al.,, 2014). Los resultados de
cuantificacion sugieren que la lectina tipo Il est4d en mayor proporcion que la de tipo I, lo
gue podria estar relacionado con una diferencia en la expresiéon de cada una de ellas, por
lo tanto debe existir una razon fisiolégica que lleve a que una de las dos se encuentre en

una proporcioén diferente en las semillas.

Tabla 5-20: Cantidad de LLb-Il y LSBo-II purificada a partir de 50 g de semillas

Cantidad de lectina Cantidad de lectina Porcentaje de lectina
Lectina obtenida por cada 50 g obtenida por 1 g de con respecto a la
de semilla proteina total proteina total
LLb-II 16.2 mg 2.62 mg 0.26 %
LSBo-lI 14.5 mg 2.26 mg 0.22 %

Existen otras especies vegetales que presentan lectinas con reconocimiento por manosa,

tal es el caso de Galanthus nivalis, de la familia Amaryillidaceae (Van Damme et al., 1987)
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y Lens culinaris, Vicia faba y Pisum sativa de la familia Leguminosae (Debray et al., 1981),

entre otras.

Las lectinas con reconocimiento Man/Glc, presentan una gran homologia estructural pero
diferencia en su actividad bioldgica. Entre las funciones que se les ha atribuido esta la
estimulacion en la produccién de citoquinas, actividad téxica frente a plagas, uso como
mitdégenos para la diferenciacion de linfocitos y en estudios citoquimicos e histoquimicos,
entre otros (Cavada et al., 2001; Nagano, 2007; André et al., 2015; Syed et al., 2016).

En 2004 se report6 actividad mitogénica en la lectina de Cratylia mollis sobre los linfocitos
humanos (Maciel et al., 2004); esta lectina presenté reconocimiento sobre Man/Glc, y es
estructuralmente similar a la lectina de Canavalia ensiformis (Con A) (Tavares et al., 1996).
Por otra parte, en 2007 se reporté en la especie Morus nigra (familia Moraceae) una lectina
especifica para los determinantes antigénicos T y Tn, diferente a la conocida previamente
con afinidad por manosa (Singh et al., 2007), comportamiento similar al encontrado en este
estudio para Lepechinia bullata y Salvia bogotensis.

En Lamiaceas no habia sido reportada la presencia de dos lectinas diferentes en la misma
semilla; de igual forma, la mayoria de las lectinas estudiadas son especificas para el
antigeno T y/o Tn, y se han clasificado en el grupo de “lectinas tipo Leguminosa” (Rougé
et al., 2011).

5.4.3 Determinacion del punto isoeléctrico

Se obtuvo para las dos lectinas una Unica banda alrededor de pH 6.5 (figuras 5-74 y 5-75);
este valor es comparable con el reportado para las lectinas especificas para Man/Glc en
Dioclea sericea, (6.64 — 6.85) (Sierra y Pérez, 1999) y Galactia lindenii (6.15) entre otras
(Quintero, 2014).
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Figura 5-74: lIsoelectroenfoque de LLb-II, obtenida por cromatografia de afinidad sobre
Con A — Sepharose 4B.
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Figura 5-75: Isoelectroenfoque de LSBo-Il, obtenida por cromatografia de afinidad sobre
Con A — Sepharose 4B.
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Es interesante volver a mencionar que debido a las propiedades bioquimicas de las dos
lectinas presentes en cada una de las especies (Lepechinia bullata y Salvia bogotensis),
mediante un paso de purificacion es posible separar una de la otra desde el extracto crudo,
ya que la diferencia en su punto isoeléctrico hace que una se obtenga en la fraccion no
retenida y la otra en la fraccién retenida por cromatografia de intercambio aniénico sobre
DEAE.

5.4.4 Deteccion de glicoproteinas

Las lectinas de LLb-1l y LSBo-Il se caracterizaron por ser glicoproteinas (Figura 5-76),
caracteristica previamente identificada por su interaccién con Con A por cromatografia de
afinidad. En los ensayos de deteccién de la glicosilacion se observo en cada caso una
banda alrededor de 30 kDay otra en 60 kDa; lo que corresponderia al monémero y dimero
de cada una de las lectinas. Algunas lectinas no son glicosiladas, como es el caso de la

concanavalina Ay la lectina de Dioclea grandiflora (Melgarejo et al., 2005).

Figura 5-76: Membrana de nitrocelulosa, tratada para la identificacién de glicoproteinas
en LLb-Il y LSBo-Il, obtenidas por cromatografia de afinidad sobre Con A—Sepharose 4B.
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5.4.5 Obtencion de la secuencia amino terminal de las lectinas

purificadas

Para las dos lectinas se transfirié la banda de 30 kDa obtenida luego de la purificacién por
Con A-Sepharose 4B. La degradacion de EDMAN arrojé una sola secuencia N-terminal
de diez (10) aminoacidos “ADTIV AV EL D” (Anexos Ty U). Utilizando la herramienta
BLASTp para comparar la secuencia con las reportadas en el Centro Nacional de
Informacién en Biotecnologia (NCBI), se establecié que no presenta ninguna similaridad
con lectinas de Lamiaceas reportadas, mientras que presenta el 100% de identidad con
lectinas de la familia Leguminosa, tribu Diocleae, que presentan afinidad por Man/Glc
(Tabla 5-21), lo cual confirma la idea de que en Lepechinia bullata y Salvia bogotensis esta
presente una segunda lectina que reconoce manosa, Yy sugiere la posibilidad que en otras
especies de Lamiaceas se presente mas de una lectina.

Tabla 5-21: Secuencia amino terminal de Lectinas de la tribu Diocleae (tomada y
modificada de Cavada et al., 2006)

Especie

Secuencia amino terminal

Referencia

Camptosema pedicellatum

ADTIVAVELDTYPNTDIGDPNYQH

Souza et al., 2012

Canavalia brasiliensis

ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSYPH

Grangeiro et al., 1997

Canavalia ensiformis

ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPH

Becker et al., 1975

Canavalia maritima

ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPH

Pérez et al., 1991

Canavalia virosa

ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPH

Osterne et al., 2016

Cratylia floribunda

ADTIVAVELDSYPNTDIGDPNYQH

Oliveira et al., 1991

Cratylia mollis

ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYQH

De Souza et al., 2003

Cymbosema roseum

ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSYPH

Cavada et al., 2006

Dioclea grandiflora

ADTIVAVELNSYPNTDIGDPNYPH

Naismith y Field, 1996

Dioclea guianensis

ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSYPH

Nagano et al., 2008

Dioclea lehmannii

ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSYPH

Pérez et al., 1991

Dioclea sclerocarpa

ADTIVAVELDSYPNTDIGDPNYPH

Barroso et al., 2016

Dioclea virgata

ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSYPH

Batista et al., 2012

Dioclea violacea

ADTIVAVELDSYPNTDIGDPNYPH

Bezerra et al., 2013
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El reconocimiento por Man/Glc o por oligosacaridos ricos en manosa no es una
caracteristica exclusiva de lectinas de Leguminosa, tribu Diocleae, por el contrario, existen
especies como Galanthus nivalis (tribu Galantheae) (Van Damme, 1987), Centrolobium
microchaete (tribu Dalbergieae) (De Vasconcelos et al., 2015), entre otras (Debray, 1981),
incluso especies de familias diferentes como la Jacalina (lectina de Artocarpus
heterophyllus, familia Moraceae) que también tienen este reconocimiento (Barré et al.,
2001).

En la tabla 5-22 se presentan las caracteristicas moleculares de las lectinas especificas

Man/Glc, de la familia de las Leguminosas y de la familia de las lamiaceas.

Tabla 5-22: Propiedades moleculares de las lectinas de Lamiaceas LLb-Il, LSBo-Il y
otras lectinas de Leguminosas que reconocen manosa.

