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Resumen

Se estudiaron tres lectinas de la familia Fabacea (LDG-1 y LDG-II de D. grandiflora, y LGL-II de G.
lindenii), y se determind su especificidad de unién y la influencia de ciertos glicotopes, asi como de
algunos residuos de azUcares circundantes en el reconocimiento de cada lectina, usando distintas
glicoformas de O/N-glicoproteinas, eritrocitos de diferente perfil glicomico y a través del acople
molecular in silico para la LGL-lIl. Se evalué el efecto de las lectinas sobre los procesos de
proliferacién y migracién celular en queratinocitos epidérmicos humanos; y se propuso un modelo
de interacciones moleculares promovidas por las mismas. Las lectinas tipo Il, i.e., LDG-Il y LGL-II
(con especificidades por cierto tipo de galactésidos y determinados glicotopes) mostraron efectos
positivos sobre la proliferacion y la migracion en queratinocitos epidérmicos humanos; mientras que
la lectina LDG-I (con especificidad por manésidos y otros glicotopes) mostré efecto positivo sobre la
proliferacién solo en la menor concentracién usada e inhibié la migracion en todas las condiciones
probadas.

La expresion del receptor de crecimiento epidérmico EGFR fosforilado se vié incrementada en
lisados de queratinocitos cultivados en presencia de las lectinas tipo Il; y se detecté un aumento en
la concentracién del factor EGF en los sobrenadantes de células cultivadas en presencia de LGL-II.
Se observaron algunas similitudes en la especificidad de las lectinas tipo Il hacia ligandos
conocidos de la galectina-3 (LGALS3), lectina que tiene un papel en la reepitelizacién de la piel en
mamiferos, y se plantean algunas semejanzas en los modelos propuestos de interacciones
moleculares de las lectinas LDG-Il y LGL-Il, con las interacciones conocidas y predichas de la
galectina LGALS3 con glicoconjugados celulares encontradas en bases de datos y en articulos
publicados. Los resultados obtenidos, nos permiten tener como perspectiva la realizacién de
estudios enfocadas a evaluar el efecto de las lectinas vegetales tipo Il, en heridas de piel en
modelo mamifero, y el uso potencial de alguna(s) de estas en tratamientos de curacién de lesiones
cutaneas en humanos, teniendo en cuenta sus efectos y sus especificidades de ligando.

Palabras clave: Lectina, Diocleae, glicotope, proliferacion celular, migracion celular, queratinocitos
epidérmicos, lesion cutanea.



Abstract

Three plant lectins from Fabacea family were studied (LDG-I and LDG-II from D. grandiflora, and
LGL-Il from G. lindenii); their binding specificity was evaluated and the influence of certain
glycotopes as well as some residues of surrounding sugars in the recognition of each lectin was
determined using different glycoforms of O/N-glycoproteins, erythrocytes of different glycomic profile
and through the in silico molecular docking for LGL-II. Lectins effect on the proliferation and cell
migration processes in human epidermal keratinocytes was accesed; and a model of molecular
interactions promoted by them was proposed. LDG-II and LGL-II (with specificities for a certain type
of galactosides and certain glycotopes) showed proliferative and migration effects in human
epidermal keratinocytes; while LDG-I lectin (with specificity for mannosides and other glycotopes)
produced positive effect on proliferation only at the lowest concentration used and inhibited
migration under all conditions tested.

The expression of the epidermal growth receptor EGFR phosphorylated was increased in lysates of
keratinocytes cultured in the presence of the lectins type Il; and an increase in the concentration of
EGF factor was detected in supernatants of cells cultured in the presence of LGL-Il. Some
similarities were observed in the specificity of lectins type Il towards known ligands of galectin-3
(LGALS3), lectin that has a role in re-epithelialization of the skin in mammals; and some similarities
are suggested in the proposed models of molecular interactions of lectins LDG-Il and LGL-II, with
the known and predicted interactions of galectin-3 LGALS3 with cellular glycoconjugates, found in
databases and published articles. The results in the present work allow us to have the prospect of
carrying out studies of the effect of plant lectins type Il on skin wounds in a mammalian model, and
the potential use of some of said lectin (s) in healing treatments of skin lesions in humans,
considering their effects and their ligand specificities.

Keywords: Lectin, Diocleae, glycotope, cell proliferation, cell migration, epidermal keratinocyte, skin
lesion.
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Introduccién

La palabra “lectina” proviene del vocablo latin “legere”, que significa seleccionar; originalmente el
término fue acufiado para referirse a un grupo de proteinas encontradas en las semillas de plantas
y que poseen la propiedad de aglutinar eritrocitos (Boyd & Shapleigh, 1954). Con el descubrimiento
de la presencia de lectinas en diversas fuentes, el término fue ampliado para incluir proteinas de
cualquier origen biologico, con la capacidad de unirse a carbohidratos y que pueden permanecer
solubles o unidas a la membrana (Ashwell & Morell, 1977). En la actualidad, el término “lectina”
representa a un grupo heterogéneo de proteinas que se producen de forma ubicua en los
organismos Vvivos; que poseen dominios de reconocimiento de carbohidratos (DRC) con un amplio
espectro de arquitecturas que les brindan la capacidad de interactuar de manera selectiva,
reversible y no covalente con estructuras especificas de carbohidratos y glicoconjugados solubles o
integrales de membrana, mediando asi una variedad de eventos de reconocimiento biolégico en
superficies celulares y fluidos fisiolégicos, incluyendo comunicacién celular, metastasis, inmunidad
innata, recambio de glicoproteinas de suero, reconocimiento esperma-ovulo, interaccion
hospedero-patdégeno y proteccion vegetal contra fitopatdégenos, entre otros (André et al., 2015; Dam
et al, 2016; Gabius et al., 2011a; Pérez S et al, 2014; Vijayan & Chandra, 1999). Por otro lado, las
lectinas carecen de actividad enzimatica sobre su ligando, son diferentes de los anticuerpos y de
las proteinas sensoras de carbohidratos durante las reacciones de defensa y quimiotaxis de las
plantas, y de las proteinas de transporte de mono y oligosacéridos libres (André et al., 2015;
Gabius et al., 2011a; Murphy et al., 2013).

Las lectinas aisladas de plantas se han encontrado en semillas, raices, bulbos, corteza y hojas
(Goldstein & Poretz, 1986); en donde desempefian papeles esenciales, siendo reservas
moleculares de iones metdlicos y de aminoacidos para el crecimiento y mantenimiento celular
(Céndido et al.,, 2011); estando involucradas en mecanismos de defensa por sus propiedades
insecticidas, antifangicas y antimicrobianas (De Schutter et al., 2015); o manteniendo, a través de
sus dominios DRC, la simbiosis de las raices de la planta con bacterias fijadoras de nitrdgeno para
aumentar la productividad de la planta (de Vasconcelos et al.,, 2013). Debido a su potencial
biotecnoldgico y a la investigacion cada vez mas detallada de su especificidad de unién a ligandos
particulares, las lectinas vegetales han sido utilizadas con varias aplicaciones en investigacion
biomédica Melnykova et al., 2013), incluyendo analisis de glicanos (Hirabayashi et al, 2013;
Iskratsch et al., 2009; Kuno et al., 2005), estudios de expresion y modificacion de carbohidratos en
glicoconjugados presentes en las superficies de células normales y de aquellas que experimentan
estados patologicos (Lima et al., 2013; Maresca et al., 2012; Méhul et al., 2003; Naeem et al.,
2007), determinacion de cambios en la glicosilacion de marcadores tumorales (Amorim et al., 2013;
Madariaga et al., 2015;), inhibicibn de adherencia microbiana (Cavalcante et al., 2011),
reconocimiento de antigenos superficiales que caracterizan los diferentes grupos histo-sanguineos
(Matsui et al., 2001) y direccionamiento de farmacos (Ahmed et al., 2015).
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Aplicaciones de las lectinas. Cummings, R.D. & E Etzler, M.E. (2009). Capitulo 45: Antibodies and Lectins
in Glycan Analysis. En: Varki, A., Cummings, R.D., Esko, J.D., et al., editors, Segunda Edicion, Essentials of
Glycobiology. Cold Spring Harbor (NY): Cold Spring Harbor Laboratory Press. Recuperado y adaptado de
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1919/. [Fig. 45.7].

Hasta la fecha, han sido publicadas cinco investigaciones acerca del efecto de cuatro lectinas
vegetales y una lectina de alga, sobre aspectos clinicos e histolégicos en heridas cutaneas
realizadas experimentalmente en modelo murino. Dichos estudios muestran resultados a partir de
pruebas in vivo en lesiones de piel tratadas con las lectinas de manera tépica, y se refieren a
evidencia histolégica de reepitelizacion, deposicion nueva de colageno, desarrollo de nuevos brotes
de anexos de la piel (glandulas sudoriparas, glandulas sebaceas, vasos sanguineos, terminaciones
nerviosas), asi como a la ocurrencia de signos inflamatorios necesarios para la induccion de la
curacion de las lesiones (edema, hiperemia y migracion de células polimorfonucleares hacia el sitio
de la herida), y a una mayor tasa en el cierre y recuperacion de la lesiébn en comparacion con los
grupos control (Coriolano et al., 2014; Brustein et al., 2012; do Nascimento-Neto et al., 2012; Neto
et al., 2011; de Melo et al., 2011). Aun no se han establecido los mecanismos moleculares por los
cuales algunas lectinas vegetales promueven y ejercen una accion cicatrizante de lesiones
cutaneas; por otra parte, estas moléculas se convierten en proteinas potenciales que pueden
promover los procesos de migracion y proliferacion celular en queratinocitos epidérmicos.

La lectina de origen mamifero galectina 3 (LGALS3) promueve la reepitelizacion de la piel
(Panjwani et al., 2014.). LGALS3 se sobreexpresa en el borde de las heridas (Liu, W et al., 2012) y
reconoce estructuras de carbohidratos presentes en glicoproteinas transmembranales tales como
el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR, Epidermal Growth Factor Receptor),
influyendo asi en las vias de sefializacion de proteinas quinasas activadas por mitdégenos (MAPK,



Mitogen-Activated Protein Kinase) y proteina quinasa B (Akt) (Kariya et al., 2010; Larsen et al, 2011;
Liu, W et al.,, 2012); vias que desencadenan la proliferacién y supervivencia celular (Roskoski,
2012). Igualmente, LGALS3 interactua con la integrina a3p1, promoviendo la activacion de enzimas
efectoras como la quinasa de adhesiones focales (FAK, Focal Adhesion Kinase) y la proteina G
miembro de la familia de GTPasas Rho (Racl GTPasa), las cuales participan en la modulaciéon de
la adhesién celular a glicoproteinas de la matriz extracelular (MEC), la formacién de lamelipodios y
la migracion celular (Friedrichs et al., 2008; Saravanan et al., 2009). También, se ha observado que
LGALS3 puede estimular la produccion de algunos factores de crecimiento en células normales y
cancerosas (MacKinnon et al, 2012; Timoshenko et al; 2010).

Ligando del receptor EGFR

Integrina

Receptor
EGFR
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«@«E
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Supervivencia Proliferacion Filopodios Haces de actina o
contractil Lamelipodios

Vias de sefializacion inductoras de proliferacién, supervivenciay migracion celular. Izquierda: Factores
ligandos del receptor del factor de crecimiento epidérmico EGFR se unen al dominio extracelular del receptor,
induciendo su dimerizacién y activando vias de sefializacién cruciales para la proliferacion y supervivencia
celular. Recuperado y adaptado de Bardelli & Janne, 2012 [Fig.1]. Derecha: La interaccion de integrinas con
moléculas de la matriz extracelular induce cambios en el citoesqueleto y regula la migracion celular a través
de vias dependientes de la quinasa de adhesiones focales FAK. Recuperado de Zhong et al, 2010 [Fig. 3].

Los queratinocitos epidérmicos representan el principal tipo celular de la epidermis, capa mas
externa de la piel y estructura primordial en la formacion de la barrera cutanea contra las
agresiones ambientales (Proksch et al., 2008). La migracién y proliferacion de queratinocitos son
los eventos mas relevantes en la reepitelizacion de la piel, la cual ocurre reconstituyendo la
epidermis durante la fase proliferativa de la cicatrizacion (Guo et al., 2010). Dado que LGALS3
juega un papel primordial en los procesos de proliferacion y migracién celular durante la
reepitelizacion (Pastar et al., 2014), su actividad es relevante en la cicatrizaciéon de heridas
cutaneas. Por otro lado, se ha observado el efecto de algunas lectinas vegetales y de hongos sobre
el proceso de migracion de neutréfilos hacia las heridas epiteliales, donde estas células pueden
cumplir su funcion protectora al eliminar agentes infecciosos y tejido muerto (Chahud et al., 2009;
Ganiko et al., 2005; Santos-de-Oliveira et al., 1994); y en la modulaciéon del sistema inmune al
promover la liberacion de citoquinas proinflamatorias por macrofagos (Ditamo et al., 2015; Yu et al.,
2015).
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En el presente trabajo de tesis se determind el efecto de las lectinas vegetales con especificidad
por galactosidos o manosidos, sobre los procesos de migracion y proliferacion en queratinocitos
epidérmicos humanos. Las lectinas usadas en la presente investigacion provienen de semillas de
plantas de la familia Fabaceae: Lectinas de Dioclea grandiflora (LDG-l1 y LDG-II), y lectina de
Galactia lindenii (LGL-1l). Con las lectinas se llevaron a cabo ensayos de interacciobn con
glicoproteinas remodeladas, las cuales presentan estructuras definidas de glicanos; y también se
usaron en ambientes de membrana celular por medio de ensayos de aglutinacién de eritrocitos de
diferente origen que expresan perfiles glicomicos distintos. Los resultados permitieron ahondar en
el conocimiento de la especificidad de las tres lectinas, estudiar sus efectos sobre la migracion y
proliferacion en queratinocitos (linea celular HaCat), y sobre la expresion de proteinas que hacen
parte de las cascadas de sefializacion de estos dos procesos.

La lectina de D. grandiflora (LDG-I) con especificidad por mandsidos y otros glicotopes, solo tuvo
un efecto positivo sobre la proliferacién a la menor concentracion usada (1.5 pg/mL) e inhibi6 la
migracion de los queratinocitos epidérmicos en todas las condiciones probadas, mientras que las
lectinas con especificidad por galactosidos y otros glicotopes (LDG-Il y LGL-Il), promovieron los
procesos de migracion y proliferacion celular, dentro de un rango de concentracién dependiente del
proceso y de la lectina (1.5 — 25 uyg/mL); y también tuvieron un efecto sobre la expresion del
receptor EGFR, involucrado en las vias de sefializacion de éstos dos procesos. Se observaron
similitudes entre las especificidades de las lectinas tipo Il ensayadas (LDG-Il y LGL-II) con la de la
lectina mamifera, galectina (LGALS3), involucrada en la cicatrizacion de lesiones. Los resultados
obtenidos contribuyen a la profundizacion en el conocimiento de la especificidad de las tres lectinas
vegetales ensayadas. También son un punto de partida para la elucidacién de los mecanismos
moleculares y bioquimicos involucrados en los procesos de recuperacion de lesiones cutdneas
mediados por lectinas vegetales, dado que hasta la fecha dicho efecto se habia caracterizado
solamente en términos clinicos e histoldgicos.

Uno de los objetivos del Grupo de Investigaciéon en Proteinas (GRIP), busca explorar los usos
potenciales de las lectinas vegetales, teniendo en cuenta que se han aislado y caracterizado varias
lectinas aisladas de plantas endémicas y de algas marinas (Almanza et al., 2004; Hidalgo, 2017;
Melgarejo et al., 2005; Pérez G, 1993; Pérez G, 1995; Pérez G, 1998; Quintero, 2014; Sierra &
Pérez G., 1999; Vega et al, 2006; Wilches et al., 2017). Por otro lado, el Grupo de Investigacion en
Hormonas centra su interés en el area de bioquimica, biologia molecular de hormonas y factores de
crecimiento entre otros; moléculas cuya presencia conlleva a la organizacion de estructuras
macromoleculares generando cascadas de sefalizacion (Adak et al., 2011); que muchas veces se
ven incrementadas en células de la piel por la interaccion de receptores transmembranales con la
galectina LGALS3 (Kariya et al., 2010; Liu W et al., 2012). En el presente trabajo y con la
experiencia de cada uno grupos de investigacion, se determinaron parcialmente las vias de
sefializacion por las cuales las lectinas LDG-Il y LGL-Il de la tribu Diocleae, promovieron los
procesos de migracion y proliferacion en queratinocitos epidérmicos. Como perspectivas se
propone evaluar el efecto de las lectinas tipo Il en otros tipos celulares encontrados en la piel (vg.
fibroblastos, entre otros), asi como pruebas in vivo sobre lesiones cutaneas en modelo mamifero y
evaluar el uso potencial de alguna(s) lectina(s) tipo Il en tratamientos de curacion de lesiones
cutaneas en humanos, teniendo en cuenta sus efectos y sus especificidades de ligando.
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1.1. Lectinas de la Familia Fabaceae

Las lectinas se encuentran en todos los reinos de la vida. Debido a su gran abundancia en los
granos de uso alimenticio para humanos y animales, histéricamente se han purificado muchas
lectinas presentes en plantas leguminosas (Familia Fabaceae), las cuales son sintetizadas durante
el desarrollo de la semilla varias semanas después de la floracion (Melgarejo & Pérez G, 1997,
Wenzel et al, 1993), y transportadas a las vacuolas donde se comienzan a condensar en vesiculas
especializadas llamadas cuerpos protéicos (Fig.1-1). Las lectinas purificadas y usadas en este
trabajo se aislaron de semillas de especies de la Famillia Fabaceae, y dentro de ésta, a la tribu
Diocleae.

Figura 1-1. Localizacién
inmunocitoquimica de una lectina de
Dioclea lehmanni en las semillas. La
lectina se detectd en vacuolas (V) del
eje embrionario y en cuerpos protéicos
(PB) de células de parénquima en
cotiledones de semillas maduras. CW:
pared celular. Recuperado de Melgarejo
& Pérez G, 1997.
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1.2. Similitud estructural y diversidad funcional en proteinas con plegamiento tipo lectina
de leguminosa

Las lectinas son proteinas que varian en su masa molecular, estructura, organizacion molecular y
composicion de amino&cidos en sus dominios de reconocimiento de carbohidratos (DRC); ademas,
pertenecen a distintas familias de proteinas, clasificadas segun sus propiedades bioquimicas,
funcionales o estructurales. La identidad de secuencia entre lectinas de diferentes familias puede
ser tan baja como del 2% (Chandra et al, 2001). Por otro lado, lectinas estructuralmente similares
pueden mediar diferentes funciones biologicas, vg., las galectinas median interacciones
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intermoleculares tanto en la superficie como en el citoplasma de células animales (Liu et al., 2012;
Saravanan et al., 2009; Yu et al., 2015; Zhuo et al., 2008), las cuales desencadenan diferentes
procesos celulares (proliferacion, adhesion, migracion, apoptosis, inflamacién, entre otros);
mientras que la Arcelina-1, lectina de Phaseolus vulgaris, posee propiedades insecticidas y protege
a la semilla de larvas de coledpteros depredadoras (Mourey et al., 1998).
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Estructuralmente, un dominio especifico es el andamio para los diferentes grupos de lectinas con
secuencias no relacionadas (Fig. 1-2). Las lectinas de leguminosas estan compuestas por dos o
cuatro subunidades idénticas o casi idénticas, con pesos moleculares entre 25-30 kDa cada una; y
cada subunidad contiene un dominio DRC (André et al., 2015; Loris et al., 1998). Las subunidades
muestran un alto grado de conservacion del plegamiento, siendo la arquitectura prototipo del
protémero el “plegamiento tipo de lectina de leguminosa”, caracteristico tanto en las lectinas de
leguminosas (Familia Fabaceae), asi como también en galectinas y pentraxinas mamiferas (André
et al., 2015; Loris, 2002). Lo anterior podria indicar la ocurrencia de una evolucion convergente
entre estructuras de proteinas con secuencias no relacionadas que poseen retos funcionales
similares (reconocimiento de moléculas que contengan carbohidratos en su estructura).