ConA

Propiedad GLL-I? DLL-I%3 CRL-I® — LSBo-II° LLb-I1I®

M Subunidad
> 29 25 14 N.D. 26.5 30-33 30-34
(kDa)
M Proteinal g, N.D N.D 106 N.D N.D
(kDa)8 . . . . . . . .
Bandas ~ SDS- | .4 gq 25 14 30,18,12 | 26,14.125 | 30,60 30, 60
Page (kDa)
Glicosilacién Si N.D. N.D. No Si Si
Azucares N.D. 1.7-1.9 N.D. N.D. N.D. N.D.
neutros (%)
Punto 8.0; 8.13
isoeléctrico (pl) 6.15 8.3; 8.42 N.D. 71 6.5 6.5
Inhibicion  por |4 5 50 19.5 N.D. N.D. N.D.
manosa (mM)
Inhibicién por p-
Nitrofenil-g-D- 16 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
manopiranosa
(mM)
. ADTIVAVELDSYP ADTIVAVELDSYP ADTIVAVELDTYP

N-terminal N.D. NTDIGDPSYPH NTDIGDPSYPH NTDIGDPSYPH ADTIVAVELD ADTIVAVELD

1 Lectina de Galactia lindenni (GLL-I). Quintero, 2014

2 Lectina de Dioclea lehmanni (DLL-I). Pérez et al., 1990

3 Lectina de Cymbosema roseum (CRL-I). Cavada et al., 2006

4 Lectina de Canavalia ensiformis Concanavalina A (CEL-I). Pérez, 1998
5 Lectina de Salvia bogotensis (LSBo-Il). Este trabajo

6 Lectina de Lepechinia bullata (LBL-I1). Este trabajo

7 Bajo condiciones reductoras

8 Sin calor ni condiciones reductoras

N.D. No determinado



6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

A la fecha, los reportes de lectinas de especies pertenecientes a la familia
Lamiaceae han mostrado reconocimiento del antigeno Tn, sin embargo, en este
trabajo se encontrd que tanto la lectina de Lepechinia bullata (LLb-I) como la de

Salvia bogotensis (LSBo-I), reconocen también el antigeno T.

En SDS-PAGE la lectina de Lepechinia bullata presentd un patron de bandas en
28, 48 y 93 kDa. Las especies de mayor tamafio no lograron ser disgregadas a
pesar de haberlas sometido a condiciones drasticas de reducciéon (DTT 2My 100°C
durante 15 minutos). Se sugiere que la especie de 93 kDa puede corresponder al

tetramero de la lectina.

Se determiné la secuencia parcial de aminoacidos de la lectina de Salvia
bogotensis (LSBo-I) utilizando como molde la lectina de Salvia miltiorrhiza, sobre la
gue se alinearon 181 aminoéacidos de péptidos obtenidos por tripsinizacién, y se
asignaron 35 residuos mas (por estar conservados entre Salvia miltiorrhiza y

Gleheda).

1-MATLLQNLLTATSRXXTLLDLDNTRXSXTLLTHPNFNGDLGHGQHGSGSGQSPSPSRFXALTGALAQKVG-70
71-TSVHPNPSSNLEGGDAFEFVGPKXFXITXXXXXXXADGXAXFXXPVGXXXPSGSTGGYLGAVNPKGXGxX-140
141 -xQGVDADLNGXGSYGSGGGGNHGFCGSGSSSNSELVQSSGLGHQESRXINYxxxxXYEELQVTAGXRKxx-210
211-xXSYEAELDDFVTLQVTVGLSAATSGDGVEKDIXXWXFTAXMXXXXXXXXXXXXXXGXXIRQXV-274

Los 17 péptidos alineados cubrieron el 62% de la secuencia esperada para Salvia

bogotensis, que fue previamente reportada con 347 aminoacidos.

El modelo generado para LSBo-l mediante |-Tasser, mostr6 una estructura
conformada por nueve hebras B unidas mediante estructuras aleatorias, de forma
similar a lo observado en las lectinas tipo Leguminosa. Esta aproximacion se logré
a pesar de tener hasta ahora un cubrimiento del 62% de la secuencia total de LSBo-
l.
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= En el modelo de LSBo-I generado computacionalmente se propone un sitio de
union a carbohidrato en el que estan presentes Asp107, Tyrl28, Gly155, Serl156,
Glyl57 y Asnl61, entre otros aminoécidos, los cuales podrian interactuar con el
antigeno T, Tn, Galactosa, N-acetilgalactosamina e incluso el antigeno Tn unido a
un heptapéptido, siendo complejos energéticamente favorables. Para la interaccion
se sugiere que los grupos OH de los carbonos 3, 4 y 6 del azucar ligando son sitios

importantes para la interaccién con LSBo-I.

= El modelo computacional obtenido para LSBo-I fue superpuesto con las estructuras
tridimensionales de las lectinas de Salvia miltiorrhiza y Vicia villosa isolectina Ba,

mostrando el alto grado de similaridad estructural de estas lectinas.

» El presente estudio permiti6 establecer que ademas de la lectina previamente
reportada como especifica para el antigeno Tn, tanto Lepechinia bullata como
Salvia bogotensis poseen una lectina adicional que reconoce manosa (LLb-Il y
LSBo-Il, respectivamente). La presencia de dos lectinas diferentes en la misma
especie ha sido descrita previamente en especies de la familia Leguminosae, pero
hasta ahora no habia sido reportado en la familia Lamiaceae.

= Alas nuevas lectinas encontradas, LLb-11 y LSBo-Il, que presentan reconocimiento
por manosa, les fue determinada la misma secuencia amino terminal:
ADTIVAVELD, la cual fue idéntica a la de varias lectinas de Leguminosas con
afinidad por manosa. Asi mismo, se encontrd que son glicoproteinas con actividad
aglutinante sobre eritrocitos A, T y Tn, presentan un punto isoeléctrico cercano a
6.5 y tienen un peso molecular alrededor de los 30 kDa, lo que coincide con los
pesos moleculares reportados para lectinas con afinidad por glucosa/manosa

pertenecientes a Leguminosas.

= LLb-l1 y LSBo-I, lectinas previamente reportadas en Lepechinia bullata y Salvia
bogotensis, tienen un punto isoeléctrico (pl) cercano a 8.5, mientras que para las
nuevas lectinas identificadas se determin6 que esta alrededor de 6.5. En varias

especies de Leguminosas se han reportado dos lectinas con pl diferentes y con
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valores cercanos a los que se obtuvieron en este trabajo, por lo tanto es posible
sugerir que las Lamiaceas pueden compartir con las Leguminosas algunas

caracteristicas relacionadas con la expresion de lectinas.

Tanto en semillas de Lepechinia bullata como de Salvia bogotensis fue posible
separar las dos lectinas presentes mediante una cromatografia de intercambio
ionico sobre DEAE, obteniendo en la fraccion no retenida la lectina que
posteriormente se aislé con aMSB, y en la fraccion retenida la que se aisl6 mediante

Concanavalina A.

La cromatografia de afinidad sobre Con A resultd ser un método eficiente para
purificar las lectinas LLb-1l y LSBo-Il; por su parte, para obtener la lectina que
reconoce aMSB, es necesario buscar otras alternativas que permitan purificarla en

una calidad y cantidad suficiente para realizar andlisis estructurales.

La similaridad entre la secuencia parcial determinada para LSBo-I y la reportada
para Salvia miltiorrhiza (proteina clasificada en la familia de ‘“lectinas de
Leguminosa”), asi como el haber encontrado que lectinas de Lamiaceas con
reconocimiento por manosa tienen la misma secuencia amino terminal de lectinas
de Leguminosa que también reconocen este carbohidrato, constituyen otra
evidencia que apunta a que evolutivamente estas moléculas provienen de un

ancestro comun, y no son exclusivas de una familia taxonémica especifica.

En los ensayos preliminares para obtener una lectina recombinante, de los
diferentes protocolos utilizados para extraer ARN se encontr6 que Dynabeads
mRNA DIRECT™ Micro Kit, de Life Tecnologies, fue el mas adecuado para el
trabajo con semillas de Lepechinia bullata, pues permiti6 obtener un ARN
mensajero de la calidad necesaria para poder realizar la sintesis de primera hebra;
sin embargo la falta de primers especificos para el gen de la lectina, imposibilitaron

su identificacién y posteriores andlisis para expresarla de forma recombinante.
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6.2 Recomendaciones

= Purificar la lectina de Lepechinia bullata con reconocimiento por aMSB en buena
cantidad y calidad, para poder identificar la secuencia amino terminal que permita
disefar primers especificos con los que sea posible encontrar el gen que la codifica,
y continuar asi los estudios para la obtencién de la lectina recombinante, lo que
posibilitara llevar a cabo otros estudios de tipo estructural y bioquimico.

= Continuar con la caracterizacion de las lectinas LLb-1I y LSBo-II identificadas en
semillas de Lepechinia bullata y Salvia bogotensis, para poder establecer una
comparacion de sus propiedades con las reportadas en otras especies vegetales.

= Determinar las constantes de afinidad, con el fin de analizar la posibilidad de
utilizarlas como moléculas para la deteccién del antigeno T y/o Tn y como

moléculas en aplicaciones clinicas y terapéuticas.

= Estudiar otras especies de Lamiaceas para identificar si también presentan mas de
una lectina, y determinar asi, si es un comportamiento generalizado para esta

familia taxonémica.

= Realizar estudios de actividad biol6gica para las lectinas que reconocen manosa y

GalNAc y determinar sus posibles aplicaciones biotecnolégicas.
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A. Anexo: Cuantificacion de proteina
por el metodo del acido bicinconinico
(BCA) (Smith et al, 1985).

Reactivos:

- Solucion al 1% de Acido bicinconinico en agua destilada
- Patrén de Albumina de Suero Bovina (BSA) en PBS 1X
- Buffer carbonatos pH 11.25

- Solucién al 4% de Sulfato de cobre en agua destilada
-PBS 1X pH 7.2

Protocolo:

1. Disponer 20 puL de muestra o de PBS 1X (como control negativo), en cada uno de los
espacios de una microplaca de 96 pozos

2. Realizar diluciones seriadas de esta muestra en PBS (relacion 1:1), manteniendo un
volumen de 20 uL

3. Adicionar en cada pozo 100 pL de buffer carbonato pH 11.5

4. Adicionar en cada pozo 100 uL del complejo BCA — CuSO,

5. Incubar por 30 minutos a 37°C

6. Leer absorbancia a 540 nm

La absorbancia es directamente proporcional a la cantidad de proteina presente en la
solucion y puede ser determinada por comparacion con una curva patrén de un estandar
de proteina (generalmente Albumina Sérica Bovina (BSA)). Los detergentes idnicos y no
ibnicos no generan interferencia con el ensayo, pero si lo hacen los agentes reductores.

Su rango de deteccién esté entre 2-2000 mg/mL.
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B. Anexo: Electroforesis en gel de
poliacrilamida por el metodo de
Laemmli.

Los siguientes son los voliumenes requeridos para la preparacion de un gel (12.5% T, 2.7%

C), por el método de Laemmli, (1970) .

Volumen (mL)

Componente
Gel separador | Gel concentrador

Agua desionizada 1.81 1.82
Buffer Tris-HCI 1 M pH 8.8 1.87
Buffer Tris-HCI 1 M pH 6.8 0.31
Acrilamida/Bisacrilamida 50%

1.25 0.25
(48% Acrilamida, 1.5% bisacrilamida)
SDS 10% 0.05 0.025
Persulfato de amonio 10% 0.035 0.035
TEMED 0.008 0.008

Buffer de carga (Buffer muestra): Tris-HCI pH 6.8 50 mM, Glicerol 10%, SDS 2%, Azul de

bromofenol 0.1%, DTT 100 mM, en agua desionizada.

La corrida se realizé a 100 voltios durante 1.5 horas con el buffer de corrida: Tris 25 mM,
Glicina 192 mM pH 8.3, SDS 0.1%. Posteriormente se tifid el gel con Instant Blue® durante
20 minutos, o se realizo fijacién con acido acético 10% durante 30 minutos y posterior

tinciébn con coomasie blue G-250.
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C. Anexo: Electroforesis en gel de
poliacrilamida por el método de
Schéagger y Von Jagow.

Los siguientes son los voliumenes requeridos para la preparacion de un gel (12.5% T, 2.7%

C), por el método de Schagger y Von Jagow (1987) .

Volumen (mL)

Componente
Gel separador | Gel concentrador

Agua desionizada 1.55 1.0
Buffer TRIS-Tricina 3 M, 0.3% SDS pH 8.4 1.67 0.375
Acrilamida/Bisacrilamida 50%

1.25 0.25
(48% Acrilamida, 1.5% bisacrilamida)
Glicerol 0.53
Persulfato de amonio 10% 0.035 0.035
TEMED 0.008 0.008

Buffer de carga (Buffer muestra): Tris-HCI 0.45 M pH 8.45, Glicerol 12%, SDS 4%
Coomassie Blue G-250 0.0025% y Rojo de fenol 0.025%, DTT 100 mM, en agua

desionizada.

La corrida se realizé a 100 voltios durante 1.5 horas con el buffer de corrida: Tris 100 mM,
Tricina 100 mM, SDS 0.1%. Posteriormente se tifié el gel con Instant Blue® durante 20
minutos, o se realizé6 fijacién con acido acético 10% durante 30 minutos y posterior tincién

con coomasie blue G-250.
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D. Anexo: Isoelectroenfoque

El proceso se realizé en condiciones nativas utilizando un gel de policarilamida al 10% y
una mezcla de anfolitos en rangos de pH entre 5-8 y 3-10, en una proporcion (5:1) (Bio-
Lyte de Bio-Rad). La curva de calibracion se realizé con patrones de punto isoeléctrico
Protein mixture® de GE Healthcare, con un rango de pH de 3 a 10. Un patron de
hemoglobina fue corrido al tiempo con las muestras, con el fin de verificar el momento en

el que las proteinas se ubican en su punto isoeléctrico (Bollag et al., 1991).

Componente Volumen (mL)

Agua desionizada 8.74
Acrilamida/Bisacrilamida 50%

(48% Acrilamida, 1.5% bisacrilamida) 20
Glicerol 1.0
Anfolitos 0.250
Persulfato de amonio 10% 0.025
TEMED 0.020

Buffer de carga (Buffer muestra): Glicerol 60%, Anfolitos 20%, Azul de bromofenol 0.1%

en agua desionizada.

La corrida se llevé a cabo utilizando una solucion de acido fosférico 0.1 M en el &nodo y
una de NaOH 0.1 M en el catodo. Se realiz6 una precorrida de 30 min a 200 voltios para
enfocar los anfolitos. Posteriormente se sembré la lectina en buffer de muestra y se realizé
una corrida a 200 voltios durante 1.5 horas. Finalmente se lavé el gel con TCA 10% por 30
minutos y se dejo en TCA 1% toda la noche. Se tifié con coomassie G-250 y se analizd

con el documentador de imagenes VersaDoc® (Bio-Rad).
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E. Anexo: Transferencia a membrana
de PVDF

A continuacién se describe el protocolo para la transferencia de proteinas desde PAGE a
membrana de PVDF (Matsudaira et al., 1987).

1. Cortar los trozos de membrana de un tamafio igual a cada uno de los geles que se van

a transferir, y ponerlos en metanol al 100% durante 1 minuto.

2. Incubar la membrana y los geles después de haber terminado la electroforesis en buffer
CAPS 1X (Acido N-Ciclohexil-3-aminopropanosulfénico) (10 mM CAPS, 10% Metanol en

agua desionizada).

3. Humedecer las almohadillas en el mismo buffer de transferencia (CAPS 1X). Se
requieren 2 almohadillas por cada gel a transferir.

4. Ensamblar en la placa del equipo de transferencia, de abajo hacia arriba sobre el &nodo:
una almohadilla, la membrana de PVDF, el gel a transferir y la segunda almohadilla,
eliminando suavemente las burbujas que pudieran quedar (puede usarse como rodillo una
pipeta Pasteur de vidrio) y verificando que haya suficiente buffer de transferencia

humedeciendo el montaje.