El plegamiento tipo lectina de leguminosa esta representado por hojas B empaquetadas entre ellas
formando un B-sandwich antiparalelo (Fig. 1-3). El nimero de hebras 3 que conforman las hojas
puede variar entre tipos de lectinas (Fig. 1-4; André et al., 2015; Lagarda-Diaz et al, 2017; Loris,
2002). El B-sandwich esta formado por una hoja B frontal curva compuesta por 5-7 hebras 8, otra
plana posterior de 4-6 hebras B; conectadas en uno de los lados por otra hoja antiparalela superior
de 5 hebras B (Chandra et al., 2001; Loris et al., 1998). Las hojas frontal y posterior son casi
paralelas y se pueden encontrar a una distancia cercana a 13 A, segin se ha calculado
determinando las distancias entre los centroides de los &tomos Ca de cada hoja, en alrededor de
300 estructuras de proteinas que contienen el plegamiento tipo lectina de leguminosa (Chandra et
al., 2001); dicha distancia es requerida para la formacion de un cluster de residuos hidrofébicos
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cuyas cadenas laterales aromaticas estan posicionadas entre las hojas frontal y posterior brindando
estabilidad al plegamiento (Lagarda-Diaz et al, 2017). Las hebras de las hojas frontal y posterior
pueden estar compuestas por 5-7 residuos, mientras que la hoja superior por hebras de 2-4
residuos. Las hebras B estan conectadas por bucles (Chandra et al., 2001; Lagarda-Diaz et al,
2017).

e

A Hoja superior B

Sitio de unidn del
carbohidrato

Nucleo
hidrofébico |
primario £

Nticleo hidrofébico
secundario

Hoja frontal
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Figura 1-3. Esquemas del plegamiento tipo lectina de leguminosa. A. Posicion de las 3 hojas B y del
carbohidrato en el monémero de la lectina. B. Diagrama de cintas de subunidad de lectina de Arachis
hypogaea (mani). Recuperado de Chandra et al., 2001.

Andlisis comparativos condujeron a determinar que la presencia de las 3 hojas en aquella
geometria particular y sus conectividades topoldgicas son primordiales para la formacién y
estabilidad del plegamiento; mientras que la curvatura de la hoja frontal, la presencia de ndcleos
hidrofébicos y los bucles del sitio de union se requieren para generar diversidad y especificidad a
carbohidratos particulares (Chandra et al, 2001). El ensamble en formas tetraméricas que muestran
algunas lectinas (Fig. 1-4), implica la asociacion de dos dimeros alineados de forma antiparalela
por la hoja posterior (Lagarda-Diaz et al, 2017; Loris et al., 1998).
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Figura 1-4. Estructura terciaria y cuaternaria de lectinas. Izquierda: Monémero de galectina-3 humana
(LGALS3) en complejo con lactosa (Lac) (PBD: 4RL7). Derecha: Tetramero de lectina LDG-I de D.
grandiflora. Cada subunidad de LDG-I interactiando con una molécula de trimanésido (PBD: 1DGL). Esferas
grises y negras representan iones metalicos divalentes.

1.3. Complementariedad estructural lectina — carbohidrato

En comparacién con las interacciones proteina - proteina, aquellas existentes entre las lectinas y
los carbohidratos individuales es débil (rango mM), y requieren de un incremento en la afinidad
para alcanzar el significado bioldgico de la interaccion. La afinidad de union aumenta a través de
uniones multivalentes en varios sitios de union, incluyendo residuos internos (encriptados) o
residuos terminales (externos) de los oligosacaridos, y por el reconocimiento de estructuras de
polisacéaridos altamente organizadas (Nagae et al., 2014); de igual forma, la multimerizacién de las
lectinas puede incrementar su avidez de union a ligandos multivalentes o agrupados (Fig.1-5).



21

Lectina divalente + ligando divalente I Ligando |

Lectinatetravalente + ligando divalente

Figura 1-5. Esquemas de complejos multivalentes lectina - ligando. Arriba: Dimero de galectina 1 en
complejo con glicano biantenario (PDB: 1SLB). Abajo: lectina vegetal tetramérica tetravalente de Glycine max
(soya) en complejo con glicano biantenario (PDB: 1SBE). Los sitios de unién a carbohidrato estan sefialados
con asteriscos. Recuperado de Nagae et al., 2014.

La especificidad de reconocimiento de las lectinas se basa en la complementariedad estructural
lectina — carbohidrato. Los grupos hidroxilo de los carbohidratos promueven la formacién de
puentes de hidrégeno y, en algunos casos, la coordinacion de iones Ca?* (Fig. 1-6). La diferencia
en la posicion de un solo grupo hidroxilo en los carbohidratos constituyentes de los glicanos puede
tener consecuencias durante el bioreconocimiento (Gabius et al., 201l1a). Los puentes de
hidrégeno (con o sin la participacion de moléculas de agua), las interacciones entre los enlaces C-H
y la carga negativa de la nube de electrones en el orbital 1 presente en residuos Trp especificos,
pueden cooperar para brindar ajustes moleculares mas precisos (André et al., 2015; Murphy et al.,
2013; Nagae et al., 2014). En algunos casos, la parte anionica en los glicanos sialilados también
promueve enlaces ionicos (Murphy et al.,, 2013). Las caracteristicas de reconocimiento de
carbohidratos mencionadas pueden ser observadas en diferentes combinaciones entre las lectinas
(Gabius et al., 2011a; Murphy et al., 2013), y los motivos de secuencia de amino&cidos dentro del
domino DRC (Fig. 1-7), pueden variar entre tipos de lectinas (André et al., 2015; Lagarda-Diaz et
al, 2017; Loris, 2002).
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(b)

Figura 1-6. Perfiles de interaccién lectina — carbohidrato. (a) Acople entre residuo de galactosa y
galectina 1 humana a través de tres puentes de hidrogeno cooperativos (donor azul/aceptor rojo) y de la
interaccion C-H con la nube de 1 del residuo Trp central del sitio de union de la lectina (PDB: 1GZW). (b)
Lectina vegetal ConA en complejo con manésido por medio de puentes de hidrégeno (PDB: 1I3H). (c) Lectina
del tipo C de suero en la cual el ion Ca?* (esfera amarilla) es esencial para una organizacién 6ptima del sitio
de unién a manosa. Recuperado de Gabius et al., 2011b.
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Figura 1-7. Motivos de aminoacidos en el sitio de reconocimiento (a-b). Galectina LGALS3 interactla
con B-galactosa (PDB: 1KJL) y lactosa (PDB: 3ZSJ) a través de residuos H158, R162, N174 y E184. (c).
E201 en isolectina B4 de Vicia villosa interactua con N-acetil-D-glucosamina (PDB: 1N47). (d). Motivo en
isolectina B4 de V. villosa (D45, G103, Y127, N129, L213, N214) que interactda con antigeno Tn (GalNac-O-

Ser) sobrexpresado en carcinomas (PDB: 1N47).
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1.4. Lectinas de la Tribu Diocleae

Dentro de la familia de plantas Fabaceae, la subtribu denominada Diocleinae estaba clasificada
como una de las subdivisiones de la tribu Phaseoleae (Varela et al., 2004). Un analisis filogenético
molecular basado en marcadores nucleares y de cloroplasto, cuyos resultados fueron publicados
en el afio 2015, soporta fuertemente el restablecimiento de la subtribu Diocleinae a nivel de tribu
Diocleae, con tres linajes o clados principales: Canavalia, Dioclea y Galactia (Fig.1-8). Los
miembros de esta tribu son en su mayoria del Nuevo Mundo, representan plantas lefiosas o
gruesas, de flores grandes con discos prominentes sobre el ovario, y con hilia largos donde se
insertan los funiculos que mantienen las semillas unidas al fruto (Queiroz et al., 2015).

Lectinas de varias especies de la tribu Diocleae han sido aisladas e identificadas en términos de
sus caracteristicas fisicoquimicas y de su inhibicion (Almanza et al, 2004; Almeida et al, 2011;
Azevedo et al 2011, 2012; Batista et al, 2010; Cavada et al, 1996, 2006, 2018; Correia et al, 1995;
Dam et al, 1998, 2000, 2005, 2011; De Souza et al, 2003; Fukuda et al, 1994; Goldstein et al, 1986;
Grangeiro et al 1997; Gupta et al, 1996; Lependu et al 1986; Melgarejo et al, 2005; Moreira et al,
1983, 1996, 1997; Pérez G et al, 1990, 1991; Pérez G, 1998; Quintero, 2014; Ramos et al, 1996;
Reynolds & Pérez S, 2011; Rocha et al, 2009; Sierra & Pérez, 1999; Silva et al, 2014; Sumner &
Howell, 1936), asi como de la de la estructura de sus cristales y la termodinamica de su unién a
carbohidratos (Barbosa et al, 2013; Dam et al., 1998, 2005; 2011; Rozwarski et al, 1998; Wah et al,
2001; Zamora-Caballero et al, 2015). Algunas de estas lectinas han mostrado ser estables a
diferentes rangos de pH (4 - 10) y temperatura (20 - 40°C), ademas, un aspecto interesante de la
tribu Diocleae es el hecho de que en sus semillas se han encontrado dos tipos de lectinas (lectinas
tipo | y lectinas tipo 1) con propiedades fisicoquimicas y de especificidad diferentes. En este trabajo
se aislaron las lectinas de las semillas de Dioclea grandiflora y Galactia lindenii (Fig. 1-9), plantas
de la tribu Diocleae, endémicas de Brasil y Colombia, respectivamente (Andrade-Lima, 1954;

Burkart, 1971).
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Dioclea clade Macropsychanthus lauterbachii o 1360)

Cy roseum (oc 286%)
Cleobulia crassistyla (sr 12224)
Cleobulia multifiora s 13)
Dioclea lasiophylla (oc 2324)
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94 98

Dioclea virgata (oc 2017)

— (Ks.n)
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Figura 1-8. Clados de plantas de la tribu Diocleae. Adaptado de Queiroz et al., 2015.
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Figura 1-9. Plantas fuentes de las lectinas. Arriba: Semilla y flor de D. grandiflora. Recuperado de
http://www.colecionandofrutas.org/fabaceae.htm. Abajo: Planta del género Galactia y espécimen de G.lindenii
del Herbario del Jardin Botanico de Bogotd. Recuperados de Queiroz et al, 2015 y de
http://colecciones.jbb.gov.co/herbario/especimen/11213, respectivamente.

1.4.1. Lectinas de tipo |

En varias especies de plantas de la tribu Diocleae se han caracterizado lectinas que muestran
especificidad hacia manosa/glucosa (Man/Glc), las cuales han sido purificadas por afinidad usando
resinas basadas en dextrano, y su actividad aglutinante sobre eritrocitos puede ser inhibida por
manosidos o glucosidos. Estas lectinas Man/Glc son denominadas lectinas de tipo | y muestran
entre si altos porcentajes de identidad de sus secuencias (80-99%), en comparacion con lectinas
Man/Glc de otras plantas Fabaceae de diferente tribu, como aquella de P. vulgaris de la tribu
Phaseolinae (Tabla 1-1).

Tabla 1-1. Comparacion de la secuencia de lectina tipo | de Dioclea grandiflora (LDG-I)
con secuencias de otras lectinas tipo | de la tribu Diocleae

Lectina Max Total % Cobertura E-value % ldentidad Acceso
score score
D. violacea 475 475 100 le-174 99 2GDF A
D. guianensis 460 460 100 9e-169 96 1HOW A
D. lasiophylla 453 453 100 5e-166 94 6CJ9 A
D. lasiocarpa 452 452 100 8e-166 94 5UUYA
D. lehmannii 429 429 100 2e-156 89 A45587
C. roseum 426 426 100 2e-155 94 3A0K A
C. bonariensis 417 417 100 le-151 86 5U3E A
C. floribunda 406 406 100 2e-147 84 2D3P A
C. mollis 406 406 100 2e-147 84 1IMVQ A
C.ensiformis 402 402 100 6e-146 83 P81461.1
C. gladiata 402 402 100 6e-146 83 1WUV A
C. virosa 400 400 100 7e-145 82 AAB28242.1
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C. maritima 399 399 100 2e-144 82 20W4 A
C. brasiliensis 395 395 100 3e-143 81 P55915.1
P. vulgaris* 141 246 96 le-42 57 AAF28739.1

Secuencias de lectinas tipo | de la tribu Diocleae de los géneros Dioclea; Cymbosema (C. roseum); Canavalia (C: bonariensis; C.
ensiformis; C. gladiata; C. virosa, C. maritima; C. brasiliensis); Cratylia (C. floribunda; C. mollis); y de * Phaseolus vulgaris de la tribu
Phaseolinae, Método Smartblast: blast.ncbi.nlm.nih.gov/smartblast/smartBlast.cgi, realizado el 01.05.2018.

En la Tabla 1-2 se muestran propiedades fisicoquimicas (punto isoeléctrico, y masa molecular de la
lectina nativa o de sus subunidades) y actividad eritroaglutinante de lectinas tipo | conocidas de
diferentes especies de la tribu Diocleae, incluyendo datos de concentracion minima aglutinante
(CMA) de la lectina | de D. grandiflora (LDG-I) obtenidos en el presente trabajo. Para muchas
lectinas |, por SDS-PAGE se han observado tres bandas: una correspondiente al monémero de la
lectina (a), y las denominadas B y y, que son fragmentos originados del procesamiento proteolitico
parcial post-traduccional realizado por una asparaginil endopeptidasa que escinde el enlace
Asn118-Serl119 durante el desarrollo de la semilla, y corresponden a los extremos N- y C-terminal
de la lectina (Ainouz et al., 1987; Carrington et al, 1985). Por otro lado, no hay una uniformidad en
la manera como se reporta la actividad aglutinante en los diferentes estudios; algunos la describen
en términos CMA, otros como titulo especifico o en escalas cualitativas (+1: aglutinacién débil, +4:
aglutinacion fuerte). Sin embargo, a partir de los diferentes tipos de datos se puede obtener un
orden de potencia de aglutinacion en los casos en que se usan eritrocitos de diferente origen.
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abla 1-2. Caracteristicas fisicoquimicas y actividad eritroaglutinante de lectinas | de plantas de la tribu Dioclea

Propiedades Fisicoquimicas - . .
Tipo de v P> P Tipo de eritrocito que
) Clado | Genero Especie v r subunidad (o) aglutina o datos de Referencias
Lectina nativa | o fragmentosByyvy | pl luti i
(kDa) (kDa) aglutinacion
Cavada et al, 2018;
C. bonariensis / a:25.5; B:13;y:12.5 / Conejo Dam et al, 1998c;
Silva et al , 2014;
Dam et al , 1998;
s . 20 ReA e e Caballo > Perro > Conejo, O+. |Grangeiro et al 1997;
C. brasiliensis 88 a:30; B:16;y:12 / NA: Vaca. Pérez, 1098: Ram 0s
et al, 1996
Agraw al & Goldstein,
1967; Chen, 2008;
Perro > Ratén, Mono > Conejo > Dam et al, 1998,
. . Rata > O+. También A, B, AB, |2005; Goldstein et al ,
. . C. ensiformis 96 ®:25.5; B:14;y:12.5 71 Pollo, Paloma y Carpa. NA: 1986; Gupta et al ,
Canavalia| Canavalia Cabra ni Vaca. 1996; Perez, 1998;
Reynolds & Perez,
2011
Kojima et al , 1991;
C. gladiata 60 a: 30 / Ratén, oveja, conejo, humano Une et al ., 2018;
Wong & Ng, 2005
. . Ceccatto et al, 2002;
C. grandiflora a:29; B:16;y:12 / Conejo Dam et al , 2000
Delatorre et al , 2006;
L . Pérez et al, 1991;
C. maritima / / / O+, Conejo Ramos et al , 1996a,
1996b
. . Cavada et al , 2006;
Cymbosema C.roseum / a:30; B:18;y:12 / Conejo, CMA: 2 ug/mL Dam et al , 2011
D. altissima 100 a:26.3; B:14;y:9 8.8 Conejo, CMA: 1.3 pg/mL Moreiraet al , 1997
B R Dam et al, 1998;
D. guianensis 100 a:30;B:18;y:12 Conejo, P.OHO‘ NA: hl..lmano, Vasconcelos et al ,
vaca, oveja, cabra ni cerdo. 1901
Tipo | Cortazar et al , 2018;
(especificidad CMA: 0.58 pg/mL (A, B, T, Tn, zlg:;\g (e; al, 1998|,
por Cerdo); 1.17 pg/mL (O, Oveja). | 20°F "\Ao”r';tif‘:;taal’
mant’as.ldos/ D. grandiflora 100 a:25;B8:13;y: 8 8.8 | Caballo > Conejo, Perro > ABO. .. '
glucésidos) También Cabray Oveia. NA: 1983; Ramos et al ,
y Oveja- WA~ | 1996a, 1996b; Perez
Vaca 1998; Reynolds &
Perez, 2011
D. lasiophylla / a:25.6;B:13;y:12.6 / Conejo Pinto Jr et al, 2013
Conejo > Perro > Caballo > ABO. pérez et al , 1990
Dioclea i o - B:14:v: ié ; . A
D. lehmanni / a:25.3; B:14;y:/ 8.2 Tamblerj de Oveja, Cabra, Rata, 1991: Pérez, 1998
Dioclea Rat6n, Mono. NA: Vaca.
Conejo > BO.
. 5 Cavada et al , 1996;
D. rostrata / a:30.9; B:15.8;y: 11.7 / CMA: 3 pg/mL ((_Zonejo). NA: Dam et al , 1998, 2000
cabra ni A+.
D. sclerocarpa 102 a:25.6; B:12.8;y:12.7 / Conejo, CMA: 0.4 ng Correia et al , 2011
D. sericea 52.9 a:29.9;B8:16.5;y:13.4 | 6.7 AB > O, caprino, perro, ratéon, Sierra & Pérez, 1999
Dam et al , 1998,
D. violacea / «:29.5;B8:15.8;y: 11.7 / Conejo, CMA: 0.65 ug 2000; Moreiraet al ,
1996;
Cavada et al , 1996;
D. virgata / a:30.9; B:16.2;y: 12 / Conejo > ABO. NA: cabra. Dam et al, 1998, 2000;
Ramos et al , 1996
. . . . . Conejo > ABO. Azevedo et al 2011,
D. wilsonii / «a:25.6;B:12.9;y:12.8 / CMA: 13 ng/mL Conejo) 2012,
[CamptosemalC. pedicellatum / a:30;B:16;y: 13 / Conejo Souza Tezgfira stal,
Coneijo: 6 ng/mL Correia et al , 1995;
C. mollis / a:30; B:16;y: 14 8.5 c 1o: - 280 ) De Souza et al, 2003;
onejo Varejéo et al, 2010
Galactia Cratylia
y Calvette et al , 1999;
. . Dam et al , 1998;
C. floribunda / a:25;B:14;y:12 / Conejo, O+ Oliveira et al , 1991;
Ramos et al , 1996
Galactia G. lindenii 60 a:29 6.5 A ,B: 0,625 ug; O+:1.25 pg. Quintero, M. 2014

kDa: kiloDalton; pl: punto isoeléctrico; Simbolo /: no se reporta en bibliografia consultada; CMA: concentracion minima aglutinante

ensayada; NA: no aglutina. A, B, O, Ty Tn: eritrocitos de origen humano.
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1.4.2. Lectinas de tipo Il

Las lectinas de la tribu Diocleae que han mostrado especificidad por carbohidratos diferentes a
manosidos y glucésidos, se han denominado lectinas de tipo Il. En la Tabla 1-3 se presentan las
propiedades fisicoquimicas y actividad eritroaglutinante de este tipo de lectinas. EI niumero de
estudios reportados acerca de lectinas tipo Il es menor al de lectinas tipo I. Las lectinas tipo Il no
son inhibidas por Man ni por Glc (Almanza et al., 2004; Batista et al, 2010; Dam et al, 2011;
Melgarejo et al., 2005; Pérez G, 1998; Quintero, 2014; Sierra & Pérez G, 1999), aun usando
concentraciones tan altas como 200 mM (Pérez G, 1998). Estas lectinas pueden ser purificadas por
afinidad con lactosa (Lac), ser inhibidas por N-acetilgalactosamina (GalNAc) o Lac, o reconocer de
manera especifica el antigeno histo-sanguineo H-tipo Il representado por la estructura del
trisacarido a-L-Fuc(1,2)-B-D-Gal(1,4)-B-D-GIcNAc-O-R (Almanza et al., 2004; Dam et al, 2011;
Melgarejo et al., 2005). Las dos lectinas de tipo Il usadas en el presente estudio fueron LDG-Il y
LGL-Il, de Dioclea grandiflora y Galactia lindenii, respectivamente. Los datos de aglutinacion
incluidos en la Tabla 1-3 para eritrocitos A, B, T, Tn, oveja y cerdo con la lectina LDG-II, y de
eritrocitos O y oveja con LGL-II, fueron obtenidos durante el desarrollo del presente trabajo.