5. Correr con las siguientes condiciones: 25V, 100 mA y 2 W durante 40 minutos a 1 hora,

verificando la transferencia de los patrones (si son pretefiidos).
6. Lavar suavemente la membrana con agua desionizada.
7. Teiir la membrana con Coomasie R-250 durante 1 minuto aproximadamente.

8. destenfir con metanol al 50% durante 1 a 2 minutos, 2 o 3 veces, verificando que los

marcadores no se destifian.
9. Secar en cabina sobre una superficie limpia (caja de Petri)

10. El gel transferido puede tefiirse con Instant blue para verificar la eficiencia de la

transferencia.
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F. Anexo: Deteccion de
glicoproteinas en membrana de
nitrocelulosa

A continuacién de presenta el protocolo de tratamiento de la membrana de nitrocelulosa,
después de haber sido transferida la muestra (Towbin et al., 1979) para detectar
glicoproteinas (Vega, 1997).

1. Lavar con PBS 1X filtrado, durante 10 minutos.

2. Oxidar con metaperiodato de sodio 30 mM (0.081 g en 7 mL) en buffer acetato-acético
100 mM pH 5.0-5.5, durante 20 minutos.

3. Lavar con PBS 1X filtrado por 10 minutos, repitiendo 3 veces cada lavado.

4. Incubar con Biotina-hidrazina a una concentracion 1.3 mM, disuelta en 0.1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) y 1 mL buffer acetato-acético 100 mM pH 5.0-5.5, por 60 minutos

a temperatura ambiente.
5. Lavar con PBS 1X filtrado por 10 minutos, repitiendo 3 veces el lavado.

6. Bloquear de la membrana con PBS 1X-BSA 1.3% a 37°C por 30 minutos, e incubar a

temperatura ambiente durante 60 minutos.
7. Lavar con PBS 1X filtrado por 10 minutos, repitiendo 3 veces cada lavado.

8. Incubar con solucién de estreptavidina-peroxidasa 1:500 en PBS-BSA 1.3% durante 60

minutos.

9. Lavar con PBS 1X filtrado por 10 minutos, repitiendo 3 veces cada lavado. Hacer un

ultimo lavado rapido con PBS 1X filtrado.

10. Revelar con DAB (3,3 -diaminobenzidina) (50 mg/100 mL PBS 1X filtrado) precalentado
a 30°C. Adicionar 20 pL de peroxido de hidrégeno al 30% frio. Incubar hasta que se

empiecen a evidenciar las bandas.

11. Lavar rapidamente con agua desionizada para detener la reaccion.
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12. Secar al aire sobre una superficie limpia.

Las condiciones de la transferencia semihumeda fueron 25V, 130 mA y 5 W durante 30

minutos para alcanzar un V*H=7.

La tincion con rojo ponceau como un control de transferencia, se realizé durante 10 minutos

y se eliminé el colorante en exceso.
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G.
del

Anexo: Reporte de secuenciacion
extremo amino terminal de LLDb-I.

Institut de Biologie Structurale

Groupe Réponse Immunitaire aux Pathogénes et au Soi Altéré
Directrice : Nicole THIELENS

Univarstté
@ @ ek
Fourier

Grenoble, june 6" 2013

to: Dr Annagellte VARROT
Centfre de Recherche sur les Macromolécules végétales (CERMAYV)

UPR-CNRS 5301

BP53
F-38041 Grenoble Cedex 2

From: Jean-Pierre ANDRIEU
IRPAS (Immune Response to Pathogens and Altered Self]
Institut de Biologie Structurale
41 rue Jules Horowitz - 38027 Grenoble cedex 1

Results of the N-terminal protein sequence analysis
of sample:

4A

Sequence run #73646C
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Protein Sequence Determination

Amino acid sequence determination based on Edman degradation was performed using
an Applied Biosystems gas-phase sequencer model 492 (s/n: 9510287J). Phenylthiohydanfoin
amino acid denivatives generated at each sequence cycle were identified and quantitated
on-line with an Applied Biosystems Model 140C HPLC system using the data analysis system
for protein sequencing from Applied Biosystems Model 610A (software version 2.1). The PTH-
amino acid standard kit (Perkin-Elmer P{N 4340968) was used and reconstituted according to
the manufacturer's instructions (900776 Rev D). The procedures and reagents used were as
recommended by the manufacturer. Chromatography was used to identify and quantify the
derivatized amino acid removed at each sequence cycle. Retention fimes and integration
values of peaks were compared to the chromatographic profile obtained for a standard
mixture of derivatized amino acids.

Sequence run #73646C

Due to the low amount of protein or to a blocked n-terminus, the analysis gave no result.

Sequence defermination analyses were performed by J.-P. Andrieu (Institut de Biologie
Structurale, CEAJCNRS/UJF, Grenoble, France).

Jean-Pierre ANDRIEU
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H. Anexo: Control de elucion y de
funcionalidad del soporte
N-acetilgalactosamina-Sepharose 4B
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de Salvia bogotensis y Lepechinia bullata

. Anexo: Reporte de secuenciacion del
extremo amino terminal de la lectina
de LSBo-I

Institut de Biologie Structurale

Groupe Réponse Immunitaire aux Pathogénes et au Soi Altéré
Directrice : Nicole THIELENS

Unhvarsitis
Joseph
Fourier

rrrrr

Grenoble, march 26™ 2013

to: Annagelle VARROT
Centre de Recherche sur les Macromolécules végétales (CERMAY)
UPR-CMRS 5301
BP53
F-38041 Grenoble Cedex 9

From: Jean-PiErre ANDRIEU
IRPAS {Immune Response to Pathogens and Altered Self)
Institut de Biologie Structurale
41 rue Jules Horowitz - 38027 Grenoble cedex 1

Results of the N-terminal protein sequence analysis
of sample:

SBOL1

Sequence run #7294C
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Protein Sequence Determination

Amino acid sequence determination based on Edman degradation was performed using
an Applied Biosystems gas-phase sequencer model 492 (s/n: 9510287J). Phenylthiohydantoin
amino acid derivatives generated at each sequence cycle were identified and quantitated
on-line with an Applied Biosystems Model 140C HPLC system using the data analysis system
for protein sequencing from Applied Biosysferms Model 610A (software version 2.1]. The PTH-
amino acid standard kit (Perkin-Elmer PN 4340968) was used and reconstituted according fo
the manufacturer's instructions (900776 Rev D). The procedures and reagents used were as
recommended by the manufacturer. Chromatography was used to identify and quantify the
derivatized amino acid removed at each sequence cycle. Retention times and integration
values of peaks were compared to the chromatographic profile obtained for a standard
mixture of derivatized amino acids.

Sequence run #7294C
Sequence found:
(VorA) (Kor) VTSFXYTSFSSSSD(lorl)(TorK)L@

Sequence determination andlyses were performed by J.-P. Andrieu (Institut de Biologie
Structurale, CEAJCNRS[UJF, Grenoble, France).

Jean-Fierre ANDRIEU
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de Salvia bogotensis y Lepechinia bullata

J. Anexo: Péptidos tripticos antes de
eliminar redundancia

LSSPATLDSR VQALEEADNDLENK NMQDMVEDYR KDVDNAYMLK
LSSPATLDSR SMQDVVEDYK EAEASLYQSK QLETLSGDR
LSEDKNPDYR FLEQQNQVLQTK ETAESWYQTK FLEQONQVLQTK
LSSPATLDSR YFSMTEVDR APSTYGGGLSVSSR TNQELQELNR
YLDGLTAER STMQELNSR AQYEDLAQK TAAENDFVTLK
YEELQLTAGR VQALEEANDDLENK NKYEDELNKR VHAAGTQQPYGLDSR
FEETTADGR VGLSAATSGDGVQK DMQDMVEDYR QGVDADLDGLR
TSVLNAEVK EASLAETEGR TLLDLDNTR LKFEMEQNLR
TPAQYDASELK VTMQNLNDR SKAEAVPDYQSK LSETNVLLSMDNNR
EELQLTAGR FLEQQNQVLQTK TAAENDFVTLKK NMQDMVEDYR
SKAEAESLYQSK LEVLEEELR LSLSTSGGSFR NVELDPELQK
YLDGLTAER GTLENSLEETK LKFEMEQNLR PSQQELNQLLK
LNDLEDALQQAK TLLEGEESR VDALMDELNFMK GFSSGSAVVSNSR
VTMQNLDDR SSPATLNSR TAAENDFVTLKK TLDNDLMLLK
FSNSSSSNEFSK AAMLVNQLSK QGVDADLNGLR TEAESSMYQTK
SKAEAESLYQSK FLEQQDQVLQTK ALEESNYELEGK DVDGAYMTK
LAEESNYELEGK QFSSSYLSR SKEEAEALYHSK LLTHPNFNGD
VDPELQNVK VQALEEANDDLENK NVKVDPELQNVK LAQAYYESTR
YEELQQTAGR TLGLDSDQGPTAAK QGVDADLDGLR DVDGAYMTK
TGGYLGAVNPK VTMQNLNDR LAGGGLSSVGGGSSTLK | ELTALAPSTMK
LNDLEDALQQAK AQYEELANR QLQONLLQATSR LGTDTTYAPFSSK
SSPATLNSR SSGGFSGGSFSR NVKVDPELQNVK LQGELAHVK
VGLSAATSGDGVEK | DVDNAYMLK TLDNDLMAVK LENELQTYR
APSTYGGGLSVSSSR | MATLLQEQGTK AEGPDLYQSK LRSELDNVKK
VGLSAATSGDGVQK | SAATSGDGVQK AQGELAFSDK TNAENEFVTLKK
SLVNLGGSK TLSDYNLQK TAAEDDFVTLKK QSVEADLDGLR
LAEEANADLEVK NKYEDELNKR LSSVLAGGSCR LENELQTYR
DVDNAYMLK YEELQVTAGR QGVDADLNGLR LFEQQNQVLQTK
LSSPATLNSR SKAEAESLYESK NSSPATRASR TLPEPPMLK
TTMLLLPNK VGLSAATSGDGVEK TAAENDFVTLK TMQNTSDLDTAR
STMQELDSR LQSQFTDAQK LAEESNYELEGK SKEEAEALYHSK
VDPELQNVK LTDNDLMLSR VTMQNLNDR PATPATLNSR
LSSPATLNSR VTMQNLNDR VGANTYLASGK GEEAMAFNEK
DVDAAYMNK AGGGALGVVNPK LSFTELDSR SGGGGGGGLGSGGSLR
PSGSTGGYLGAVNPK | YDQELMNTK LOQDMAYDKK YEELQVTVGR
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AEAESLYQSK QNVQGVDLR FSSSSGYGGGSSR VDDGAYMTK
TLLEGEESR GSAGGQLGVVNPK GTLENSLEETKGR GFSSGSAVVSNSR
QLLEGEESR VQALEEANNDLENK SKEEAEALNWSK FFSADLNGLR
VGLSAATSGDGVQK | AQYEELAQR TSVHPNPSSNLGR RGVTTAGTTSER
LAEEANADLEQK LFEQQNQVLQTK KDVDGAYMTK LAALMDKPVK
TLLEGEESR ATFQEALDAAGDK VLLSMDNSR NVQDALADAEQR
NKYEDELNK AQYEELAQR EVATNSELVQSGK NMQDMVEDYR
LSSPATLNSR LSSPATLNSR DAENNNPSNNLK LKYENEVALR
VTMQNLDDR LTDNDLFLTR AGAYEDLAQK RSEPLYNSR
FSSSSGYGGGSSR VAGGGGGFGAAGGFNR | DAEAMAFNEK SLYNLGGSKR
AEAESLYQSK LRSELDNVK NAENNNPSNNLK KVDPELQNVK
LRSELDNVK AATSGDGVQK EESNYELEGK FGDSNTVMR
LSSPATLNSR QSLEASLAETEGR YDAFAGPSVK SLVGLGGTK
LSSPATLNSR STSSFSCLSR VTSSTLSSNVASK GSCGLGGGLGGGSSR
TLLEGEESR LGLGGRGGSGGSYGR AALLYDCNGAK ATGGGLSSVGGGSSTLK
KYEDELNKR VTATDLDEPDTLHTR NKYEDELNK VLDELTLTK
STMQELNSR AQYEDLAQK DMQDMVEDYR SGFSSVSVSR
LSSPATLNSR AQYEELAQR NVQDALADAEQR LSGYTDNAGVSQK
KYEDELNKR AEAEALYQTK LNLDONPGTAPK VDDNAYMLK
VGLSAATSGNGVQK | LKFEMEQNLR ALTGALAQK LDDLEDALQQAK
EESNYELEGK AGEVQEPELR YTVVTGNMGSNDK YLDGLTAER
VTMQNLNDR DKYEDELNKR FLEQQNQVLQTK EVASNSELVQSSR
ETQSQLETER LRAELDNVK EGGDAFEFVGPK RSSGGGGGGGLGSGGSLR
YGSGGGSKGGSLSGGGYGSGGGK GYSGSGGGSYGSGGGGNHGFCGSGSSSNYR
QSLGHGQHGSGSGQSPSPSR GPYESGSGHSSGLGHQESR
GPYESGSGHSSGLGHQESR AAFGGSDLWSSGGGYSSGSSSYGSGGR
SNGGGGSLSGGGYGSGGGSNR LLEEGDAHLSSSQFSSGSQSSR
DPVGHGQHGSGSGQSPSPSR
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de Salvia bogotensis y Lepechinia bullata

K.

Anexo: Especies de Leguminosas
gue presentaron mayor identidad con
algunos péptidos tripticos de LSBo-I

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:0

i1 Alignments

Description

BURP domain protein [Medicago truncatula
BURP domain protein [Medicago truncatula

PREDICTED: putative hydrolase C777.06c [Cicer arietinum]

hypothetical protein TSUD_43710 [Trifolium subterraneum

hypothetical protein TSUD_43700 [Trifolium subterraneum

PREDICTED: uncharacterized protein LOC109355196 isoform X3 [Lupinus angustifolius]

hypothetical protein GLYMA 05G138200 [Glycine max]

hypothetical protein LR48_Vigan08g006100 [Vigna angularis

hypothetical protein TSUD_118420 [Trifolium subterraneum

hypothetical protein TSUD_239870 [Trifolium subterraneum]

DNA replication complex GINS protein PSF1 [Medicago truncatula]

DNA replication complex GINS protein PSF1 [Medicago truncatula]

PREDICTED: DNA replication complex GINS protein PSF1 [Cicer arietinum

1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase like 3 [Glycine soja
partner of SLD five protein. putative [Medicago truncatula

PREDICTED: 1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase homolog 3-like [Glycine max]

Retrovirus-related Pol polyprotein from transposon TNT 1-94 [Cajanus cajan

P-loop nucleoside triphosphate hydrolase superfamily protein [Medicago truncatula

PREDICTED: suppressor of mec-8 and unc-52 protein homolog 2 [Lupinus angustifolius]

PREDICTED: suppressor of mec-8 and unc-52 protein homolog 2 [Arachis ipaensis

PREDICTED: suppressor of mec-8 and unc-52 protein homolog 2-like [Arachis duranensis]

PREDICTED: suppressor of mec-8 and unc-52 protein homolog 2 [Vigna radiata var. radiata

hypothetical protein PHAVU_009G223400g [Phaseolus vulgaris

PREDICTED: su

ressor of mec-8 and unc-52 protein homolog 2 [Glycine max

Protein Red [Cajanus cajan

PREDICTED: suppressor of mec-8 and unc-52 protein homolog 2-like [Arachis duranensis