Tabla 1-3. Caracteristicas fisicoquimicas y actividad eritroaglutinante de lectinas Il de plantas de la tribu Diocleae

Tipo de Clado | Genero | Especie Propiedates Flimogu;mlcas Tipo de eritrocito que aglutinay Referencias
. Mr nativa | M [ I
Lectina P rnaiiva | Nir subunica pl datos de aglutinacion
(kDa) (kDa)
Canavalia| Canavalia |C.ensiformis | 575 29-30 53 | CMA:320.5 g/mL (0).NA:conejo.  [Melgarejo et al, 2005
. Rochaet al , 2009;
Cymbosema | C.roseum / 25 | CMA: <2 pgimL (Conejo). e et al, 2011
CMA:0.11 pg/mL (T); 1.82 pg/mL (Cerdo); Cortizar et al. 2018
| D.grandiflora [ 589 29-30 52 | 304.5pugmL(0). NAI:A, B, Tn, oveja ni Melgareo et al, 2005
Tioo I Dioclea Conejo.
p. . Dioclea Caballo > ABO > Conejo > Oveja. CMA:
(especificidad D.lehmanni | 584 29-30 | 65 | 0.3pg(ABO);2.2 g (Conejo). NAcrata, | Pérez, 1998
por ratén, mono, perro, cabra ni vaca.
carbohidratos D. sericea | 573 266-30 |54 B>AO0 Sierra& Pérez, 1999
d'feref“zs d/e CMA: 1.1 pgimL (0); 7 pgimL (B); 26
mandsidos . . : .
: I~ pg/mL (Rata); 28 pg/mL (A); 350 pg/mL | Cortézar et al, 2018;
lucosidos) G, inderi 1043 %1 83 (Conejo). NA: raton, vaca, caballo, perro | Almanza et al , 2004
) Galactia Ml OVE}a.
Galactia G.tenuiflora 53 27 / 0>A Lependu et al 1986
G. tashiroi 9% 24 8.0 CH: 2 pgm.(ABO); 128 g (Conej, Fukudaet al, 1994
y Rata)
Camptosema | C. ellipticum 104 26 51 CMA:2.3 uM (0). 0> AB. Batistaet al , 2010

kDa: kiloDalton; pl: punto isoeléctrico; Simbolo /: no se reporta en bibliografia consultada; CMA: concentracion minima

aglutinante ensayada; NA: no aglutina. A, B, O, Ty Tn: eritrocitos de origen humano.
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1.4.3. Inhibicién de las lectinas tipo | y tipo Il de la tribu Diocleae por mono-, di- o
trisacéaridos

Diferentes estudios han mostrado que la actividad eritroaglutinante de las lectinas Diocleae puede
ser inhibida por carbohidratos en diferentes rangos de concentracién, dependiendo del carbohidrato
y de la lectina. No se ha observado inhibicion de la actividad de las lectinas Diocleae por las
pentosas arabinosa, xilosa o ribosa (Almanza et al, 2004; Dam et al, 1998; Moreira et al, 1996),
incluso usando concentraciones tan altas como 150 mM (Pérez G et al, 1990, 1991; Pérez G,
1998). Entre las hexosas, aquellas con mayor potencia inhibitoria de la actividad de las lectinas tipo
| estan la manosa (a-D-Man) y su derivado metil-a-D-manopiranosido (Me-a-D-Man), con
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) reportadas desde 2.1 mM y 0.3 mM, respectivamente,
para lectinas de algunas especies (Me-a-D-Man; Ka entre 0.13 M-1 x 10* - 1.3 M-1 x 10%,
dependiendo de la lectina); seguidas de glucosa (a-D-Glc; CMI desde 4.2 mM ) y su derivado metil-
a-D-glucopiranésido (Me-a-D-Glc; CMI desde 1 mM) (Almeida et al, 2011; Azevedo et al 2011,
2012; Cavada et al, 1996, 2006, 2018; Correia et al, 1995; Dam et al, 1998, 2000, 2005, 2011; De
Souza et al, 2003; Goldstein et al, 1986; Grangeiro et al 1997; Gupta et al, 1996; Moreira et al,
1983, 1996, 1997; Pérez G et al, 1990, 1991; Pérez G, 1998; Quintero, 2014; Ramos et al, 1996;
Reynolds & Perez S, 2011; Sierra & Pérez, 1999; Silva et al, 2014); ademas, las lectinas tipo | de
varias especies muestran preferencia por los andémeros a siendo inhibidas por Me-a-D-Man pero no
por Me-B-D-Man, y en los casos en que se ha reportado inhibicibn por Me-B-D-Glc ha sido a
concentraciones mayores de 33.3 mM del monosacarido (Dam et al, 1998; Grangeiro et al 1997,
Pérez G et al, 1990, 1991; Pérez G, 1998; Quintero, 2014; Ramos et al, 1996). La mayoria de las
lectinas tipo | no muestran inhibicidn por galactosa (a-D-Gal) o por sus derivados (Me-a-D-Gal; Me-
B-D-Gal), ni por fucosa. Entre los disacaridos, las manobiosas mostraron menores CMI; y para la
mayoria de lectinas tipo | se observa una preferecia por el enlace a1,6 (Mana1,6Man), con CMI
desde 0.8 mM para algunas especies (Ramos et al, 1996); mientras que la sacarosa (Sac) inhibi6
algunas, pero no todas las lectinas tipo |, con CMI desde 8.3 mM; y la lactosa (Lac) no inhibio
ninguna de las lectinas tipo | incluso a 150 mM (Pérez et al, 1991; Quintero, 2014). Entre todos los
mono-, di- y trisacaridos reportados, el trimanésido Mana1,6(Mana1,3)Man fue aquel con mayor
potencia inhibitoria para todas las lectinas tipo | (rango de CMI: 7 - 40 uM). Durante la interaccion,
las lectinas tipo | reconocen los hidroxilos en los tres residuos de Man del trimandsido, mostrando
una Ka (constante de afinidad) entre 34.7 x 104 M1y 122 x 10* M2,

Por otro lado, la mayoria de las lectinas tipo Il tienen en comin que su actividad no es inhibida por
a-D-Man ni a-D-Glc, ni por sus derivados Me-aMan, Me-aGlc o Me-BGlc, hasta concentraciones tan
altas como 200 mM (Melgarejo et al, 2005); sin embargo, estas lectinas muestran mayores
diferencias entre si en cuanto a su especificidad, en comparacién con las lectinas tipo |. Por
ejemplo, entre los monosacaridos que mostraron ser inhibidores de alguna de las lectinas tipo |l
(GlcNAc, a-D-Gal, Me-aGal, Me-BGal, o GalNAc) no hay uno en comdn que las inhiba a todas
(Almanza et al, 2004, Batista et al, 2010; Dam et al, 2011; Fukuda et al, 1994; Lependu et al 1986;
Melgarejo et al, 2005; Pérez G, 1998, Rocha et al, 2009; Sierra & Pérez G, 1999). Entre los
disacéridos, Lac inhibi6é todas las lectinas tipo Il ensayadas con CMI desde 2.3 mM; y la sacarosa
inhibié la mayoria de las lectinas con CMI de hasta 40 mM. Entre los mono-, di- y trisacéridos
reportados, el trisacarido H-tipo 1l (Fuca1,2GalB1,4GIcNAcB1-O-R) presenta una alta interaccion
con estas proteinas. Para la lectina Il de C. roseum se ha reportado una CMI de éste trisacarido de
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18 uM y Ka = 12.2 x 10* M, determinada por titulacién microcalorimétrica (Dam et al, 2011); y
para las lectinas Il de G. lindenii y D. lehmanni, por cromatografia frontal de afinidad se
determinaron las constantes Kd = 9.3 uM y 4 uM, respectivamente (Vega et al., resultados no
publicados). Por ensayos de ELLA, la interaccién del determinante H-tipo Il con LGL-Il mostro la
mayor absorbancia (Abs 415nm = 1.8) usando 7.3 ng de lectina con respecto a los otros
determinantes tipo H ensayados (Almanza et al, 2004). Para otras lectinas Il se han reportado Abs
415 nm entre 0.38 y 1.4 usando 1 ug de lectina (Melgarejo et al, 2005; Pérez G, 1998). Otros
ensayos mostraron que la melezitosa (otro trisacéarido) inhibié la actividad de lectinas tipo Il con
CMI desde 25 mM (Melgarejo et al, 2005; Pérez G, 1998; Sierra & Pérez G, 1999).

1.5. Lectinas de Dioclea grandiflora y Galactia lindenii
1.5.1. Lectina tipo | de D. grandiflora (LDG-I)

La lectina LDG-lI tiene un 83% de identidad de secuencia de aminoacidos con la lectina
concanavalina A (ConA) encontrada en la planta Canavalia ensiformis (Tabla 1-1), con la cual
también comparte los residuos de unién a carbohidratos (Tyrl2, Prol3, Asnl4,Thrl5, Aspl6,
Leu99, Asp208, y Arg228); los residuos implicados en la interaccion no covalente con los metales
Ca?" y Mn?* (Glu8, Tyrl2, Asnl4, Aspl9 y His24) y afinidad por el trimanésido [3,6-di-O-(a-D-
manopiranosil)-a-D-manopiranosa] (Fig. 1-10; Dam et al., 1998; Gupta et al., 1996; Richardson et
al; 1984; Rozwarski et al., 1998). Sin embargo, a diferencia de la lectina ConA, LDG-I no posee
gran afinidad por carbohidratos complejos biantenarios (Dam et al., 2000), y ademas, LDG-I puede
aglutinar eritrocitos de diferentes especies incluidos humanos (Tabla 1-2); mientras que ConA
aglutina algunos eritrocitos de animales (eg. perro > ratébn, mono > conejo > rata) (Pérez G, 1998),
pero no de humanos (Goldstein et al; 1986; Pérez G, 1998).

Figura 1-10. Estructura de la lectina LDG-I de D. grandiflora. Izquierda: LDG-I en su forma tetramérica
(azul), con cada subunidad interactuando con una molécula del trimandsido (varitas verdes y esferas rojas) y
con iones metalicos (esferas naranjas). En color violeta se muestran los sitios en donde la estructura difiere
de aquella de la lectina ConA de la misma familia. Derecha: residuos de aminoacidos de LDG-I interactuando
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con el trimandsido. Esfera W39: molécula de agua conservada; lineas punteadas: interacciones por puentes
de hidrégeno. Distancias indicadas en angstroms (A). Recuperado de Rozwarski et al., 1998.

En la estructura tetramérica de LDG-I, los contactos interdiméricos en la periferia estan mediados
por la interaccion entre los residuos arginina R60 y acido aspartico D78 de monémeros opuestos
(Fig. 1-11), mientras que las interacciones interdiméricas en la cavidad central estan dirigidas por la
presencia de los residuos de histidina H51 y H131 (Zamora-Caballero et al., 2015). Se ha visto que
cambios en estos dos residuos de histidina afectan la conformacion tridimensional del cristal, y
consecuentemente sus propiedades bioldgicas (Barbosa et al, 2013).

Figura 1-11. Contactos
interdiméricos en la LDG-I.
Interacciones interdiméricas
mediadas por los residuos H51
y H131 hacia la cavidad central,
y por R60 y D78 de mondmeros
opuestos en la periferia (PDB:
1DGL). Recuperado de
Zamora-Caballero et al., 2015.

En la Tabla 1-4 se presentan las CMI de mono-, di-, tri- y oligosacéaridos que inhiben la actividad de
la LDG-I con eritrocitos de conejo, y se comparan con la lectina ConA. En general, la actividad de
ambas lectinas puede ser inhibida por algunos carbohidratos que contengan Man o Glc; ambas
mostrando preferencia por Man; y siendo ésta mas marcada para la lectina LDG-I, la cual no fue
inhibida por maltosa (Glca1,4Glc), y requiere de mayores concentraciones de Me-aGlc y de
maltotriosa (Glca1,4Glca1,4Glc) para ser inhibida (Dam et al, 1998). De este hallazgo también se
puede inferir que la Glc en enlace a1,4 no es un inhibidor potente de la actividad de LDG-I. Ambas
lectinas son inhibidas por aMan y por derivados monosacaridos Me-aMan y Me-aGilc, a la vez que
no son inhibidas por Me-BGlc (Dam et al, 1998, Gupta et al., 1996; Ramos et al, 1996),
observandose la preferencia de las lectinas tipo | por los anbmeros a sobre los B, como se
menciond previamente. La actividad sobre eritrocitos de conejo de ambas lectinas tipo | no fue
inhibida por el aminoazucar acetilado N-acetil glucosamina (GIcNAc) (Gupta et al., 1996). Las CMI
de mono- y disacaridos son del orden de mM, mientras que las CMI del trimandésido y
pentamandsido son del orden de uM.
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Tabla 1-4. Concentraciéon minima inhibitoria de mono-, di-, tri- y oligosacaridos
sobre la actividad aglutinante de lectinas | de Dioclea grandiflora (LDG-I) y
Canavalia ensiformis (ConA) en eritrocitos de conejo *

Carbohidrato LDG-I ConA
a-D-Man 15 mM 15 mM
Me-aMan 3.1 mM 3.1 mM
_ (Ka: 0.46 M-1 x 10%) (Ka: 1.2 M-1 x 10%)
Monosacaridos y a-D-Glc 16.7 mM NR
sus derivados
Me-aGlc 25 mM 13 mM
Me-BGlc NI a 150 mM NI a 150 mM
GIcNAc NI a 100 mM NI a 50 mM
Mana1,2Man 4.6 mM 0.6 mM
Mana1,3Man 3.1 mM 3.1mM
Disacaridos Mana1,6Man 2.0 mM 2.0mM
25mM
Glca1,4Glc NI a 50 mM (Ka: 0.13 M1 x 107
GIcNAcB1,2Man NI a 104 mM 6.5 mM
. - 12 uyM 25 uM
Trisacéridos Trimanosido (Ka: 122 M-1 x 10%) (Ka: 49 M-1 x 10)
Maltotriosa 50 mM 25mM
Pentamandsido 6 uM 27 uM
Oligosacaridos Pentasacarido 400 uM 6 uM
GN2Man3 (Ka: 4.7 M-1 x 10%) (Ka: 140 M-1 x 10%)

* g-D-Man: manosa; Me-aMan: metil-a-D-manopiranosido; Me-aGlc: metil-a-D-glucopiranosido; Me-BGlc: metil-B-D-
glucopiranosido; GIcNAc: N-acetilglucosamina; Maltosa: Glca1,4Glc; Trimandsido: Mana1,3(Mana1,6)Man; Maltotriosa:
Glca1,4Glca1,4Glc; Pentamanésido: (Man ai1,6[Man a1,3]Man a1,6[Man a1,3]Man-OH); Pentasacarido GN2Man3:
GlIcNAcB1,2Mana1,3(GIcNAcB1,2Mana1,6)Man-OH; Ka: constantes de afinidad reportadas; NR: no reportado en la
literatura revisada; a y 3: configuraciones de los enlaces glicosidicos en los carbohidratos indicados. Refs: Chen, 2008;
Dam et al, 1998, 2005; Goldstein et al, 1986; Gupta et al, 1996; Moreira et al, 1983; Pérez G, 1998; Ramos et al, 1996;
Reynolds & Perez S, 2011.

En lo referente a los disacéaridos, ambas lectinas tienen mayor especificidad por las manobiosas,
sin embargo, LDG-I tiene preferencia por manosas en enlace a1,6, mientras que ConA por
manosas en enlace a1,2; y ConA es inhibida por GIcNAcB1,2Man mientras que LDG-I no (Dam et
al, 1998). Se ha reportado que, entre los carbohidratos con mayor potencia inhibitoria de la
actividad de lectinas tipo I, se encuentra el trimandsido, el cual esta presente en glicoproteinas con
N-glicosilacion. La CMI del trimandsido para la actividad aglutinante de la LDG-I sobre eritrocitos
esta en el rango de 7 — 25 uM, dependiendo del tipo de eritrocito (Gupta et al., 1996); y es de 25
MM para la actividad ConA sobre eritrocitos de conejo (Ramos et al., 1996). Ademas, entre todas
las lectinas tipo | estudiadas, LDG-| es aquella que ha presentado la mayor interaccién con el
trimandsido. Termodindmica de union determinados por microcalorimetria de titulacion isotérmica
han mostrado que LDG-I reconoce los grupos hidroxilo 2-, 3-, 4- y 6- del residuo a(1,6) Man, los
grupos hidroxilo 3- y 4- del residuo a(1, 3)Man, y los grupos hidroxilo 2- y 4- del residuo Man central
del trimanosido (Fig. 1-10; Dam et al., 1998, 2000; Reynolds & Perez S, 2011). La lectina ConA
posee mayor afinidad por el carbohidrato complejo biantenario GN2Man3 que la lectina LDG-I
(Dam et al., 2000). En la Fig. 1-12 se muestran las representaciones de oligosacéridos con los que
pueden interactuar las lectinas tipo | de la tribu Diocleae.
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Trimanosido Pentamanésido Pentasacarido GN2Man3
ab B2 B2
o3 b o3 3 OMan [l GIcNAc
| o3 ob
OH
OH OH

Figura 1-12. Estructuras de oligomandsidos que interactdan con lectinas tipo I. La nomenclatura
simbolica es aquella acordada por el Consortium for Functional Glycomics. (www.functionalglycomics.org) y
aceptada por IUPAC: circulos: hexosas; cuadrados: N-acetilhexosaminas; negro: esteroquimica de glucosa;
gris: esteroquimica de manosa. Man: manosa, GIcNAc: N-acetilglucosamina.