Red-like protein amino-terminal region protein [Medicago truncatula

PREDICTED: suppressor of mec-8 and unc-52 protein homolog 2 [Vigna angularis

Max | Total
score score
274 128
274 128
248 2438
244 554
244 399
244 244
244 244
244 244
244 244
244 244
244 244
244 244
244 244
244 244
244 244
244 244
240 382
240 395
231 386
231 562
231 56.2
231 231
231 407
231 231
231 407
231 562
231 386
231 231

Query
cover

70%
70%
70%
100%
100%
90%
100%
90%
90%
90%
90%
90%
90%

100%
90%
100%
80%
100%
90%
90%
90%
70%
80%
70%
80%
90%
80%
70%

value

0.79
0.79
6.5
9.2
9.2
9.2
9.2
9.2
9.2
9.2
9.2
9.2
9.2

9.3
9.3
9.4
13
13
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26

|dent

100%
100%
86%
60%
60%
3%
70%
80%
67%
67%
67%
67%
67%

70%
67%
70%
100%
60%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%
86%

e

Accession

XP_013456398.1
XP_013456397.1
XP_004485977.1
GAU32328.1
GAU32329.1
XP_019453750.1
KRH58597 .1
KOM49234 1
GAU28235.1
GAU47030.1
XP_003597996.1
XP_013467542.1

XP_004498667.1

KHN26833.1

XP_003622789.1
XP_006585415.1
KYP50444 1

XP_003592170.2
XP_019417445.1
XP_016188853.1
XP_015954220.1
XP_014498451.1
XP_007138613.1
XP_003533803.1
KYP39340.1

XP_015943746.1
XP_013463630.1

XP_017422608.1
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L. Anexo:

Especies de Lamiaceas

gue presentaron mayor identidad con
algunos péptidos tripticos de LSBo-I

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

i Alignments
Description

monoterpene synthase [Thymus caespititius]

monoterpene synthase [Thymus caespititius]

monoterpene synthase [Thymus caespititius
monoterpene synthase [Thymus caespititius'

monoterpene synthase [Thymus caespititius]

monoterpene synthase [Thymus caespititius
monoterpene synthase [Thymus caespititius'

monoterpene synthase [Thymus caespititius]

terpene synthase 6 [Thymus vulgaris

alpha-terpineol [Thymus caespititius
alpha-terpineol [Thymus caespititius

alpha-terpineol [Thymus caespititius]

alpha-terpineol synthase [Thymus caespititius’
terpene synthase 1 [Origanum vulgare

terpene synthase 1 [Origanum vulgare

terpene synthase 5 [Thymus vulgaris
terpene synthase 7 [Thymus vulgaris

terpene synthase 7 [Origanum vulgare

alpha-terpineol [Thymus caespititius

alpha-terpineol [Thymus caespititius

basic helix-loop-helix transcription factor [Salvia miltiorrhiza
RNA polymerase beta subunit [Scutellaria insignis

RNA polymerase beta subunit-2 [Scutellaria baicalensis

RNA polymerase beta" subunit [Tectona grandis

RNA polymerase beta’ subunit [Premna microphylla]

RNA polymerase beta" subunit [Pogostemon stellatus
RNA polymerase beta" subunit [Pogostemon yatabeanus

rpoC2 [Pogostemon cablin]

Max
score

19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.3
18.9
18.9
18.9
18.9
18.9
18.9
18.9

Total

Query

score cover

19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.7
19.3
18.9
18.9
18.9
18.9
18.9
18.9
18.9

50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
50%
70%
70%
70%
70%
70%
70%
70%
70%

value
49
49
4.9
49
49
49
49
49
49
49
49
49
49
49
4.9
49
49
49
49
49
6.9
9.9
9.9
9.9
9.9
9.9
9.9
9.9

Ident

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
86%
1%
1%
%
1%
1%
1%
1%

o

Accession

AEX07422.1
AEX07421.1
AEX07420.1
AEX07419.1
AEX07418.1
AEX07425.1
AEX07424 1
AEX07423.1
AGA96119.1
AGK88257.1
AGK88256.1
AGK88251.1
AGK88250.1
ADKT73623 1
ADKT73622.1
AGS423098.1
AGA96120.1
ADK73614.1
AGK88260.1
AGK88259.1
AKN09548.1
YP_009183582.1
YP_008162251.1
YP_007353905.1
YP_009117211.1
YP_009309354.1
YP_009309267.1

ANQ46315.1
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M. Anexo: Secuencia peptidica de la
lectina de Glechoma hederacea

(Gleheda)

>gi|22773748|gb|AAN@5097.1| lectin [Glechoma hederacea]

MANQKLPQTLVSIAALFLMVANMALSKTTHFAVPPALTFQGDAFDPNDTSFIRLTTSHTWSVGRVMYSKP
LTFWGEGKQVHFKTKISFNITSIAGNKADGVALFMVPVGPPIPNGGAGGNLGLFDSSGVGKSIFAVKFDT
HANVWDPPCRHIGINVNSRVPVAHKCMDDSVNWEDVTLSINYDEADKIITVRAQVGLTKHYDLSHKLDLS

TILEKKVQVGLSASTGTNIALHDINYWEFTANMICDSDSDSVDGAGIRQLVST
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N. Anexo: Secuencia peptidica de la
lectina de Salvia miltiorrhiza

>gi|156616771|gb|ABU87404.1| SMLII [Salvia miltiorrhiza]

MAKLLQNLIPLLSAIVLLLAAANTVRSQTTSFTYDFWGDQPNDLIYQGSAHFPSRTTFLRLTDALSSQVG
RVVHSNPVQFSQGGNQVDFETTVNFIITPGPDNTPADGLAFFIAPVGTTAPTGSNGANLGVFESNGNGAA
VFAVEVDTYVNGAWDPLYPHIGIDIGSRASSNTTQVDSSILGQQVTLLINYVGATRMITAKVTAGSKTFE

VSYEYDLSDFVTEQVQVGLSASTGQHVATHDIVSWYFTATMVQSKAVARSRKELAGNIIRQFV
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2 e identificacion de nuevas lectinas especificas para glucosa/manosa en semillas
de Salvia bogotensis y Lepechinia bullata

O. Anexo: Alineamiento del
fragmento de ADN amplificado con
los primers “Can” para Lepechinia
bullata.

Mouse over to see the title, click to show alignments
Color key for alignment scores
W40 W40-50 W 50-80 M 50-200 W >=200
Query

I | I | | |

1 80 160 240 320 400
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected0
W Alignments o

Max | Total Query E]

Description score | score| caver | value Ident| Accession
Perilla frutescens var. crispa isolate KOR18 18S ribosomal RNA gene. partial sequence 532 532 97% Z2e-147 88% KR9217391
Perilla frutescens var. crispa isolate KOR12 18S ribosomal RNA gene. partial sequence 532 532 97% 2e-147 88% KR9217381
Rehmannia glutinosa bio-material NO.4 Shennongshan Dihuang 188 ribosomal RNA gene. partial sequence 531 531 96% 7e-147 88% FJ598506.1

Perilla frutescens var hirtella 183 ribosomal RNA gene. internal transcribed spacer 1. 5.8 ribosomal RNA gene. internal franscribed spacer 2, and 288 ribosomal RMA ¢ 529 529 96% 3e-146 88% KT220701.1

Perilla frutescens var. frutescens 188 ribosomal RMA gene, internal franscribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 2, and 28S ribosomal Rt 529 529 96% 3e-146 88% KI220698.1

Perilla frutescens var. crispa cultivar atropurpurea 18S ribosomal RMA gene, internal transcribed spacer 1, 5.88 ribosomal RNA gene, internal ranscribed spacer2. and: 529 529  96% 3e-146 88% KI220697.1

Perilla frutescens var. crispa 185 ribosomal RNA gene. internal transcribed spacer 1. 5.8 ribosomal RNA gene. internal d spacer 2, and 285 ribosomal RNA g 529 529 96% 3e-146 88% KI220696.1