LDG-I esta dentro del grupo de moléculas con propiedades farmacoldgicas encontradas en la
planta D. grandiflora. Esta lectina posee capacidad de estimular la proliferacién de linfocitos en
concentraciones entre 1 -10 pg/mL; y la produccion de interferon gamma (IFN-y) por células
mononucleares humanas usando 10 pg de lectina (Barral-Neto et al, 1992), ademas puede inhibir
la adherencia de especies de streptococci orales in vitro, muestra toxicidad hacia el caracol
Biomphalaria glabrata hospedero de Schistosoma mansoni que infecta a seres humanos, con una
concentracion letal para el 100% de la poblacién de caracoles adultos de 50 ug/mL de lectina; y su
concentracion letal para el 90% de la poblacion del crustaceo Artemia salina es de 10 mg/mL
(revisado en Sa et al., 2013).

1.5.2. Lectinas tipo Il de D. grandifloray G. lindenii.

Estudios realizados en el grupo de investigacién en proteinas (GRIP), permitieron encontrar las
lectinas tipo Il en las semillas de D. grandiflora (LDG-Il) y de G. lindenii (LGL-II). En las primeras
investigaciones se determiné que estas dos lectinas pueden ser purificadas por cromatografia de
afinidad a Lac y reconocer el antigeno histo-sanguineo H-tipo I, a-L-Fuc(1,2)-p-D-Gal(1,4)-B-D-
GIcNAc-O-R (Fig. 1-13); ambas poseen en su N-terminal la secuencia SSS (Almanza et al., 2004;
Melgarejo et al., 2005), encontrada en otras lectinas tipo Il de la tribu Diocleae (Batista et al, 2010;
Pérez G, 1998; Quintero, 2014; Rocha et al, 2009; Sierra & Pérez G, 1999), y ninguna de las dos
lectinas es inhibida por Man o Glc (Almanza et al., 2004; Melgarejo et al., 2005). Se presentan
diferencias en las caracteristicas fisicoquimicas y de especificidad; la LDG-Il es una proteina con
punto isoeléctrico (pl) acido, posee dos mondémeros que interactian de forma no covalente, y su
actividad aglutinante puede ser inhibida por los disacaridos Lac y Sac, y por el trisacarido
melezitosa; mientras que, la LGL-Il es homotetramérica, con pl basico, y su actividad es inhibida
por Lac pero no por Sac ni melezitosa usando concentraciones hasta 100 mM (Tabla 1-5). Las
concentraciones relativamente altas de mono-, di- y trisacaridos necesarias para inhibir la
eritroaglutinacion indican que las dos lectinas, podrian reconocer estructuras mas complejas.


http://www.functionalglycomics.org/
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Figura 1-13. Carbohidratos que
pueden ser reconocidos por
lectinas tipo Il de la tribu
Diocleae. Nomenclatura simbdlica

E acordada por el Consortium for
. GJCNAE; Functional Glycomics.

Tabla 1-5. Concentracion minima inhibitoria de mono-, di- y trisacaridos sobre la
actividad aglutinante de lectinas Il de D. grandiflora (LDG-II) y G. lindenii (LGL-Il) en
eritrocitos O+ *

Carbohidrato LDG-II LGL-II
a-D-Man NI hasta 200 mM NI hasta 100 mM
a-D-Glc NI hasta 200 mM NI hasta 100 mM
Monosacaridos
a-D-Gal NR 100 mM
GalNAc NR 12.5 mM
Glca1,2B3Fru 40 mM NI hasta 100 mM
Disacéridos
GalB1,4Glc 90 mM 50 mM
Trisacarido Glca1,2Frua1,3Glc 25 mM NI hasta 100 mM

*a-D-Man: manosa; a-D-Glc: glucosa; a-D-Gal: galactosa; GalNAc: N-acetilgalactosamina; Sacarosa: Glca1,2BFru;
Lactosa: GalB1,4Glc; Melezitosa: Glca1,2Frua1,3Glc; NR: no reportado en la literatura revisada. a y B: configuraciones de
los enlaces glicosidicos en los disacéridos y trisacéridos indicados. Refs: Almanza et al., 2004; Melgarejo et al., 2005.

Almanza et al. (2004) y Melgarejo et al. (2005) realizaron ensayos de ELLSA para evaluar la
interaccion de las lectinas biotiniladas usando neoglicoconjugados que presentaban las estructuras
de carbohidratos presentes en diferentes determinantes histo-sanguineos de tipo H y Lewis (Tabla
1-6), mostrando que ambas lectinas tipo Il tienen preferencia por el determinante H-tipo Il en
comparacion con los otros determinantes. Por los valores de absorbancia, se infiere que dicho
ligando es mucho mas especifico para la LGL-Il (Abs 415nm = 1.8; usando alrededor de 7.3 ng de
lectina) (Almanza et al, 2004) que para LDG-Il (Abs 415nm = 0.8 usando 1 ug de lectina (Melgarejo
et al, 2005). La alta especificidad de LGL-Il por el determinante H-tipo Il en comparacion con la
especificidad mas débil por el resto de determinantes, conllevé a Almanza et al a concluir que los
hidroxilos 3-OH de GIcNAc; 3-, 4- y 6-OH de Gal; y 4-OH de Fuc, estan implicados en la formacién
de puentes de hidrégeno durante la interaccién; ademas que la presencia del enlace glicosidico
Fuca1,2Gal es necesaria para la interaccion y que la afinidad es mucho mayor cuando Gal y
GIcNAc estan unidos por un enlace 1,4 (Almanza et al, 2004).
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Tabla 1.6. Interaccién de LDG-Il y LGL-Il con los determinantes histo-sanguineos tipo Hy Lewis

Lectina (ng)
Determinante ] Abs 415nm =0.5 _—
(0.65 pg/mL) Formula estructural Descripcion general
LDG-II LGL-II

H-Tipo | Fuca1,2GalB1,3GIcNAc-O-R 500 967 Grupos histo-sanguineos y antigenos|
H -Tipo Il Fuca1,2Galf1,4GIcNAc-O-R 425 14 relacionados: carbohidratos complejos
H -Tipo IIl Fuca1,2Gal1,3GalNAca-O-R >1000 72 |presentes en la superficie de eritrocitos y
H -Tipo IV Fuca1,2Galp1,3GalNACB-O-R 937 402 Ep'tte"os.' {'"ges 1e£‘Gf'|“'d°S b'°'°9'°%s' |La
Le* (tipo 1) Gala1,3(Fucal,4)GIcNAC-O-R >1000 >1000 Zﬁf.;:ﬁclg A (B’“f_%y’y a,_)éb,p;i‘f;r;?;enfe o
Le* (tipo 1) GalB1,4(Fuca1,3)GIcNAc-O-R nd nd cuatro tipos diferentes de cadenas de
Le® (tipo 1) Fuca1,2GalB1,3(Fucal,4)GIcNACB-O-R nd nd carbohidratos (tipos | y Il en glicoproteinas Y|
LeY (tipo 1) Fuca1,2GalB1,4(Fuca1,3)GIcNAcBO-R >1000 >1000 |glicolipidos; tipos Il y IV en glicolipidos).

* Fuc: fucosa; GIcNAc: N-acetilglucosamina; GalNAc: N-acetilgalactosamina; Gal: galactosa. a y B: configuraciones de los
enlaces glicosidicos en los glicanos indicados. nd: no determinado. Las lectinas biotiniladas se usaron en diluciones
seriadas partiendo de 0.5 mg/mL (1uL). Refs: Almanza et al, 2004; y Melgarejo et al, 2005, respectivamente. Informacion
general de los determinantes en Refs: Anstee, 1990; Himbert et al, 2017; Jaff, 2010; Méhul, 2003, Méginger et al, 2018;
Podbielska et al, 2004; Ravn & Dabelsteen, 2000.

La determinacion de las constantes de afinidad (Kd) por cromatografia frontal de afinidad (Vega et
al., resultados no publicados) corroboraron los resultados del ensayo de ELLSA, donde la mejor
interaccion se presentd con el trisacarido H-tipo Il (Kd = 9.7 yM) y la lectina reconocié de manera
preferencial la configuracion 1,4 (740) en comparacion a la configuracién 1,3 (729) (20 uM > 220
MM); ademas, LGL-Il mostré preferencia por trisacaridos (718) (9.7 uM > 20 uM) en comparaciéon
con pentasacaridos (740):

718 729 740
Ka=1x10°M1 Ka= 4.6x10°M? Ka=5x104M1!

2. Purificacion de lectinas de la familia Fabaceae

2.1. Introduccion

En el presente trabajo las dos lectinas de D.grandiflora, (LDG-1 y LDG-Il) pudieron ser aisladas a
partir de un mismo extracto de semillas maduras, para lo cual se propuso un esquema general,
teniendo en cuenta la diferencia en su punto isoeléctrico; inicialmente se hizo cromatografia de
intercambio i6nico para separarlas, y posteriormente, cada una de ellas se purifico por
cromatogradia de afinidad (Diagrama 2-1). En trabajos previos, estas dos proteinas fueron
purificadas cada una de manera independiente (Melgarejo et al., 2005; Moreira et al, 1983). La
lectina LGL-1l de Galactia lindenni se purifico siguiendo el mismo esquema, y en este caso la
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fraccibn usada para la cromatografia de afinidad a lactosa fue la fraccion no retenida en DEAE
dado que el pl de LGL-Il es 8.3 (Almanza et al, 2004). En ensayos iniciales, la liofilizacion de la
lectina LDG-I produjo una disminucion en su actividad aglutinante por lo cual se evito este proceso
durante la purificacion de las tres lectinas.

Harina de semillas

\

Extracto salino PBS - tiourea 3 mM (1:10, wiv), 8h, pHT.2.
Jextracciones consecutivas = extracto total (ET)

v
Separacion de
las 2 lectinas por
Cromatografia en DEAE
* —
En cada paso de purificacion:
Enfraccion no retenida | | Enfraccion retenida | Elucion  de fraccion
: Lectinall retenida con PBS-NaCl 1M.
l, Lectinal Abs 220y 280 nm.

+ Cuantificacion de proteina (BCA) - J
Dialisis vs NH4HCO; 20 mM.

+ Eritroaglutinacién
+ SDS-PAGE Dialisis /Concentracion por ultrafiltracion | UF con membranas de MWCO 1 kDa y 10
‘L ‘L kDa para lectinas |y Il, respectivamente.

Purificacion de las lectinas por Cromatografias de Afinidad

{ {

Sephacryl 5200 f=p{ coon || FUCn €| ac-Sepharose 4B

Voo

Lectinal || Lectinall

Dialisis /Concentracion por ultrafiltracidn

Diagrama 2-1. Esquema para la purificacion de las lectinas presentes en semillas de D. grandiflora.
PBS: buffer fosfato salino; DEAE-Sephadex: matriz de dextran con grupo dietilaminoetil-; Abs: absorbancia;
BCA: &cido biscinconinico; SDS-PAGE: electroforesis en poliacrilamida conteniendo dodecil sulfato de sodio;
NH4HCOs: bicarbonato de amonio; UF: ultrafiltracion; MWCO: molecular weight cut-off; kDa: kiloDaltons; Glc:
glucosa; Lac: lactosa.

2.2. Marco teorico

2.2.1. Tiourea en el buffer de extraccién

La tiourea se ha incluido en los procesos de obtencion de extractos de origen vegetal (Van
Driessche et al, 1984), por ejemplo los obtenidos durante la purificacion de lectinas de especies de
las familias Fabaceae y Lamiaceae (Almanza et al, 2004; Melgarejo et al, 2005; Vega & Pérez G,
2006; Wilches et al., 2017), con el fin de reducir la pigmentacion al inhibir la reaccién de oxidacion
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de fenoles, la cual es catalizada por polifenoloxidasas (Anexo 1); de esta forma se evita que las
quinonas formadas se unan a las proteinas produciendo complejos proteina-fenol que pueden
reducir la solubilidad y actividad de las proteinas (Lee et al, 2009; Queiroz et al, 2008). La tiourea
es activa en un rango amplio de pH (3 — 9.6) (Van Driessche et al, 1984). Estudios realizados con
otros inihidores como metabisulfito de sodio (Na2S20s), mostraron que la actividad eritroaglutinante
de la lectina del tubérculo de tomate se perdia durante la extraccion y la dialisis. Los efectos de
otros agentes antioxidantes como DDCA (dietilditiocarbamato) sobre varios péptidos y derivados de
aminodcidos, afectaron el triptéfano, la cisteina y la cistina mientras que la tiolrea no mostré efecto
alguno (Van Driessche et al, 1984). Igualmente, en ensayos preliminares Almanza et al. (2004) y
Vega & Pérez G (2006) observaron disminucion en los titulos de aglutinacion de los extractos de
semillas de G. lindenii y Salvia bogotensis cuando se realizé la extraccion en presencia del agente
gue precipita polifenoles, polivinilpolipirrolidona (PVPP); la pérdida de actividad de las lectinas se
atribuye a la adsorcion sobre PVPP.

2.2.2. El pHy la actividad lectina

En varios estudios se ha observado que la actividad lectina es influida por el pH. Lectinas del
género Dioclea han mostrado actividad aglutinante en el rango de pH 5-8, mientras que a pH
menor a 5, o igual o mayor a 10, la actividad eritroaglutinante o la unién de las lectinas a columnas
de matrices de carbohidratos se pierde (do Nascimento A.S et al, 2012; Melgarejo et al, 2005;
Moreira et al, 1983; Pinto-Junior et al, 2013). Lectinas de especies del género Galacia mantienen
su actividad en el rango de pH 4-10 (Almanza et al; 2004; Fukuda et al 2014; LePendu et al, 1986;
Quintero, 2014), y a pH 3 ocurre hemdlisis de los eritrocitos. Melgarejo et al (2005) realizaron la
extraccion de proteinas de semillas de D. grandiflora a pH 7; y Almanza et al (2004) y Quintero
(2014) extrajeron proteinas de semillas de G. lindenii a pH 5, esos valores estan dentro de los
rangos en los que se mantiene la actividad de las lectinas de dichos géneros y estan en
concordancia con los pH encontrados en las células vegetales, con valores tipicos de 7.5 en el
citoplasma, 5.5 en vacuolas y espacio extracelular (http://croptechnology.unl.edu/); asi como 6.2 —
6-5 en los cotiledones de las semillas (Billon-Grand et al, 2012).

También se ha observado el efecto del pH en lectinas de la familia Lamiaceae. Vega & Pérez G
(2006) obtuvieron los mejores resultados realizando la extraccion de proteinas de la harina de
semillas de Salvia bogotensis usando PBS-tiourea 5 mM, pH 7.2, y reportaron que la estabilidad
maxima de la lectina de Salvia bogotensis (LSBo0) se alcanza a pH entre 7-8, mientras que la lectina
pierde completamente su actividad a pH muy bajos (pH 2.0) o a pH muy altos (pH 12.5).

2.3. Metodologia

2.3.1. Extracciony purificacion de las lectinas de Dioclea grandiflora (LDG-l y LDG-II)

2.3.1.1. Preparacioén del extracto salino

Las semillas de D. grandiflora fueron colectadas en Crato, Ceara (Brasil) y obsequiadas por el Dr.
Renato Moreira, profesor de la Universidade Federal do Ceard. Las proteinas solubles fueron
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extraidas partiendo de 5 g de harina de semillas molidas en una proporcién harina: buffer (1:10 p/v).
Se hicieron tres extracciones consecutivas, cada una con 50 mL de buffer fosfato salino (PBS 1X),
pH 7.2 (Na2HPOs 20 mM, Biopack Art. 163908; 7558-79-4; NaH.POs 20 mM, Applichem
Biochemica Cas # 10049-21-5; NaCl 150 mM, Sigma S-7653), con tiourea 5 mM (Carbo Erba
488105), a 4°C en agitacion suave, durante 8 h. Tres extractos fueron obtenidos luego de
centrifugacion a 36000 g durante 30 min a 4°C, en una centrifuga refrigerada Sorvall RC5C (rotor 5,
RCF 11953), y se unieron para obtener el extracto salino total (ET), el cual fue dializado contra una
solucién de bicarbonato de amonio 20 mM (NH4HCO3), realizando tres cambios y almacenado a -
20 °C hasta posteriores ensayos.

2.3.1.2 Cromatografia de intercambio idnico

Inicialmente, 15 mL del ET se pasaron sobre una columna de DEAE-Sephadex A-50 (3.5 x 7.5
cm), la cual es una matriz hidrofilica de dextran entrecruzado, que posee el grupo idnico
dietilaminoetil [-O-CH2CH:N+H(CH2CHz3)2] como ligando y permanece cargado positivamente en un
rango de pH de 2.0 — 9.0 (GE Healthcare Handbook, 2010). La columna se equilibré con PBS 1X;
se dejé eluir la fraccion no retenida (DEAE-NR); y luego, se eluyé la fraccién retenida (DEAE-R)
aumentando la fuerza ionica del PBS 1X con NaCl 1M. Las dos fracciones obtenidas fueron
sometidas a dialisis contra una solucién de bicarbonato de amonio 20 mM; a cambio a buffer PBS
1X y a concentracion en una celda con agitacién para ultrafiltacién (Amicon) usando una membrana
de celulosa limite de tamafio molecular (MW cut off) de 1 kDa (Millipore) para la DEAE-NR y de 10
kDa para la DEAE-R; posteriormente las fracciones se almacenaron a -20°C hasta su uso en los
ensayos subsiguientes.

2.3.1.3Cromatografia de afinidad

La lectina LDG-I, con afinidad conocida por manosa/glucosa (Man/Glc), fue purificada a partir de la
fraccion DEAE-NR. Dicha fraccién se aplic6é a una columna de Sephacryl S-200 (copolimero
entrecruzado de alil dextran y N,N’-metilenbisacrilamida) (GE Healthcare Handbook, 2010),
previamente equilibrada con PBS 1X. La fraccion retenida en Sephacryl se eluy6é usando PBS 1X-
Glc 0.2 M. Luego, dicha fraccion fue sometida a cambio a buffer PBS 1X y a concentracién por
ultrafiltacién usando una membrana de celulosa con MW cut off de 1 kDa; posteriormente la
fraccidn obtenida se almacend a -20°C para ensayos posteriores.

Con el fin de purificar la lectina LDG-II con afinidad por conocida por lactosa (Lac), inicialmente, la
fraccibn DEAE-R se desaliniz6 y se concentro por ultrafiltracion usando una membrana de celulosa
con MW cut off de 10 kDa (Millipore, PLG C0O6210; Amicon Bioseparations, USA), y luego se aplico
a la columna de afinidad Sepharose 4B acoplada a Lac (Sepharose 4B-Lac), previamente
equilibrada con PBS 1X. La fraccién con afinidad a Lac (lectina LDG-II) se eluy6 usando PBS 1X-
Lac 0.2 M, se sometid a dialisis contra bicarbonato de amonio 20 mM, a cambio a buffer PBS 1X y
a concentracion por ultrafiltracion, y se almacend a -20°C para posteriores ensayos. Para obtener
la matriz de afinidad Lactosil-Sepharose 4B, se realizd el acople de Lac previamente lavada en
etanol, a la matriz de Sepharose 4B activada con divinilsulfona (DVS), siguiendo la metodologia
descrita por Hermanson et al, 1992 (Anexo II).

2.3.2. Purificacion de la lectina LGL-Il de Galactia lindenii
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La especie y las semillas de G. lindenii se recolectaron en los alrededores de Fuquene,
Cundinamarca (Colombia) y fueron identificadas por el Botanico Profesor Jose Luis Fernandez
Alonso. Se dejaron testigos en el instituto de Ciencias Naturales (ICN) y se registraron con los
voucher COL 15115 y 580116. Por otra parte, para estudiar esta especie nativa el contrato de
acceso a recurso genético otorgado por el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible fue el
RGE246. La lectina LGL-II fue aislada siguiendo la metodologia descrita en 2.3.1. En este caso la
lectina Il se encuentra en la fraccion DEAE-NR dado que su pl es de 8.3 (Almanza et al, 2004). La
lectina se purifico por afinidad a Sepharose 4B-Lac a partir de la fraccion DEAE-NR.

2.3.3. Cuantificacién de proteina

Para la cuantificacion de proteina total en solucién se us6 el método del acido bicinconinico (BCA)
(Smith et al., 1985, Anexo lll). El ensayo se realiz6 en microplaca de 96 pozos, con diluciones
seriadas de las fracciones obtenidas en cada uno de los pasos purificacion de las lectinas (25 uL).
La curva de calibracion se realiz6 usando diluciones de albumina sérica bovina (BSA). Brevemente,
se virtieron 100 pL de buffer carbonato, pH 11.24 sobre cada muestra, seguidos de otros 100 pL de
una solucion de BCA al 1% (p/v) que contenia CuSQO, al 4%. Las microplacas con las muestras se
incubaron durante 30 min a 37°C, luego se dejaron enfriar unos minutos antes de realizar la lectura
de absorbancia a 540 nm.

2.3.4. Electroforesis de las fracciones de purificacion de las lectinas

Las fracciones obtenidas durante la purificacibon de LDG-l se sometieron a separacion
electroforética siguiendo la metodologia Tricina-SDS-PAGE (Schagger & von Jagow, 1987); y las
fracciones de purificacion de LDG-Il y LGL-Il se sometieron a separacion electroforética siguiendo
la metodologia descrita por Laemmli, 1970 (Glicina-SDS-PAGE). Las muestras (20 - 50 pg proteina
total) se mezclaron con buffer de carga 10X (Tris-HCI 450 mM pH 8.45, SDS 4%, glicerol 12%, DTT
(0,154 g/mL), Coomassie Blue G-250 0,0025% y rojo de fenol 0.025%); se denaturaron a 95 -
100°C durante 5 min; se sometieron a concentracién en un gel del 5% de poliacrilamida y se
separaron en geles del 15%. Las electroforesis se realizaron a 100 V durante aproximadamente 1.5
h. Los geles se tifieron usando Coomassie G-250 (SERVA, Cat. 17524) en solucion [1 mg/mL en
metanol 40% (Merck, Cat. 6009.2500) y acido acético 10% (J.T. Baker Cat. 9507.3)].

2.3.5. Ensayos de eritroaglutinacién

La actividad de la lectina presente en el extrato total de semillas, asi como en cada uno de los
pasos de purificacion, fue evaluada realizando diluciones seriadas dispuestas en microplacas de 96
pozos (Pérez G, 1984), en ensayos de aglutinacion de eritrocitos suspendidos en buffer PBS 1X,
pH 7.2 - 7.4. Las suspensiones de eritrocitos se prepararon al 2% (v/v) partiendo de 500 pL de
eritrocitos que se lavaron 3 veces con 1 mL de buffer, centrifugando a 5000 rpm durante 5 minutos
a 4°C, cada vez (Navarro & Pérez G, 1978). En el caso de la LDG-I, el buffer PBS contenia CaCl, y
MnCl, (ambos a 5 mM), dado que esta lectina ha mostrado requerimiento de iones Ca?* y Mn?*
(Moreira et al, 1983); el buffer con iones se prepara en el momento del ensayo para evitar la
precipitacién en presencia de iones divalentes que ocurre cuando el buffer se refrigera (Anexo 1V).
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En las microplacas se sembraron 50 yL de muestra de cada paso de purificacién + 50 uL de buffer
+ 50 pL de la suspension de eritrocitos al 2%. En el caso de las muestras de proteina pura, se
emplearon 25 uL de muestra + 25 uL de buffer + 25 uL de la suspension de eritrocitos. Se dejo que
la lectina interaccionara con la superficie del eritrocito durante 30 min a temperatura ambiente. Los
blancos se prepararon usando 100 pyL de buffer + 50 pyL de la suspension de glébulos rojos. La
actividad aglutinante fue calculada teniendo en cuenta los titulos especificos de aglutinacion y la
concentracion de lectina utilizada. El titulo especifico se define como el titulo de aglutinacion
dividido en la cantidad de proteina (ug) presente en la solucién ensayada. La concentracion minima
aglutinante (CMA) representa la concentracion mas baja ensayada de lectina en la cual la
aglutinacion celular fue visible.

Los eritrocitos que exponian los antigenos determinantes T y Th se preparon a partir de
suspensiones de eritrocitos A al 10%, sometidos a degradaciéon enzimética con 0,05U de a-
neuraminidasa, durante 3 h a 37°C, con el fin de exponer el antigeno T, seguida de degradacion
con 30U de B-galactosidasa, para exponer el antigeno Tn (Hirohashi et al., 1985); y se usaron en
suspensiones al 2% como esta descrito.

2.4. Resultados

En los extractos se observd una disminucion significativa de pigmentos con respecto a los que se
obtuvieron sin tioarea (Fig. 2-1 a, b). Adicionalmente, la fraccion DEAE-NR, en la cual esta presente
la lectina LDG-I (en el caso del extracto de D. grandiflora), o la lectina LGL-Il (en el caso del
extracto de G. lindenii); queda desprovista de pigmentos luego del fraccionamiento del extracto
sobre la columna de intercambio aniénico (Fig. 2-1c), de esta forma, en los pasos posteriores de
purificacién no se afectan los soportes de afinidad.

Figura 2-1. Uso de tiolrea en la
extraccion de semillas. a. Extracto
salino total (ET) de semillas de D.
grandiflora a partir de extracciéon sin
tiodrea. b. ET a partir de extraccion en
presencia de tiourea 5 mM. c. Fraccién
no retenida en DEAE, partiendo del
fraccionamiento del ET producido en
presencia de tiourea.

Los resultados obtenidos durante la extraccion y el proceso de purificacion de las dos lectinas de
D.grandiflora se muestran en la Tabla 2-1. La concentracion de proteina soluble en el extracto
salino total (ET) de D. grandiflora fue de 4.4 mg/mL y dicho extracto mostré la capacidad de
aglutinar todos los eritrocitos evaluados [humanos A, B, O, T, y Tn; de cerdo (C) y de oveja (Ov)]. El
ET fue fraccionado en un soporte DEAE-Sephadex A-50 equilibrado en PBS 1X. El material no
retenido en la columna (DEAE-NR) se dejé eluir con el buffer de equilibrio (Fig. 2-2a, pico I);
mientras que la fraccion DEAE-R, compuesta por macromoléculas con carga neta negativa a pH
7.2, fue eluida con mayor fuerza i6nica usando PBS-NaCl 1M (Fig. 2-2a, pico ll). Las fracciones
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DEAE-NR y DEAE-R exhibieron actividad aglutinante hacia determinados tipos de eritrocitos. Las
actividades especificas fueron diferenciandose a lo largo de cada uno de los pasos de purificacion,
segun la lectina y el tipo de eritrocitos (Tabla 2-1). La actividad diferencial sobre los diferentes tipos
de eritrocitos se discutira mas adelante.

La fraccion DEAE-NR fue purificada sobre Sephacryl S-200 para obtener la LDGL-I por elucién con
Glc 0.2 M en PBS (Fig. 2-2b). La electroforesis SDS-PAGE mostrd que la cromatografia de afinidad
€S un paso importante para remover otras proteinas de mayor peso molecular observadas en la
fraccion DEAE-NR (Fig. 2-2d). La lectina LDG-I mostré por SDS-PAGE el perfil carateristico para la
LDG-I (Ainouz et al., 1987; Moreira et al., 1983) y para otras lectinas tipo | de la tribu Diocleae
(Carrington et al, 1985; Cavada et al, 1996; Correia et al, 2011; Do Nascimento et al, 2012; Moreira
& Cavada, 1984; Moreira et al, 1996; Moreira et al, 1997; Oliveira et al, 1991; Pérez G et al., 1990;
Pérez G et al., 1991; Pérez G, 1998; Pinto-Junior et al, 2013; Pinto-Junior et al, 2016; Rangel et al,
2011; Sierra & Pérez., 1999; Vasconcelos et al, 1991), disociandose en una subunidad a (= 27.3
kDa) y los dos fragmentos By y, de = 14.7 kDa y = 12.1 kDa, respectivamente. La electrophoresis
Tricina-SDS-PAGE facilité una buena resolucién de dichos fragmentos (Fig. 2-2d), en concordancia
con lo reportado para esta técnica, la cual permite una mayor separacioén de proteinas con pesos
moleculares inferiores a 20 kDa (Schagger & von Jagow, 1987). Por otro lado, la fraccibn DEAE-R
fue aplicada a una columna de Sepharose-Lac y la LDG-II fue eluida con PBS-Lac 0.2 M (Fig. 2-
2c¢). Por Glicina-SDS-PAGE (Laemmli), se encontré una banda de aproximadamente 25.4 kDa (Fig.
2-2d).
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Figura 2-2. Purificacién de las lectinas de Dioclea grandiflora. a. Perfil cromatogréafico obtenido sobre
matriz de DEAE-Sephadex A-50. b. Cromatografia de afinidad sobre Sephacryl S-200 para obtener la lectina
LDG-I. c. Cromatografia de afinidad sobre Sepharosa 4B-Lac para obtener la lectina LDG-II. d. SDS-PAGE
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Tabla 2.1. Purificacion de las lectinas LDG-ly LDG-Il presentes en las semillas de D. grandiflora

Pasode Vol Protena M

b Titulo de eritroaglutinacion Titulo especifico? Veces de purificacion
Purificacion nl) bgiml)

M A B 0T M C O ABOTMCOABO T T C O

Extado! 37 7042 260554 12048 1204812044 ND ND ND ND 582 582 582 ND ND ND D
Extado2 46 3504 161184 125 1512 t52 ND ND ND ND 146 292 292 ND ND ND ND
Exrado3 42 2068 124656 1:126 1256 1128 ND ND ND ND 086 172 086 ND ND ND D

ET 120 4431 56387 12048 1.2048 12048 12048 12048 1:2048 1:2048 924 924 024 924 924 924 924 10 10 10 10 10 10 10

DEAE-NR 48 1257 6033 1512 1512 1256 14024 1128 ND ND 8.5 8.5 407 3558407 ND ND 088088 0.44 385 044 ND ND
AfinidadGlc 126 1202 1514 12048 1:2048 1:1024 12048 1:2048 1:2048 1:1024 34073407 17.03 66.1468.14 68.14 3407 368 368 184 737 737 737 388

DEAEFR 18 745 1341 NA  NA NA 12048 NA ND ND NA NA NA 110 NA ND ND NA NA NA 1190 NA ND D
AfinidadLac 132 233 308 NA NA NA 12040 NA 1128 NA NA NA NA 3516 NA 2197 NA NA NA NA 3805 NA 23 NA

*Titulo especifco defnido como el tito de aguinacin dvicido en la canfdad de proteina (ug) en ¢l pozo ensayado (30 L lecina). Veces de purifcacion: titulo especifco en ¢l paso de
purifcacion comespandiente dividido en ¢f tulo especifco del ET (que comesponderia & tna vez de purifcacion). Las fracciones de afnidad feron ensayadas con 29 L lecinalpozo paralos
erifocios T, Tn, Cy Ov. ET: extracto salno totd; DEAENR: Facoion no retenida en DEAE; DEAE-FR facdn refenida en DEAE. Afinidad Gi: faccidn oon afnidad a glucose; Afnidad Lec
fraccion conafinidadalactosa; NA:no se observa aglufinacion. ND: nodeterminado. A B, 0, Ty Tn: eritrocitosde origenhumana. Cy O eritrodtos de cerdoy oveja, respedtivamente.

DEAE. Para las fracciones E1, E2, ET, | y Il, la cantidad de proteina total en las muestras fue de 50 ug. LDG-I

Segunda extraccién; ET: extracto salino total; I: Fraccion no retenida en DEAE; Il: Fraccion retenida en
y LDG-II: lectinas purificadas (20 pg). Absorbancia a 280 nm.

en condiciones denaturantes y reductoras como se describe en seccion 1.5.6. E1: Primera extraccion; E2:
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Cuando la lectina LDG-I fue liofilizada (48 h, 0.120 mbar y -50°C), disminuy6 su titulo de
aglutinacion sobre eritrocitos Ay T y no aglutiné los eritrocitos O y Tn (Tabla 2-2).

Tabla 2-2. Titulos de eritroaglutinacién con LDG-I liofilizada y no liofilizada

Lectina LDG-I Eritrocitos
(1.2 mg/mL) A B o) T Tn
No liofilizada 1:2018 1:2018 1:1024 1:2018 1:2018
Liofilizada 1:64 N.D N.A 1:8 N.A

Volimen 25 L lectina/pozo; NA: no se observa aglutinacion. ND: no determinado.

En la Fig. 2-3 y Tabla 2-3 se muestran los resultados obtenidos durante la purificacién de la LGL-II.
La fraccion DEAE-NR fue aplicada a una columna de Sepharose-Lac y eluida con PBS-Lac 0.2 M,
por SDS.PAGE se observé una banda de aproximadamente 25.7 kDa.

MW ET NR-DEAE FR-Lac
24 -
p
PBS p
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1,8 1
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0,6 -
03 -
>
0 : : : T e : .
0 20 40 60 80 100 120 140 mL ie s

Figura 2-3. Purificacién de la lectina LGL-1I de Galactia lindenii. a. Perfil cromatografico de purificacién de
LGL-II por afinidad a lactosa, absorbancia a 280 nm; y electroforesis SDS-PAGE realizada en condiciones
denaturantes y reductoras. ET: extracto salino total; DEAE-NR: Fraccion no retenida en DEAE; FR-Lac:
fraccion retenida en Sepharosa-Lac. Proteina total en cada muestra: 50 pyg/mL.

Tabla 2-3. Purificacion de la lectina LGL-Il presente en semillas de G. lindenii *

Paso de Vol Proteina Proteina total Titulo de Titulo Veces de
purificacion (mL) (ug/mL) (mg) aglutinacion especifico purificacion
ET 60 25051.43 1503.09 1:2048 1.61 1.0

DEAE-NR 254 1026571 260.75 1:256 0.49 0.31

Afinidadlac 178 222021 39.52 1:2048 18.45 11.46
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* Titulo especifico definido como el titulo de aglutinacién dividido en los pg de proteina en la solucion del Gltimo pozo en
el que se observé aglutinacion. Los ensayos de aglutinacion de las fracciones de los pasos de purificacion de LGL-II
fueron realizados con eritrocitos O.

2.5. Discusién

En la Tabla 2-4 se muestran los rendimientos de la extraccion total de proteinas a partir de semillas
de G. lindenii. Almanza et al., 2004 hicieron extracciones a partir de 10 g de harina de semillas en
buffer acetato acético (100 mM , NaCl 150 mM , tiourea 5 mM), pH 5.0, (1:10, p/v); Quintero (2014)
realizd extracciones usando el mismo buffer, a partir de diferentes cantidades de harina,
observando que al emplear 10 g y 20 g, al final del proceso de concentracién se pierde gran
cantidad de proteina por insolubilizacion; y al emplear 5 g de harina obtuvo 55.8 mg de proteina
total / g de harina (Tabla 2-4). En el presente trabajo se obtuvo un rendimiento de 300,62 mg de
proteina total / g de harina partiendo de 5 g de harina de semillas de G. lindenii y extrayendo con
buffer PBS-tiolrea 5 mM, pH 7.2 (1:10 p/v).

El rendimiento y el titulo especifico obtenidos en la extraccion de semillas de G. lindenii fueron
mayores a los obtenidos previamente. Sin embargo, se debe tener en cuenta que en la
determinacion de la cantidad de proteina por el método del acido bicinconinico, se puede presentar
sobrestimacion por interferentes del extracto como azlcares reductores que no se eliminan
completamente luego de los procesos de concentracién por ultrafiltracion y/o didlisis, en
comparacion con el método microKjeldajhl usado por Almanza et al. que es un método mas exacto
donde se determina la cantidad de nitrdgeno proteico total, y no es afectado por interferentes como
carbohidratos.

Tabla 2-4 Extraccion de proteina a partir de harina de semillas de Galactia lindenii

Vol. L. . . L.
. Harina extracto Concgntracmn Proteina Rend|m|ento (mg Aglgtma@on de Titulo
Referencia proteina total proteinatotal/ g eritrocitos O S
(9) total total (mg) : . especifico
(mg/mL) harina) ftitulo
(mL)
Quintero M, b
2014 20 100 1.74 174.2 8.71 +4 n.d
Almanzaet |4, 70.0 232 161.0 16.1 Titulo 1:16 6.9
al, 2004
Quintero M, | 4 60.0 4.49° 269.4 26.94 +4 n.d
2014
Quintero M, 5 22.5 12.10° 279.0 55.80 +4 n.d
2014
Presente 5 60.0 25.05 b 1503.1 300.62 Titulo 1:2048 81.75
trabajo

a Determinacion por el método microKjeldajhl.

b Determinacién por el método del acido bicinconinico.

¢ Titulo especifico definido como titulo de aglutinacion dividido en la concentracién de proteina (mg/mL) de la solucion
ensayada.