Perilla frutescens f. crispidiscolor 18S ribosomal RNA gene. internal franscribed spacer 1. 5.85 ribosomal BNA gene, internal spacer2, and 28Sribosomal Bl 529 529 96% 3e-146 88% KI220695.1

Perilla frutescens var acuta 18S ribosomal RNA gene, internal franscribed spacer 1. 58S ribosomal RNA gene. internal transcribed spacer 2, and 28S ribosomal RNAge 529 529 96% 3e-146 88% KI2206941
Perilla cifriodora 185 ribosomal RNA gene. internal franscribed spacer 1. 585 ribosomal RNA gene. internal transcribed spacer 2, and 28S ribosomal RNA gene. comple 529 529  96% 3e-146 88% KI220693.1

Perilla frutescens var. crispa isolate CHI15 18S ribosomal RNA gene, partial 529 529 96% 3e-146 88% KR9217421
Perilla frutescens var crispa isolate KOR20 188 ribosomal RMA gene. partial sequence 529 529 96% 3e-146 88% KRO217411
Perilla frutescens var crispa isolate KOR19 188 ribosomal RNA gene. partial sequence 529 529 96% 3e-146 88% KRO217401
Eerilla frutescens var. crispa isolate JPNS 188 ribosomal RNA gene. partial sequence 529 529 96% 3e-146 88% KRO21736.1
Eerilla frutescens var crispa isolate JPNG 18S ribosomal RNA gene. partial sequence 529 529 96% 3e-146 88% KR921735.1
BlDownload ~ GenBank Graphics
Perilla frutescens var. crispa isolate KOR 18 18S ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KR921739.1 Length: 1693 MWumber of Matches: 1
Range 1: 360 to 789 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
532 bits(288) 2e-147 379/431(88%) 9/431(2%) Plus/Minus
Query 11  GAAATGCCACCTTAATAAGGAYCKAARTCCTATAATGTTATCCCATGCTAATGTATCSAR 72
Sojct 783 MdoctAnlsTAMA-SohclaAbat L AAMSHMUEEI MM Echs 751
Query 71 AGCGYACATTTGCTTGGAG-ACTCTAATTTCTTCAAAGTAACAGCGCCCGATGCTCGACC 129
Sojct 730 AbdbrhsacH bt AMHHHEMATMESIH Ll &7,
Query 139 CGGCCAWTTAAGACCTGRAKCGCATCGCCOGCAGAAGGGACRAGACGACCGOTGCA-TCC 188
Sojct 670 CbUAGHARGAL GGG AL U catl 11
Query 189 GTACGGCGGACCAGCCGAACCAACCCAAAKTCCAACTACSAGCTTTTTATYTGTAACTAC 243
Sojct 616 CacabUboALobibACAM UMK B chedH HHactichddald 551
Query 249 TTAAATATACGCTATTGGATCTGOAATTACCGCOGCTGCTGECACCAAAYTTGCCCTC-Y 387
Sojce 550 THAMMTALAHEAHEMHALES IR Ui a0
Query 308 ATGGATCCTCGTTAAGGGATTTARATTGTA-TCATTCCAATTAC-WWACTCT-AKAGCYC 364
Sojce 4s6 ANGAHUICH A HAAHRAIGHIUM L cashdiabolelcd o
Query 365 GGTATTGT-ATTTATTGTCA-TACCTCCCCGTGTYAKGATTGGGTAATTTGOGOGCCTGE 422
Soict 430 GOTATSITATHTATISICACTAL L ATETCAGGAT TESETAM TGRS LLIEL 372
Query 423 TGCCTTCCTTG 433
Sojct 370 THEHETH 30
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P. Anexo: Alineamiento

bullata.

del
fragmento de ADN amplificado con
los primers “Craty” para Lepechinia

Mouse over to see the title, click to show alignments
Color key for alignment scores
W <40 W40-50 Ws50-80 W s0-200 W ==200
Query
I | I I 1 I
1 80 160 240 320 400
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
T Alignments o
Description g lijotelCuehy Ident Accession
score score cover value
Perilla frutescens var. hirtella 188 ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1. 5.88 ribosomal RNA gene. internal transcribed spacer 2, and 288 ribosomal RNA¢ 510 510 85% 7e-141 99% KT1220701.1
Perilla frutescens var. frutescens 185 ribosomal RNA gene. internal transcribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene. internal transcribed spacer 2. and 28S ribosomal Rt 510 510 85% 7e-141 99% KI220698.1
Perilla frutescens var crispa cultivar atropurpurea 185 rihosomal RNA gene. internal transcribed spacer 1, 5 85 ribosomal RNA gene. internal transcribed spacer 2. and: 510 510 85% 7e-141 99% KT220697.1
Perilla frutescens var._crispa 185 ribosomal RNA gene. intemal transcribed spacer 1. 5.85 ribosomal RNA gene. internal franscribed spacer 2, and 288 ribosomal RNAgr 510 510 85% 7e-141 99% KT220696.1
Perilia frutescens £ 185 ribosomal RNA gene. infernal transcribed spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gene. internal transcribed spacer 2. and 285 ribosomal Rl 510 510  85% T7e-141 99% KI220695.1
Perilla frutescens var acuta 185 ribosomal RNA gene. intemal franscribed spacer 1. 5.85 il RNA gene. internal transcribed spacer 2, and 285 ribosomal RNAge 510 510  85% 7e-141 99% KT220694.1
Perilla citriodora 188 ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1. 5 88 ribosomal RNA gene. internal transcribed spacer 2, and 288 ribosomal RNA gene. comple 510 510 85% T7e-141 99% KT2206931
Perilla frutescens var. crispa isolate CHI15 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 510 510 B85% Te-141 99% KR9217421
Perilla frutescens var. crispa isolate KOR20 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 510 510 85% Te-141 99% KR9217411
Perilla frutescens var crispa isolate KOR19 1883 ribosomal RNA gene. partial sequence 510 510 85% Te-141 99% KR9217401
Perilla frutescens var. crispa isolate JPN8 188 ribosomal RNA gene, partial sequence 510 510 B85% T7e-141 99% KR921736.1
Perilla frutescens var. crispa isolate JPNG 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 510 510 85% Te-141 99% KR9217351
Perilla frutescens var frutescens isolate JPN5 185 ribosomal RNA gene. partial sequence 510 510 85% T7e-141 99% KRO217341
Perilla frutescens var. frutescens isolate JPN4 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 510 510 B5% T7e-141 99% KR9217331
Perilla frutescens var. frutescens isolate JPN3 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 510 510 B85% Te-141 99% KR9217321
Perilla frutescens var. frutescens isolate JPN2 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 510 510 85% T7e-141 99% KR9217311
Perilla frutescens var frutescens isolate JPN1 183 ribosomal RNA gene. partial sequence 510 510 85% Te-141 99% KR9217301
EDownload ~ GenBank Graphics
Perilla frutescens var. hirtella 185 ribosomal RNA gene, internal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene
sequence
Sequence ID: KT220701.1 Length: 7456 Number of Matches: 1
Range 1: 640 to 921 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
510 bits(276) 7e-141 281/283(99%) 1/283(0%) Plus/Plus
o it D).
Sbjct 648 TTTGEGTTEEGTCEECCEGTCCECCTCTCOOTATECACCAETCATCTCATCCCTTCTGLC 699
e st ity -
Sbjct 788 GGECGATGCGLTCCTGGETCTTAACTGOCCGGGTCGTOCCTCCGECGCTGTTACTTTGAAGA 759
e T T AT ST
Spjct 7A@ AATTAGAGTGCTCAAAGCAAGCCTACGCTCTGEATACATTAGCATGGEATAACATTATAG 319
e TP AT T T =
Sbjct 828 GATTTCOGTCCTATTACGTTGGCCTTCOGGATCGOAGTAATGATTAACAGOGACAGCCGT 879
e T AT TR T - 2
Sbjct 8880 GGOCATTCGTATTTCATAGTCAGAGOTOAAATTCTTGGA-TTT 921
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Q. Anexo:

Alineamiento

del

fragmento de ADN amplificado con
los primers “Dgf mn” para Lepechinia

bullata.