Nd: no determinado

Las lectinas del género Galacia mantienen su actividad en el rango de pH 4-10 (Almanza et al;
2004; Fukuda et al 1994; LePendu et al, 1986), sin embargo, los resultados obtenidos muestran
gue la cantidad de harina, la proporcion de buffer y el pH 7.2 mantienen la actividad y se obtienen
mejores rendimientos de extraccidon. La lectina de G. tashiroi mostré una mejor actividad a pH 8
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(Fukuda et al 1994) y sus congeneres también podrian mostrar ese comportamiento, lo que
explicaria el titulo especifico mayor del extracto a pH 7.2 de G. lindenii en comparacion al obtenido
en estudios anteriores (pH=5.0). Cabe anotar que las extracciones a partir de harina de semillas
durante la purificacion de las lectinas de G. tashiroi y G.tenuiflora, al igual que en el presente
trabajo, se realizaron a pH 7 (Fukuda et al, 1994, LePendu et al, 1986).

La cantidad de de proteina extraida a partir harina de D. grandiflora fue menor con respecto al
reportado por Melgarejo et al., 2005; sin embargo, el titulo especifico fue 500 veces mayor (Tabla
2-5). Lectinas del género Dioclea han mostrado actividad aglutinante en el rango de pH 5-8, (do
Nascimento A.S et al, 2012; Melgarejo et al, 2005; Moreira et al, 1983; Pinto-Junior et al, 2013), con
actividad en un rango de pH de6-8 (do Nascimento A.S et al, 2012; Pinto-Junior et al, 2013).
Melgarejo et al. extrajeron las proteinas usando una solucion de NaCl 1% pH 7, que contenia
inhibidores de proteasas (PMSF 5 mM, leupeptina 0.4 uM, EDTA 2.5 mM y EGTA 2.5 mM), lo que
indica que la presencia de agentes quelantes (EDTA y EGTA) disminuyé notablemente la actividad
de la lectina; por otra parte se observa que no es necesaria la inclusién de inhibidores de proteasas
en la preparacion de los buffer de extraccion y que si se requiere usar un buffer para regular el pH
de durante el proceso de extraccion.

Tabla 2-5. Extraccion de proteina a partir de harina de semillas de Dioclea grandiflora
. Harina vol. Conce’ntracmn Proteina Rendltnlento (mg Aglutinacion de Titulo
referencia @ extracto proteina total total (mg) proteina total/ g eritrocitos O ifico ©
9 total (mL) (mg/mL) g harina) especitico

Melgarejo et | 14 279 10.322 2879.3 287.93 Titulo 1:8 0.780

al, 2015

Presente 5 125 4.43° 553.9 110.78 Titulo 1:2048 462.3

trabajo

@ Determinacion por el método microKjeldajhl.
b Determinacion por el método del acido bicinconinico.
¢ Titulo especifico definido como titulo de aglutinacién dividido en la concentracion de proteina (mg/mL) de la solucién ensayada.

Durante los procesos de purificacion de las lectinas, es importante seleccionar un buffer compatible
con los subsiguientes pasos de cromatografia, para evitar pérdida de proteina causada por cambio
de buffer; el pH y la concentracién de la solucion salina en los extractos y en las fracciones de
purificacién de proteinas son relevantes cuando se usan en células de mamiferos.

Una solucién salina puede brindar estabilidad a las proteinas cuando se usa en el rango de pH 5-
10 (Liu W et al, 2012; Mao et al, 2007). Durante diferentes pasos de purificacion de las lectinas de
especies de los géneros Dioclea y Galactia, las fracciones protéicas se han dializado o redisuelto
en solucion salina o en buffers que contienen NaCl (0.1 — 1 M; i.e., 0.6 — 6%) (Almanza et al, 2004;
Cavada et al, 1996a, 1996b; Correia, J.L et al, 2011; do Nascimento A.S et al, 2012; Fukuda el al,
2014: Melgarejo et al., 2005; Monteiro et al 2014: Moreira et al, 1983, 1996; LePendu et al, 1986:
Pérez G. & de Navarro (1978): Pérez G et al, 1990; Pérez G, 1998; Pérez G & Sierra, 1999; Pinto-
Junior et al, 2013; Quintero, 2014; Rangel et al 2011; Wah et al, 2001). Shu et al (2016) reportaron
gue la solucién de NaCl es acida a concentraciones por debajo de 1,8 M y basica por encima de
1,8 M; también a concentraciones bajas de NaCl, el pH de la solucion se ve influenciado por el pH
del agua. Una solucion de NaCl a 150 mM (0,9%) es isoosmética con aquella que se encuentra en
las células, sin embargo, carece de capacidad de tamponamiento y tiene un pH mas bajo que el de
las células. Por su parte, el buffer PBS (que contiene NaCl al 0.9%) mimifica varias condiciones
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fisiologicas como el pH, la osmolaridad y la concentracion ionica de las células, siendo isoténico y
no citétoxico (Balcdo & Villa, 2015), a la vez que mantiene la actividad de las lectinas. Los medios
de cultivo de células de mamiferos también deben mantener dichas condiciones, incluyendo el pH
fisiologico (Yao & Asayama, 2017). Por todo lo anterior, es recomendable realizar las extracciones
de harina de semillas en buffer PBS-tiodrea 5 mM, pH 7.2; y realizar cambio de buffer a PBS 1X
solo, pH 7.2 - 7.4, removiendo el exceso de NaCl o los carbohidratos eluyentes en las fracciones de
los pasos de purificacién, antes de ser usadas en los ensayos de eritroaglutinacion y en los cultivos
de queratinocitos.

La electroforesis en geles de poliacrilamida mostr6 que la cromatografia de afinidad en Sephacryl-
S200 es un paso importante para remover proteinas con mayor peso molecular mayor al de LDG-I,
las cuales se observan en la fraccion DEAE-NR de D. grandiflora (Fig. 2-2d); y ademas, que la
fraccion de la lectina purificada tiene el perfil caracteristico de LDG-I (Ainouz et al., 1987; Moreira et
al., 1983), disociandose en una subunidad a y obteniéndose también los fragmentos B y vy
caracteristicos de las lectinas tipo | de las especies de Dioclea (Fig. 2-2d; Tabla 1-2). La presencia
de tricina facilité una buena resolucién de dichos fragmentos, en concordancia con lo reportado
para electroforesis Tricina-SDS-PAGE, que permite una mayor separacion de proteinas con pesos
moleculares inferiores a 20 kDa (Schagger & von Jagow, 1987). Por otro lado, las subunidades de
las lectinas LDG-Il y LGL-II, con afinidad a Lac, mostraron pesos moleculares determinados por
electroforesis SDS-PAGE (Laemmli) que estan dentro del rango de pesos moleculares reportados
para las subunidades de las lectinas tipo |l de Diocleae (Tabla 1-3).

LDG-I perdi6 actividad luego de ser sometida a liofilizacion (Tabla 2-2), por esta razén, durante los
siguientes ensayos de purificacion de las tres lectinas vegetales, se evitd este proceso, y las
lectinas se concentraron por ultrafiltracion. Usando espectroscopia de infrarojo (FTIR) se ha
observado que pueden ocurrir cambios conformacionales y agregacién de algunas proteinas
durante el proceso de liofilizacién (Roy & Gupta, 2004); también, se ha reportado que la liofilizacion
puede afectar la solubilidad (Grossman et al, 2018) o la actividad de algunas proteinas (Page et al,
2000).

3. Especificidad de las lectinas hacia diferentes glicotopes

3.1. Introduccion

La interaccion de las lectinas con los carbohidratos fue estudiada, realizando ensayos de dot blot
con N/O-glicoformas remodeladas a partir de glicoproteinas de origen mamifero; realizando
ensayos de actividad aglutinante con eritrocitos de diferente tipo y origen, en un ambiente de
membrana celular y realizando ensayos in silico del acople molecular de la lectina LGL-Il con
carbohidratos que se encuentran en glicanos de células de mamifero. Las interacciones se vieron
influidas por los residuos de carbohidratos circundantes al glicotope especifico que cada una de
ellas reconoce y por la forma como se presenta el glicotope en el glicano o en la superficie celular
(monovalente, polivalente, en cluster). A partir de los resultados se sugirieron esquemas
funcionales de reconocimiento por LDG-I, LDG-Il y LGL-Il, los cuales ilustran el impacto de la
modificacion de glicotopes basicos que se encuentran en la superficie de células de mamiferos, la
cual puede mejorar, permitir, disminuir o inhibir el reconocimiento por los dominios DRC de cada


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sch%C3%A4gger%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2449095
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una de las lectinas. Entre los principales ligandos de las lectinas estan: mandsidos (interaccion
proporcional al numero de manosas) y NeuAca2,3GalB1,3/4HexNAc para LDG-I; glicotope T en
cluster T multivalente sialilado en enlace a2,3 para LDG-II; y el determinante H tipo Il y LacNAc
para LGL-II.

3.2. Marco teorico

3.2.1. Glicotopes

Los glicomas de mamiferos contienen muchas estructuras de glicanos y estos se sintetizan a partir
de 10 monosacaridos comunes (Glc, GIcNAc, Gal, GalNAc, Man, Fuc, GIcA, Xyl, NeuAc y IdA); en
reacciones gue son catalizadas por glicosiltransferasas (GT) a partir de carbohidratos activados con
nucleétidos pirofosfato (Krishnamoorthy et al, 2009). En la naturaleza se conocen al menos 9
aminoacidos que pueden ser glicosilados (Asn,Ser, Thr, Tyr, Trp, Cys, hidroxi-Lys e hidroxi-Pro)
(Cummings & Pierce, 2014). Por otro lado, el nimero de proteinas descubiertas que poseen
dominios de reconocimiento de carbohidratos (DRC) (lectinas, glicosilasas, glicosiltransferasas,
transportadores de azlcares, selectinas, siglecs, proteinas inactivadoras de ribosomas, entre
otras), asi como la caracterizacion de sus DRC vy la interaccidén con sus ligandos, ha incrementado
en los ultimos afios (Angata, 2018; Borsig, 2018; Gupta et al., 2012; Lyu et al, 2013).

La expresion de los glicanos es especifica de cada tipo celular, y a la vez es dependiente de la
etapa de desarrollo y de la diferenciacién celular; la organizacién espacial y temporal de todos
aguellos glicanos y el niumero total de funciones dadas por interacciones proteina-glicano aun no
estan completamente dilucidados, en gran parte debido a varios factores que influyen en la
microheterogeneidad de los glicoconjugados (Fig. 3-1), sin embargo, en las Ultimas décadas se han
desarrollado diversas tecnologias que apoyan la elucidacién de la estructura de glicanos, y la
distribucion y especificidad de proteinas con DRC (www.functionalglycomics.org/). A partir de los
datos obtenidos con diferentes plataformas, se observé que las proteinas con DRC muestran una
afinidad relativamente alta por glicanos complejos que pueden contener entre 3-7 residuos de
monosacaridos, y que incluyen estructuras ramificadas o modificaciones tales como O-acetilacion,
sulfatacion o fosforilacion. Por ello, la vision apoyada en la inhibicion de lectinas usando
monosacaridos (a concentraciones de mM) y glicanos simples, va cada vez evolucionando hacia la
elucidacion de las interacciones biologicas y fisiologicas entre proteinas con DRC y glicanos
complejos existentes en la naturaleza.

En las cadenas de glicanos presentes en glicoconjugados naturales se presentan unidades
estructurales (Fig. 3-1). El concepto “glicotope” se refiere a la estructura minima del glicano que
confiere la "méxima" afinidad de union al glicano determinante (Cummings, 2009), y puede
considerarse similar a los epitopes de los anticuerpos (Cao et al.,, 1996). Este concepto ha
permitido comprender contribuciones de estructuras individuales en las funciones de los glicanos y
rutas biosintéticas (Cummings & Pierce, 2014). Algunos glicotopes pueden estar involucrados en
procesos de reconocimiento, promover la produccién de anticuerpos o tener efecto sobre otros
procesos celulares (Faveeuw et al, 2003; Hoffmann-Sommergruber et al. 2011; Lannoo et al. 2015;
Marth et al. 2008). La actividad de los glicotopes o epitopes tridimensionales representados por
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074552113004596#!
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carbohidratos puede estar gobernada por una region del carbohidrato, y en algunos casos,
depender adicionalmente de estructuras en aminoacidos al que el glicotope esta unido (eg.
Ser/Thr/Asn) (Sebestik et al, 2012). En la parte inferior de la Fig. 3-1 se muestra la estructura de un
N-glicano con nucleos 1,2-xilosa y a1,3-fucosa, encontrado en glicoconjugados de diferentes
plantas y que presenta actividad inhibitoria contra el anticuerpo anti-peroxidasa de rabano
(Hoffmann-Sommergruber et al, 2011; Wilson & Altmann, 1998).

m N Glicotopes
= I’L:; s
L0, 9@ )
RN T * 3
‘Q‘”‘ ® o
T X
Sustituyentes ‘%« ’
que nos son ; "7“ = Py
azlcares
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Sitios de glicosilacion

Nucleo Nucleo
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# |ManBl |- 4GIcNAcBl —4 GleNAcp 1> N-Asn =
Manal,3 t t
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B 6ienac; @ Man ':,'__/ Xyl; P Fuc

Figura 3-1. Microheterogeneidad de los glicoconjugados. Arriba) Factores que contribuyen a la
microheterogeneidad de los glicoconjugados. Recuperado de Defaus et al, 2014. Abajo) Representacion
esquematica de los glicotopes en N-glicano encontrado en Armoracia rusticana (rabano) y en otras plantas.
Izquierda: Representacion estructural del N-glicano mostrando residuos de azucar, tipo de enlace entre ellos,
ramificaciones y nucleos que contiene. Derecha: Representacién simbdlica del mismo glicano. Recuperados
de Hoffmann-Sommergruber et al, 2011 y Wilson & Altmann, 1998. Las representaciones de los glicanos son
las acordadas por el Consortium for Functional Glycomics, www.functionalglycomics.org, y aceptadas por
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry): GlcNAc: N-acetil glucosamina; Man: manosa;
Xyl: xilosa; Fuc: fucosa, Asn: asparragina. Circulos: hexosas; cuadrados: N-acetilhexosaminas; gris:
esteroquimica de manosa; triangulo gris: fucosa; estrella: xilosa.

Los glicotopes, presentados en diferentes densidades, pueden expresarse como nucleos (core),
estar expuestos o encriptados, o presentarse solamente expuestos en la parte externa del glicano
(Tabla 3-1). Estas estructuras pueden generar sefiales moleculares en un espacio reducido, dado
su alto nivel de versatilidad estructural. La secuencia y estructura de algunos glicotopes, asi como
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los aspectos espaciales de presentacion multivalente, representan la base de la especificidad y la
selectividad natural de lectinas propias o forAneas hacia dichas estructuras (Gabius et a.l, 2011a;
Iskratsch et al., 2009; Murphy et al., 2013).

Tabla 3.1 Ejemplos de glicotopes encontrados en la naturaleza

Tipo de
Glicotope Férmula estructural glicano donde Comentarios Ref.
se presenta

Nucleos (Core)

En plantas,
invertebrados; y en
grupos Lewis Lex (CD15)
y Ley (CD174) presentes
en membranas de
células hematopoyéticas
mieloides y  tejidos
embrionarios; y en
tracto gastrointestinal en
bajas cantidades,
respectivamente; Sehlbach et al,
sobreexpresados en 2013; Wilson,
carcinomas. 2002

N-glicanos,

al,3Fuc R-(Fucal,3)GIcNAc-R T
glicolipidos

B1,2Xyl R-(XylB1,2)ManB1-R N-glicanos En plantas e invertebrados

En plantas, y en grupos

N-glicanos, Lewis Lea y Leb presentes
glicolipidos en glicoesfingolipidos de
saliva y plasma humanos

al,4Fuc R-(Fucal,4)GIcNAc-R

al,3Fuc +

ol 6Euc R-(Fucal,3)GIcNAc-R + R-(Fucal,6)GIcNAc-R N-glicanos En invertebrados.

En glicanos biantenarios
complejos en mamiiferos.
Su interaccion con ciertas Dam et al,
lectinas tipo | induce 1998
produccion de histamina
en mastocitos.

R-
GN2Man3 GIcNAcB1,2(GIcNAcB1,2)Manal,3(Manal,6)Man N-glicanos
-R

Expuesto o encriptado

Biomarcadores produto Souza et al,
Tn GalNAca1-Ser/Thr de sintesis incompleta 2015
por diminucién en

expresion de
glicosiltransferasas o
. chaperonas asociadas a
O-glicanos ellas. Formas expuestas
Ta GalB1,3GalNAcal-Ser/Thr sobreexpresadas en
carcinomas. Tn (CD175)
y Ta = antigeno
Thomsen-Friedenreich

Hauselmann
&Borsi,2014

(CD176).
N/O-glicanos, Precursores de grupos
B GalB1,3GalNAcB1-R glicolipidos histo-sanguineos
expresados en superficie Hara et al. 2014-
1B Galp1,3GIcNACB1-R de eritrocitos y céulas de Fujitani ’et al, ’

otros tejidos, y en fluidos.

2000; Nasir et

-gli - I, 2017; Wilson,
N/O-glicanos, pertenece Ta encriptado a 2002 fison

1] GalB1,4GIcNACB1-R glicolipidos gue también se
encuentra en
invertebrados.

A este grupo también
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En glicoproteinas de pared
celular que contienen . .
GG Galf1,3(Galp1,6)Galp-R O-glicanos  |arabinogalactanos con papel Geshietal, 2013;
A Wilson, 2002
en crecimiento y desarrollo
en plantas.
Xiloglicano en glicoproteina
xilogeno de pared celular de .
. . Geshi et al, 2013;
XyG GalB1,2xyl N/O-glicanos | plantas, el cual media  fo oy o 0 al. 2013
intercciones intercelulares e
induce formacién de xilema.
Siempre expuesto (reconocimiento intercelular)
En glicoproteinas de
: membrana Nohara et al,
Siaa2,3 NeuAa2,3Gal-R glicoconjugados de 2012
mamiferos y aves.
En glicoproteinas de
N/O-glicanos, g]c?l;?s(;igfésado
i NeuAa?2 I-R icolipi :
Siaa2,6 euAa2,6Gal glicolipidos contribuye a la Park et al, 2013
propagacion metastasica
del cancer colorectal.
Papel en adhesién de Marth et al
SLex NeuAca2,3GalB1,4(Fuca1,3)GIcNACB- R leucocitos y unién évulo- 2008 ’
espermatozoide.
Al En glicoconjugados del .
II:Dl\Ié"NA GalNAcB1,4GIcNAc-R N/|O_ glll'C%nos, paradsito  humano S. Smgglest al,
acDINAcC glicolipidos mansoni.
: . Smith et al,
LDN-F GalNACBL,4(Fucal,3)GIcNAC-R N/O-glicanos, | En veneno de abejay en | 555 \yilson,
glicolipidos S. mansoni
2002
N/O-glicanos, | Antigeno en huevos de Smith et al,
LDN-DF GalNAcB1,4(Fucal,2Fucal,3)GIcNAc-R glicolipidos S mansoni 2015
IB-F GalB1,3(Fuca1,4)GIcNACB-R N-glicanos Especifico de plantas Wilson, 2002

Fuc: fucosa; GIcNAc: N-acetilglucosamina; Man: manosa; Xyl: xilosa; GalNAc: N-acetil galactosamina; Gal: galactosa; NeuAc: acido
sidlico; S. mansoni: Schistosoma mansoni. a y : configuraciones de los enlaces glicosidicos.

3.2.2. Glicanos que presentan los grupos histo-sanguineos

Los grupos histo-sanguineos y antigenos relacionados son glicotopes complejos que se expresan
en los extremos no reductores de las cadenas de carbohidratos de glicoconjugados de las
superficies celulares, incluyendo eritrocitos; células de la piel; epitelios de tractos respiratorio,
genitourinario y gastrointestinal (Tabla 1-6); o también presentarse como oligosacaridos libres en
fluidos biologicos e.g., saliva, semen, contenido intestinal, leche, jugos géastricos y sangre (Anstee,
1990; Himbert et al, 2017; Jaff, 2010; Méhul, 2003, Mdginger et al, 2018; Podbielska et al, 2004;
Ravn & Dabelsteen, 2000). El reconocimiento biomolecular por lectinas depende de la especificidad
de la lectina y de la forma como se presentan los glicotopes en la superficie celular. Usando
glicolipidos de membrana se ha observado que la presentacion de glicanos es mas restringida que
aquella de glicanos en solucién, particularmente debido a las restricciones de orientacion impuestas
en el glicolipido a través de sus interacciones laterales con otros lipidos y proteinas de la
membrana (Nasir et al; 2017).
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Los eritrocitos son las células mas cominmente usadas en estudios de membranas biolégicas, y
poseen glicoconjugados tales como glicoforinas (altamente O-glicosiladas); transportadores i6nicos
y de glucosa, y acuaporinas-1 (con N-glicanos); y glicolipidos; ademas, en eritrocitos humanos se
han descrito otras glicoproteinas presentes en menor proporcion como CD44, CD47, Lu, Kell y
Duffy (Aoki et al, 2017). Por lo anterior, eritrocitos de diferente origen se convierten en una
herramienta Util para ensayar la interaccion de lectinas con diferentes glicotopes en un ambiente de
membrana celular. Se ha estimado que un eritrocito humano puede tener hasta 8 x 10° sitios
antigénicos en total sobre los glicolipidos que llevan los grupos histo-sanguineos AB(H) expuestos
en la superficie celular (Himbert et al, 2017), ademas de un mayor nimero de proteinas que cargan
estos antigenos (Anstee, 1990) (Tabla 3-2).

Tabla 3-2. Glicanos en membrana de eritrocitos humanos normales
que cuentan con grupos histo-sanguineos en su estructura

Glicano N° copias estimadas

Glicanos que contienen grupos AB(H):

Intercambiador aniénico; SLC4A1 1x108
Glicoforina A; GYPA 1x10°
Glicolipidos 8 x 10°
Transportador de glucosa; GLUT-1 5x10°
Acuaporina-1; AQP1 2 x 10°
Transportador de amonio; RHAG 1-2 x 10°
Glicanos que contienen NeuAca2,3Gal * 1.2 x 108
Glicanos que contienen Tn 2.7 x10°

* NeuAca2,3Gal: acido N-acetilneuraminico en enlace a2,3 con Gal. Anstee, 1990; Ogawa & Galili, 2006.

La estructura de los determinantes antigénicos histo-sanguineos de glicanos presentes en la
superficie de diferentes tipos de eritrocitos, incluyendo humanos y de animales, se indican en la
Tabla 3-3. En los N-glicanos de la superficie de eritrocitos de diferentes especies ademas se ha
estimado el numero de glicotopes terminales como el antigeno a-Gal o Galilli, y N-acetillactosamina
sialilada y no sialilada (LacNAc y Sia-LacNAc) (Tabla 3-4). Por otro lado, la sintesis incompleta de
cadenas de carbohidratos produce los glicotopes Ta y Tn asociados a superficies celulares en
tejidos tumorales (Cao et al, 2008). La glicoforina A (GYPA), proteina transmembranal altamente
glicosilada (60%) presente en eritrocitos humanos tiene diez y seis (16) cadenas de O-glicanos
principalmente del tipo NeuAca2,3GalB1,3(NeuAca2,6)GalNAc, y un N-glicano triantenario que
presenta sialilacion NeuAca2,6 y nucleo fucosa a-Fucl,6 i.e., Fucal,6GIcNAc (ademas de grupos-
histosanguineos) (Aoki, 2017; Podbielska et al, 2004). Entonces, eritrocitos humanos normales
pueden ser tratados con sialidasa para producir glébulos rojos que contengan asialo-GYPA
exhibiendo el glicotope Ta; y otro grupo de eritrocitos tratado secuencialmente con sialidasa y B-
galactosidasa, resultando en eritrocitos que contienen asialoagalacto-GYPA exponiendo el
glicotope Tn (Hirohashi et al, 1985; Koizumi et al, 2010).



Tabla 3.3 Principales estructuras de carbohidratos que representan grupos histo-sanguineos
en eritrocitos de diferente origen

Eritrocito

Formula estructural de grupos-histosanguineos*

Anotaciones

Fuca1,2GalB1-R
(Sustancia H precursora de antigenos A, B, LeY y Leb)

Gala1,3(Fuca1,2)Gal1-R

GalNAca1,3(Fuca1,2)GalB1-R

En superficie de eritrocitos y
células de otros tejidos, y en
fluidos humanos. R = 3/4GIcNAcB
(O/IN glicanos); 4GalNAcB (O/N
glicanos); 3GalNAcB (glicolipidos).

GalB1,3GalNAca1-O-Ser/Thr

Tn

GalNAca1-O-Ser/Thr

Productos de biosintesis alterada
de O-glicanos: T (CD176) o
antigeno Thomsen-Friedenreich;
y Tn (CD175).

Oveja

GalNAca1,3GalNAcB1,3Gala1,4GalB1,4GlcB1-Cer

Globopentaglicosilceramida en
glicoesfingolipidos; ausente en
conejo y humano (excepto en
glicotopes oncofetales). Contiene
el antigeno Forssman
GalNAca1,3GalNAc (marcador
tumoral en humanos); el glicotope
E encriptado (R-Gala1,4Gal-R)
presente ademas en
glicoesfingolipidos de eritrocitos y
de intestino delgado humanos, en
glicoproteinas salivares del ave
comestible  Collocalia y en
glicoproteinas de anfibios, y que
junto con el glicotope del grupo
sanguineo P presente en células
del tracto wurinario y también
encriptado en este glicolipido
ovino (R-GalNAcB1,3Gal-R), es
receptor de aglutininas toxicas y
microbianas; y el glicotope L
(GalB1,4GIcB1-R) que se
encuentra en la leche de
mamiferos 'y encriptado en
glicoproteinas y glicolipidos.

Cerdo

Galal,3Galpf1,4GIcNACBL-R;
NeuGca2,6(Gal1,3)GalNAca1-O-Ser/Thr
NeuGca2,6(Galal,3GalB1,4GIcNAcB1GalB1,3)GalNAcal-O-

Galal,3GalB1,4GIcNAcB1-R es el
antigeno a-Gal o Gallili, principal
xenoantigeno en eritrocitos
porcinos. En glicoforinas también
presentes NeuGca2,6(a-Gal);
NeuGca2,6T y NeuGca2,6Tn.

Conejo

Gala1,3GalB1,4GIcNAcB1,3GalpB1,4Glc-Cer;
Neu5Aca2,3GalB1,3GalNAca1-O-Ser/Thr;
NeuAca2,6(GalB1,3)GalNAca1-O-Ser/Thr;
NeuAca2,6(Neu5Aca2,3GalB1,3)GalNAca1-O-Ser/ Thr

Pentasacaridoceramida,
glicolipido méas abundante en
eritrocitos de conejo, contiene
antigeno o-Gal y glicotope L. En
O-glicoproteinas también
presentes NeuAca2,3T y
NeuAca2,6Tn.
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Neu5Gca2,3Lac-Cer, principal
gangliésido en eritrocitos equinos.
La aglutinacion se ha relacionado
con presencia de NeuGca2,3Gal.

Neu5Gca2,3Galp1,4GIcNAcB1-Cer;
Neu5Gca2,3Galp1,3GalNAca1-O-Ser/Thr

Caballo NeuGca2,6(GalB1,3)GalNAca1-O-Ser/Thr NeuGc presente en glicoforinas.
NeuGca2,6(Neu5Gca2,3GalB1,3)GalNAca1-O-Ser/Thr En  O-glicoproteinas  también
presentes NeuGca2,3T y
NeuGca2,6Tn.
La aglutinacion se ha relacionado
Perro NeuAca2,3GalB1,4GIcNAcB1,3GalB1,4GIcNAcBL,3- con presencia de NeuAca2,3.
Ratén 9- 0-Ac-NeuAca2,3GalB1,4GIcNAcB1,3GalB1,4GIcNAcBL,3- La aglutinacién se ha relacionado
con presencia de 9-0-Ac-NeuAc.
En  O-glicoproteinas  también
9-0-Ac-NeuAca2,3Galp1,3GalNAc-
Rata B presentes NeuAca2,3T/LacNAc,
NeuAca2,6Tny T.
Pollo NeuAca2,3GalB1,3(NeuAca2,6)GalNAc- Presente en O-glicanos

*Férmula estructural de glicanos propuesta por el Consortium for Functional Glycomics (www.functionalglycomics.org) y
aceptada por IUPAC. Paréntesis = ramificaciones. Fuc: fucosa; GIcNAc: N-acetilglucosamina; GalNAc: N-
acetilgalactosamina; Gal: galactosa; NeuAc: &cido N-acetilneuraminico; NeuG: acido N-glicoliineuraminico. a o f:
configuracién de enlace glicosidico. Refs: Aoki, 2017; Doucet et al, 2004; Ito et al, 1997; Momoi & Yamakawa, 1978;
Ogawa & Galili, 2006; Ravn & Dabelsteen, 2000; Tan et al, 2010.

Tabla 3-4. Namero estimado de glicotopes terminales a-Gal, LacNAc y Sia-LacNAc en N-glicanos
sobre la superficie de eritrocitos de diferentes especies

Origen del Namero de glicotopes en N-glicanos x 10%/célula
eritrocito aGal Galp1,3/4GIcNAc-R Sia-GalB1,3/4GIcNAc-R
Humano 0 0.008 0.4
Conejo 2 0 0
Cerdo 0.16 0 0.12
Perro 0.008 0.008 0.8
Bovino 0.008 0 0.4
Cabra 0 0 2
Oveja 0 0 0.16
Caballo 0 0 0.008
Ratén 0 0 0.16
Pollo 0 0 2

aGal: glicotope Gallili; N-acetillactosamina: LacNAc; Sia-LacNAc: Sia2,3/6Galf31,3/4GIcNAc-R; Sia es NeuAc; Neu5Gc o
9-0-Ac-NeuAc, segun la especie. Refs: Aoki, 2017; Ogawa & Galili, 2006; Ravn & Dabelsteen, 2000; Rogers et al, 1986.

3.3. Metodologia

Las especificidades de union de las lectinas LDG-I, LDG-Il y LGL-II fueron exploradas por medio de
ensayos de dotblot; asi como a través de ensayos de aglutinacion de eritrocitos de diferente tipo y
del acople molecular in silico de LGL-Il con diferentes ligandos; permitiendo complementar y
expandir el conocimiento acerca de la especificidad de estas tres lectinas y proponer esquemas de
especificidad de glicotopes para cada una de ellas.

3.3.1. Evaluacion de la especificidad de las lectinas usando glicoformas remodeladas a partir
de glicoproteinas
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Se realizaron ensayos dot-blot para determinar las especificidades de unién de las lectinas
evaluando once (11) glicoconjugados con estructuras de glicanos definidas, obtenidos por
remodelacién enzimatica de dos glicoproteinas. Previo a los ensayos de interaccién, las lectinas
fueron biotiniladas y el marcaje se corroboré realizando incubacion con estreptavidina-peroxidasa, y
revelando con diaminobenzamidina (DBA) y peroxido de hidrégeno (H205).

3.3.1.1. Biotinilacién de las lectinas.

La biotinilacién se realizd permitiendo el acople a los residuos de amina primaria, al mezclar sulfo-
N-hidroxisuccinimida éster de biotina (sulfo-NHS-LC-biotina) con las lectinas puras, siguiendo el
método descrito por Hermanson, 1996 (Anexo V). La verificacion de la biotinilacion de las lectinas
se observa en la Figura 3-2.

Lectina LDG-Il de Dioclea grandifiora BSA
g & o % o o o Lectina LGL-Il de
Galactia lindenni
® o o © e o @ <
6,25 312 156 078 039 019 009 pg* '
® & o o 0,788
LGL-Il BSA

Lectina LDG-I de Dioclea grandifiora BSA

Figura 3-2. Biotinilacién de las lectinas. Membranas con lectinas sembradas en las concentraciones
indicadas (u1g), se incubaron en presencia de estreptavidina peroxidasa 1:500. Revelado usando 0.5 mg/mL
de DAB y 10 pL de H20:2 al 30%. BSA: albumina sérica bovina (control). Ref: Hermanson G. T, 1996.

3.3.1.2. Preparacién de neoglicoformas de glicoproteinas

Las glicoproteinas apotransferrina humana y fetuina bovina fueron remodeladas con enzimas para
producir glicoformas con glicanos definidos, siguiendo la metodologia descrita por Iskratsch et al
(2009) de la Universitat fur Bodenkultur (BOKU en Viena, Austria), quienes a través de este
método lograron refinar las especificidades de 12 lectinas vegetales comerciales, ampliando la
informacion reportada en la literatura. La N-glicosidasa F (PNGasa F) fue obtenida de Roche
Diagnostics (Mannheim, Alemania), mientras que las otras enzimas y las glicoproteinas fueron
obtenidas de Sigma-Aldrich—Fluka, a excepcion de la al,6-fucosiltransferasa de Caenorhabditis
elegans (FUT-8) y la B1,4-galactosidasa de Aspergillus oryzae, las cuales fueron preparadas por el
Laboratorio de Glicobiologia Molecular de BOKU.

Glicoformas a partir_de apotransferrina_humana: La glicoproteina (26 mg) fue disuelta en una
solucién de acido 2-(N-morfolino) etanesulfonico (Mes 50 mM; pH 5.5), a una concentracion final de
20 mg/mL. Una alicuota de 150 pL de la proteina nativa (conteniendo N-glicanos biantenarios
complejos tipicos dentro de su dominio C-terminal Satomi et al, 2004) se guardé a -20°C, mientras
que otras alicuotas de la muestra se sometieron a accion enzimética con glicosidasas y
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glicosiltransferasas usando las condiciones que se describen en la Tabla 3-5 para producir nuevas

glicoformas a partir de sus predecesoras (Fig. 3-3).

las glicoformas de apotransferrina humana *

Tabla 3-5. Condiciones de mezclas de reaccién para la producciéon de

Glicoformas obtenidas por degradacién enzimatica usando glicosidasas

. Glicoforma/ ) .
Glicoforma . Unidades o . Glicoforma
S Buffer/ Enzima S T Tiempo
inicial enzimaticas resultante
Sustrato
Transferrina Neuraminidasa de R Asialo-
(NeuANeuA) 150 yL de C. perfringens 195 muU src 16h transferrina (GalGal)
Asialotrans- glicoforma en B1,4-galactosidasa 86U 37°C 16 h Asialoagalacto-
ferrina (GalGal) Mes 50 mM; pH de A. oryzae ’ transferrina (GnGn)
Asialoagalacto- 5.5 B-hexosaminidasa Nucleo
transferrina de Streptococeus 75U 37°C 16 h pentasacarido
(GnGn) P de N-glicanos (MM)

Glicoformas obtenidas por union de carbohidratos usando gli

cosiltransferasas

. 200 pg de al,3-galactosil
Asialo GalGal/ 20 nmol transferasa
transferrina . 0.5muU 37°C 16 aGalaGal
(GalGal) de UDP-Gal pH recombinante
7.0 (a1,3GalT)
300 p/L GnGn +
Asialo- . .
e | s s
9 . pr =-9), transferasa bovina 75 mU 37°C 48 h BGNBGN
transferrina MnCl, 7.5 (GalT)
(GnGn) mmoles, UDP-
GalNAc 1 mmol
. + 5 pL de Mes Sobrenadante
Asialo- .
aoalacto- 0.4 M (pH 7.5), al,6-fucosil 10x de P.
trfnsferrina MnCl, transferasa de C. pastoris 23°C 48 h GnGnF®
(GnGn) 4 mmoles, GDP- elegans (FUT-8) expresando
fucosa 150 nmol FUT-8
* C. perfringes: Clostridium perfringens; P. pastoris: Pichia pastoris; A. oryzae: Aspergillus oryzae.




55

B1,4-Galactosidasa
» GnGn

(asialoagalacto)

NeuANeuA GalGal
(asialo)

al,3 GalT
+ UDP-Gal Hexosaminidasa

a3 a6
B4

B4

BGNBGN

MM

aGalaGal

Figura 3-3. Estructuras de N-glicanos en las glicoformas de transferrina humana post remodelamiento
enzimatico in vitro. La transferrina fue desialilada y luego degalactosilada usando neuraminidasa y 1.4-
galactosidasa, antes de subsiguientes modificaciones con hexosaminidasa, p1,4-galactosiltransferasa (81,4-
GalT), al,3-galactosiltransferasa (al,3-GalT) y al,6-fucosiltransferasa (FUT-8). La nomenclatura simbdlica es
la propuesta por el Consortium for Functional Glycomics (www.functionalglycomics.org) y aceptada por
IUPAC; circulos: hexosas; cuadrados: N-acetilhexosaminas; blanco: esteroquimica de galactosa; negro:
esteroquimica de glucosa; gris: esteroquimica de manosa; triangulo gris: fucosa; diamante negro: acido
neuraminico. Recuperado de Cortazar et al, 2018.

Glicoformas a partir de fetuina bovina: la fetuina, principal glicoproteina presente en el suero fetal
de cabra posee tres O-glicanos (Spiro et al, 1974) y tres N-glicanos (Green et al, 1988) en su
estructura (glicoforma F5 en Fig. 3-4). La glicoproteina (2 mg) fue disuelta en 100 pL de Mes 50
mM, pH 5.5, y alicuotada en cinco partes. Las alicuotas fueron incubadas con 1 puL de cada una de
las enzimas usadas e incubadas a 37°C toda la noche para producir las glicoformas:

Fetuina nativa = glicoforma F5 incubada toda la noche en ausencia de enzimas.

Glicoforma F4 = F5 tratada con neuraminidasa para obtener asialofetuina con O/N-glicanos.
Glicoforma F3 = F5 tratada con neuraminidasa, y ademas con PNGasa F (0.77 U, 37°C, 24 h) con
el fin de escindir los N-glicanos y obtener asialofetuina con solo O-glicanos.

Glicoforma F2 = F5 tratada con neuraminidasa, $1,3-galactosidasa bovina y B1,4-galactosidasa;
para obtener asialoagalactofetuina:
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Figura 3-4. Estructuras de O/N-glicanos en las glicoformas de fetuina bovina post remodelamiento
enzimatico in vitro. Nomenclatura simbdlica es la propuesta por el Consortium for Functional Glycomics
(www.functionalglycomics.org) y aceptada por IUPA; circulos: hexosas; cuadrados: N-acetilhexosaminas;
blanco: esteroquimica de galactosa; negro: esteroquimica de glucosa; gris: esteroquimica de manosa,
triangulo gris: fucosa; diamante negro: acido neuraminico. Recuperado de Iskratsch et al, 2009. Traduccion
de las palabras en la imagen por la estudiate tesista.