Distribution of the top 16 Blast Hits on 16 subject sequences ©
Mouse over to see the title. click to show alignments

Color key for alignment scores

W <40 W40-50 W s0-80 W s0-200 W >=200
Query

| | | I | |

1 60 120 180 240 300

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected.0

1 Alignments

Description

PREDICTED: Sesamum indicum synaptotagmin-2 (LOC105166063). mRNA

PREDICTED: Sesamum indicum synaptotagmin-2-like (LOC105165995), mRNA
PREDICTED: Ervihranthe quttatus synaptotagmin-2 (LOC105956407). transcript variant X2, mRNA
PREDICTED: Ervthranthe guttatus synaptotagmin-2 (LOC105956407 ), franscript variant X1, mRNA
PREDICTED: Sesamum indicum synaptotagmin-2-ike (LOC105159354), mRNA

Sorghum bicolor plant syr (NTMC2T1.1). mRNA

PREDICTED: Thamnophis sirtalis interleukin-1 receptor-associated kinase 2 (IRAK2), iranscript variant X2, mRNA
PREDICTED Thamnaophis sirtalis interleukin-1 receptor-associated kinase 2 (IRAK2), transcript variant X1, mRNA
PREDICTED: Cucumis sativus synaptotagmin-2 (LOC101203849). mRNA

PREDICTED: Capsicum annuum syr 1-like (L OC107840565). transcript variant X2, mRNA

PREDICTED: Capsicum annuum syr 1-like (L OC107840565). transcript variant X1, mRNA

Cucumis melo genomic chromosome. chr 3

PREDICTED: Cucumis melo synaptotagmin-2 (LOC103488056). mRNA
PREDICTED: Arachis ipaensis synaptotagmin-2-like (LOC107628776). mRNA
PREDICTED: Ziziphus jujuba franscription factor EMB1444-like (LOC107430801). transcript variant X1. mRNA

Escherichia phage PBECO 4. complete genome

Max

Total | Query

score score cover

68.0
68.0
644
64.4
64.4
536
50.0
500
500
482
482
482
464
464
4238
4238

68.0
68.0
64.4
64.4
64.4
536
50.0
500
500
482
482
482
464
464
4238
4238

21%
21%
21%
21%
18%
14%
1%
1%
18%
16%
16%
18%
18%
18%
12%
12%

value
1e-07
1e-07
2e06
2e-06
2e-06
0.003
0.037
0.037
0.037
013
013
013
045
045
55
55

Ident

83%
83%
82%
82%
B84%
84%
88%
88%
79%
80%
80%
78%
%
%
83%
82%

o
Accession

XM 0110852831
XM _011085165.1
XM 0129802521
XM 0129802511
XM 0110763921
XM 0024648241
XM 0140591501
XM 014059149 1

XM 00415 2

XM 016684468 1
XM 016684467 1
LNT13257 1

XM 0084466002
XM 0163313721
XM _016041663.1
KC295538.1

Download ~ GenBank Graphics

PREDICTED: Sesamum indicum synaptotagmin-2 (LOC105166063), mRNA

Sequence ID: XM_011085283.1 Length: 1716 Number of Matches: 1

Range 1: 338 to 412 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps

58.0 bits(74) 1le-07 63/76(83%) 3/76(3%)

Query 15 AATTCCCA-GTACAAA-TCGATTCAGCT TGACTTTGAGACACTAACTTTGGGRCTGCCT
Soct 338 MHUAMACAUMATGATTG Taast ot bl
Query 73 CACCTACCTTTTAAGG &8

Sbjct 397 iﬁéé'!'n(liT'!"!"!'Gué{li 412
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Anexo: Control de elucion y de

funcionalidad del soporte
Sepharose 4B.
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S. Anexo: Control de elucion y de
funcionalidad del soporte
Concanavalina A — Sepharose 4B.
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Anexo: Reporte de secuenciacion

del extremo amino terminal
lectina de LLb-II

de

Institut de Biologie Structurale

Groupe Réponse Immunitaire aux Pathogénes et au Soi Altéré
Directrice : Nicole THIELENS

Grenoble, august 11 2015

to: Annabelle VARROT

CERMAV-CNRS
BP 53
38041 Grenoble cedex 9, France

From: Jean-Pierre ANDRIEU
Institut de Biologie Structurale
Plateforme Seq3A : Séquencage et Analyse d'Acides Aminés
Groupe Réponse Immunitaire aux Pathogénes et au Soi Altére
CEA/Crenoble/Batiment [BS2
Campus EPN
4 rue jules Horowitz - 38042 Grenoble

Results of the N-terminal protein sequence analysis
of sample:

LELFR

Sequence run #796/7C

la
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Protein Sequence Determination

Amino acid sequence defermination based on Edman degradation was performed using
an Applied Biosystems gas-phase sequencer model 492 (s/n: 95102871). Phenylthiohydantoin
amino acid denvatives generated at each sequence cycle were identified and quantitated
on-line with an Applied Biosystems Model 140C HPLC system using the data analysis system
for protein sequencing from Applied Biosystems (soffware Procise PC v2.1). The PTH-amino
acid standard kit (Perkin-Elmer P/N 4340968) was used and reconstituted according to the
manufacturer’s instructions (900776 Rev D). The procedures and reagents used were as
recommended by the manufacturer. Chromatography was used fo identify and quantify the
derivatized amino acid removed af each sequence cycle. Retention fimes and integration
values of peaks were compared to the chromatographic profile obtained for a standard
mixture of derivatized aminc acids.

Sequence run #7967C
Sequence found:
ADTIVAVELD

in accordance with the sequence of the N-terminal end of Lectin alpha chain, from the first
residue.

Sequence defermination analyses were performed by J.-P. Andrieu (Insfitut de Biologie
Structurale, CEA/CNRS/UJF, Grenoble, France).

Jean-Pierre ANDRIEU
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U. Anexo: Reporte de secuenciacion del

extremo amino terminal de LSBo-lII

Institut de Biologie Structurale

Groupe Réponse Immunitaire aux Pathogénes et au Soi Aliéré
Directrice : Nicole THIELENS

.t

.
.|'.O o8,

Grenoble, august 12™ 2015

to: Annabelle VARROT

CERMAV-CNRS
BP 53
38041 Grenaoble cedex 9, France

From: Jean-Pierre ANDRIEU
Institut de Biologie Structurale
Plateforme Seq3A : Séquengage et Analyse d'Acides Amines
Groupe Réponse Immunitaire aux Pathogénes ef au Soi Aliere
CEA/Grenoble/Batiment IBS2
Campus EPN
6 rue jules Horowitz - 38042 Grenoble

Results of the N-terminal protein sequence analysis
of sample:

SBOLFR1

Sequence run #/969C
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Protein Sequence Determination

Amino acid sequence determination based on Edman degradation was performed using
an Applied Biosystems gas-phase sequencer model 492 (s/n: 9510287 J). Phenylthiohydantoin
amino acid derivafives generated af each sequence cycle were idenfified and quantifated
on-line with an Applied Biosystems Model 140C HPLC system using the data analysis system
for protein sequencing from Applied Biosystems (soffware Procise PC v2.1). The PTH-amino
acid standard kit (Perkin-Elmer P/N 4340968) was used and reconstituted according fo the
manufacturer’s instructions (900776 Rev D). The procedures and reagents used were as
recommended by the manufacturer. Chromatography was used to identify and quantify the
derivatized amino acid removed af each sequence cycle. Retention times and integration
values of peaks were compdred to the chromatographic profile obfained for a standard
mixture of derivatized amino acids.

Sequence found:

in accordance with the sequence of the N-terminal end of Lectin alpha chain, from the first
residue.

Sequence run #7969C

ADTIVAVELD

Sequence determination analyses were performed by J.-P. Andrieu (Institut de Biologie
Structurale, CEA/CNRS/UJF, Grenoble, France).

Jean-Pierre ANDRIEU
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