La confirmacién de la estructura y el grado de remodelamiento de las glicoformas han sido
analizadas por el Laboratorio de Glicobiologia Molecular de BOKU, siguiendo una metodologia
desarrollada en dicho laboratorio, que incluye la separacién de las glicoformas por SDS-PAGE,
escision de las bandas de interés, digestion triptica antes de la liberacion de los glicanos usando N-
glicosidasa (PNGasa A o F) y andlisis por espectrometria de masas MALDI-TOF MS (Anexo VI).

3.3.1.3. Dot-blot con glicoformas de transferrina y fetuina

Con el fin de observar la interaccion de las lectinas con las glicoformas obtenidas por
remodelamiento, se realizaron ensayos de dot blot siguiendo el método descrito por Iskratsch et al,
2009. Las glicoproteinas (glicoformas) (20 mg/mL) fueron diluidas (1:10), y 0.5 pyL de cada una de
las diluciones fueron dispuestas como puntos separados sobre membranas de nitrocelulosa
(BioTrace NT, Pall Life Sciences, East Hills, NY, USA). Las muestras se dejaron secar a
temperatura ambiente, y luego se realizé el bloqueo de las membranas en buffer Tris salino (Buffer
TBS: Tris-HCI 0.1 M, NaCl 0.1 M, pH 7.4) que contenia Tween al 0.05% (Buffer TTBS),
suplementado con albumina de suero bovino (BSA) al 0.5%, toda la noche, a 4 °C. Luego de tres
lavados con buffer TTBS, durante 5 min por lavado, las membranas se incubaron durante 1 h con
las lectinas biotiniladas a una concentracién of 5 pg/mL de lectina en TTBS con BSA 0.5%, sobre
un agitador horizontal a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas se lavaron
nuevamente, y se incubaron con un conjugado de fosfatasa alcalina - estreptavidina (1:1000),
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durante 1 h, a temperatura ambiente, en agitacion. Las membranas se lavaron, y finalmente se
revelaron con [5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato/azul nitrotetrazolio (Sigma-FAST tablets)]. Un
ensayo de control interno se realizo con la lectina RCA-I de Ricinus communis, con la cual ya se
habian realizado dot blots usando estas mismas glicoformas en condiciones similares (Iskratsch et
al, 2009; Anexo VII).

3.3.2. Modelamiento molecular y acople de la lectina LGL-Il con diferentes carbohidratos

3.3.2.1. Analisis de la secuencia 'y modelo tridimensional

Usando el servidor I-TASSER disponible en http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/, el
cual permite el modelamiento comparativo utilizando una combinacion de mdultiples estructuras de
referencia y una optimizacion iterativa de alineaciones alternativas, se realizd la comparacion y
seleccién de modelos de acuerdo con el mejor resultado (score), para obtener un modelo para la
estructura tridimensional de la lectina LGL-II, partiendo de la secuencia previamente descrita por
Quintero, 2014 y Carrefio et al., 2016. En la evaluacién del modelo se utilizaron los parametros de
I-TASSER, como el algoritmo de puntuacién (C-score) que va de -5 a 2; para la estimacion de la
calidad de los modelos de prediccién, donde una mayor puntuacién indica una mejor prediccién en
la estructura. Ilgualmente, el TM-score y el (RMSD) son pardmetros estandar que se utilizan para
indicar la cercania del modelo que se predice con la estructura nativa del molde. TM-score> 0,15
significa un modelo que presenta una topologia correcta (Banerjee et al, 1996; Zhang 2008; Roy et
al., 2010, 2012). También se realizé el andlisis de estructura secundaria por diagramas de
Ramachandran mediante la herramienta PROCHECK ANALYSIS que se obtuvo con PBDsum en
http://www.ebi.ac.uk/ (Banerjee et al, 1996; Roy A et al, 2010, 2012; Zhang Y, 2008).

3.3.2.2. Acople molecular

Se hiz6 el acople molecular de la LGL-Il con 6 ligandos; se descargé el archivo PDB (Rep.) de la
estructura 3D predicha de la lectina, y los 6 ligandos de interés fueron descargados de Pubchem en
formato PDB. En Autodock-tools 1.5.6 fueron editados los archivos, se eliminaron aguas y se
adicionaron hidrogenos polares. Sobre la molécula que contenia el ligando se definié la posicion y
tamafo del gridbox para realizar el acople (X center: 62.058; Y center: 57.860; Z center: 72.890 /
Size x: 92; Size Y: 96; Size Z: 60). Para cada uno de los ligandos se definieron los angulos de
torsion y se guardaron los respectivos archivos en formato PDBQT; en el caso del receptor, este se
defini6 como una estructura rigida. La corrida del acople se realiz6 usando el programa
AutodockVina 1.1.2 (Trott & Olson, 2010), y para cada uno de los ligandos fue seleccionado el
modelo con la mejor energia de interaccion (valor mas negativo). Para representar las interacciones
en 2D y 3D entre los carbohidratos y la LGL-Il se usé Discovery studio 2016.

Como parte de investigaciones realizadas en el grupo de investigacion GRIP, con el fin de
determinar la estructura primaria de la LGL-Il, la proteina pura fue hidrolizada usando tripsina,
guimotripsina y Lys-C (Quintero, 2014); la secuencia de los péptidos se determind por
espectrometria de masas en tdndem y la superposicién de ellos se realizd con las secuencias de
otras dos lectinas de tipo Il i.e., LDL-Il y LCR-II, las cuales tienen un 76% y 84% de identidad y de
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similitud, respectivamente, entre ellas (Fig. 3-5). En la secuencia propuesta para LGL-II faltaron 9
aminoacidos por definir, de esta forma con 230 aminoacidos (Fig. 3-6), y un porcentaje de
carbohidratos neutros del 7% con el que cuenta esta lectina glicosilada (Almanza et al, 2004), el
peso molecular del mondémero de LGL-II fue de 26064 Da (Quintero, 2014; Carrefio et al., 2016).
Para la LDG-I otros autores ya han realizado modelamiento de su interaccién con mandsidos (Figs.
1-4 y 1-10), y de LDG-Il se tiene informacion solo de su secuencia N-terminal y de muy pocas
secuencias de péptidos (Melgarejo et al, 2005). De acuerdo con lo anterior se realizé el
modelamiento de la LGL-Il y la evaluacién de la interaccion con carbohidratos seleccionados para
entender mejor los procesos de reconocimiento.

Score Expect Method Identities Positives
329 bits(843) 6e-120 Compositional matrix adjust. 168/221(76%) 187/221(84%)

Query 1 AKVTSFDYTSFSSSSDIKPLQGNAGELTVAMLQLTDLKNPSSNLGRVLYSSPVTLWDEAT 60
A VTSF+YTSFSSSS IK LQGNA +L LT KNPSSN+GRVLYSSPVT+WDEAT
Sbjct 17  AIVTSFNYTSFSSSSHIK-LQGNAAIQGNGLLALTSDKNPSSNIGRVLYSSPVTIWDEAT 75

Query 61  GNVASFVSSLTLRFEDVSGYVPANGALGVVNAPDAGTLPSGSAGGQLGTVNPKDAFNNFV 120
. GNVA FVSS+T R EDVS YVPA+G + + AP +P5G5 GG LG VNPKDAFNNFV
Sbjct 76  GNVAGFVSSITFRLEDVSEYVPADGIVFFL-APQDTQIPSGSTGGYLGVVNPKDAFNNFV 134

Query 121 GVEFDDYSNSWDPSYSFHIGLDVNSLLSLQTAKWNRKSGSLVKAALLYDCHAKTLSVAVE 180
. GVEFDDYSN+WDPSY HIG+DVNSL+SLQTAKWNRKSGSLVKAA++YDCHAKTLSVAVE
Sbjct 135 GVEFDDYSNAWDPSYP-HIGIDVNSLISLQTAKWNRKSGSLVKAAIMYDCHAKTLSVAVE 193

Query 181 NDGQLLTVAQMVDKLAVLPSKVRVGLSAATSGNGVQKHDVY 221

NDGQ++TVAQMVD AVLPSKV VGLSA+TS G+Q+HDVY
Sbjct 194 NDGQIITVAQMVDLKAVLPSKVVVGLSASTSSGGIQRHDVY 234
Figura 3-5. Comparacion de las secuencias de las lectinas Dioclea lehmanni Il y Camptosema
ellipticum

10 20 30 40 50 60

AKVTSFDYTS FSSSSDIKPL QGNAGELTVA MLQLTDLKNP SSNLGRVLYS SPVTLWDEAT
70 80 90 100 110 120

GNVASFVSSL TLRFEDVSGY VPANGALGVYV NAPDAGTLPS GSAGGQLGTV NPXKDAFNNF
130 140 150 160 170 180

VGVEFDDYSN SWDPSYSFHT GLDVNSLLSL QTAKWNRKSG SLVKAALLYD CHAKTLSVAV
190 200 210 220 230

ENDGQLLTVA QMVDKLAVLP SKVRVGLSAA TSGNGVQKHD VYXXXXXXXX

Figura. 3-6. Estructura de LGL-Il propuesta por Quintero, 2014 y Carrefio et al, 2016.

3.3.3. Actividad aglutinante de las lectinas sobre eritrocitos con diferente perfil glicomico

En los estudios de caracterizacion de lectinas es usual realizar pruebas con eritrocitos con el fin de
verificar la actividad aglutinante de la lectina en cada paso de purificacion. En varios estudios se
han usado suspensiones de un solo tipo de eritrocitos, usualmente de conejo. En este trabajo se
llevaron a cabo ensayos de eritroaglutinacion siguiendo la metodologia descrita en la seccion 2.3.5,
y evaluando diluciones seriadas de las lectinas sobre suspensiones de diferentes tipos de
eritrocitos, los cuales presentan diferente perfil glicomico en sus membranas. Debido a que los
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grupos histo-sanguineos son carbohidratos no reductores de los extremos terminales de las
cadenas de oligosacaridos presentes en las glicoproteinas y los glicoesfingolipidos expresados
sobre la superficie de los glébulos rojos y de otros tipos celulares (Ravn & Dabelsteen, 2000), esta
aproximacion permite evaluar ligandos oligosacaridos multivalentes en el contexto de ambiente de
superficie celular (Evans & MacKenzie, 1999).

3.4. Resultados

3.4.1. Interaccién con glicoproteinas remodeladas

Después del remodelamiento enzimatico, 1 ug de cada una de las glicoformas resultantes fue
dispuesto de manera punteada sobre membranas de nitrocelulosa, con el fin de identificar las
estructuras de carbohidratos que puede reconocer cada una de las tres lectinas vegetales
ensayadas (Fig. 3-7). Una muestra que contenia proteinas biotiniladas de manera natural (BC) fue
usada como control positivo para visualizar la union de la estreptavidina.

Slia2,6 Gal Gn BGn aGal MM
LDG
3 L) 5
0)
. 4 B H 5 9 *
GnF® F2 F3 F4 F5 BC
Siaz,6 Gal Gn BGn aGal MM
LDGH : o 0 0O 0 0 O

. @ 0

' 0 0 0 0
Fo
Gn F2 F3 F4 F5 BC . DJE 2 ¢
O
; +
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LGL-lI Qgi ﬁ
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. 9 Q B Q;/i
GnF® F2 F3 F4 (3] BC

Figura 3-7. Dotblot del reconocimiento de glicoformas de transferrina humana y fetuina bovina por las
lectinas LDG-I, LDG-Il y LGL-Il. El panel de la derecha muestra las estructuras segun la nomenclatura
simbdlica de glicanos acordada por el Consortium for Functional Glycomics y aceptada por IUPAC; circulos:
hexosas; cuadrados: N-acetilhexosaminas; blanco: esteroquimica de galactosa; negro: esteroquimica de
glucosa; gris: esteroquimica de manosa; triangulo gris: fucosa; diamante negro: acido neuraminico. Los O-
glicanos mostrados son aquellos que se encuentran en mayor proporcion en cada glicoforma de fetuina (ver
Fig. 3-4). Glicoformas de transferrina: Sia2,6: transferrina nativa con glicanos biantenarios con residuos
terminales de &cido acetilneuraminico en enlace 02,6 con galactosa (NeuAa2,6); Gal: GalGal,
asialotransferrina; Gn: GnGn asialoagalactotransferrina con glicanos que presentan residuos BGalNAc
terminales; BGn: glicoforma remodelada con residuos BGIcNAc terminales a partir de GnGn; aGal: glicoforma
remodelada con residuos a-galactosa terminales; MM: glicoforma con nulcleo pentasacéarido de N-glicanos,
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con residuos de manosa terminales; GnF6: GnGnF6, asialoagalactotransferrina con nucleo a1,6-fucosa en
GIcNAc reductora. Glicoformas de fetuina: F2: asialoagalactofetuina con O/N-glicanos; F3: asialofetuina con
O-glicanos; F4: asialofetuina con O/N-glicanos y F5: fetuina nativa con O/N-glicanos. BC: Control de
proteinas biotiniladas.

De acuerdo con los resultados del dot blot (Fig. 3-5), LDG-I reconocié 8 de las 11 glicoformas
probadas; y de las 8 glicoformas, la mitad posee N-glicanos, y la otra mitad posee tanto N- como O-
glicanos en su estructura. Por otro lado, LDG-Il y LGL-lIl mostraron un comportamiento mas
especifico al interactuar solo con 2 o con 4 de las glicoformas que contenian O/N-glicanos,
respectivamente; mientras que no interactuaron con ninguna de las muestras de transferrina que
contenian solo N-glicanos biantenarios; por lo cual se infiere que ambas lectinas tipo-ll muestran
preferencia por O-glicanos. Especificamente, se observé que LDG-lI y LGL-II reconocieron la
asialofetuina (F3 y F4, i.e., formas con y sin N-glicanos) pero no la asialotransferrina (N-glicano con
B1,4-Gal en el extremo terminal), indicando la union de éstas dos lectinas a O-glicanos de las
formas GalB1,3GalNAca o GalB1,4GIcNAc (glicotopes Ta y IIB, respectivamente). LDG-I también se
unié a la asialoagalactofetuina [forma F2, con N-glicanos y con O-glicanos que contienen el nicleo
GalNAca1-O-Ser/Thr (antigeno Tn)], asi como a la N-asialoagalactotransferrina BGnpGn que
contiene el extremo GIcNAc en enlace (1,4, sugiriendo interaccion de esta lectina con residuos
HexNAc terminales sin importar el tipo de enlace (a/B) o tipo de glicano (O/N). LGL-Il también
reconocié GalNAc en enlace a (como el encontrado en F2-F5), aunque en muy baja extension
(menor intensidad) cuando el glicano contenia solo uno o dos carbohidratos (F2). Por otro lado,
LDG-II interactu6 muy débilmente con F2, y en absoluto con asialoagalactotransferrina (GnGn) ni
con ninguna de las demés glicoformas de transferrina que contenian solo N-glicanos biantenarios.
LDG-l y LDG-II se unieron a la fetuina nativa (F5) pero no a la transferrina, sugiriendo que el acido
sidlico en enlace a2,3 (encontrado en la fetuina, pero no en la transferrina) podria ser un ligando de
las dos lectinas de D. grandiflora, mientras que la interaccion de LGL-Il con glicanos sialilados (02,3
0 02,6) es muy poca o nula. El nacleo al,6-fucosa en N-glicanos no promovio la unién de las
lectinas tipo Il. Ninguna de estas tres lectinas interactu6 con asialotransferrina (GalGal) o su forma
encriptada por al,3-Gal (aGalaGal); lo que indica que la galactosa no es un ligando obvio para
ninguna de estas tres lectinas de la tribu Diocleae.

En el ensayo de control interno del reconocimiento de las glicoformas por la lectina RCA-I de la
tribu Acalypheae, en el presente trabajo se obtuvieron resultados similares a los reportados por
Iskratsch et al, 2009 para esta misma lectina, y concordantes otros estudios (revisado en
Cummings & Schnaar, 2017), en donde RCA-I reconoce glicoformas con extremo terminal no
reductor en enlace 3 tales como la N-glicoforma Gal que no es reconocida por ninguna de las tres
lectinas Diocleae (Fig. 3-5), las glicoformas F2 - F4; y ademas, a diferencia de LDG-Il, LDG-Il y
LGL-II; la presencia de NeuAc2,6 terminal no inhibe su interacciéon (Anexo VII).

3.4.2. Modelamiento de la lectina LGL-Il y de su acople molecular con diferentes
carbohidratos

3.4.2.1. Modelamiento molecular de la lectina LGL-II
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De tres modelos resueltos por I-TASSER se seleccioné aquel con la mayor significancia en la
prediccion (Roy et al., 2010; Yang et al., 2015; Zhang, 2008), con valor de C-score de 1.04. Segun
el modelo predicho, LGL-II consta de 16 hebras 8 organizadas de forma antiparalela formando un
barril-B, y ocho bucles flexibles que forman la superficie de unién al ligando (A-H) (Figs. 3-8 y 3-9).
Con I-TASSER los modelos 3D se generan usando multiples alineamientos enhebrados (threading)
y simulaciones estructurales iterativas de montaje, de manera que puede usar la secuencia de solo
tres proteinas para construir la totalidad de la proteina (Yang et al., 2015). La plantilla usada por I-
TASSER para generar la prediccion de estructura 3D de LGL-Il fue la de la lectina de Pisum
sativum (arveja) (35,22% de identidad, 50% de similitud, cobertura del 81%). Hasta el momento,
ninguna de las estructuras terciarias de las lectinas tipo Il de la tribu Diocleae estan reportadas en
PDB. El diagrama de Ramachandran favorece este resultado indicando que el modelo propuesto
es de buena calidad ya que mas del 90% de los residuos se encuentra en las regiones favorecidas,
como se explica en la leyenda de la Fig. 3-10.

Figura 3-8. Estructura tridimensional de LGL-II. Flechas azul y violeta: 16 hebras f3; lineas grises: random
coil, cilindro rojo: hélice. C-score del modelo =1.04; con RMSD de 35 + 24 A
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/output/S385245/.
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Figura 3-9. Sitio de unién a ligando. Bucles A-H forman la superficie de unién al ligando (izquierda).
Colores azules y violetas indican cargas positivas, y color rojo cargas negativas, en la superficie del bolsillo
de unidn al determinante H-tipo Il (derecha); obtenido con Discovery Studio 2016.
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Figura 3-10. Diagrama Ramachandran para el modelo de LGL-IlI favorece el resultado obtenido con I-
TASSER, indicando que el modelo propuesto es de buena calidad ya que méas del 90% de los residuos se
encuentra en las regiones favorecidas; i.e., la conformacion de angulos de torsién phi y psi adecuada para la
mayoria de los residuos de aminoacidos [zonas rojas: combinaciones mas favorables de valores phi-psi
(Morris et al., 1992)], mientras solo un 0,5 % se encontré dentro de regiones no permitidas, ademas, se
observa una mayor nube de puntos en las zonas Psi [45-180] y Phi[-180 - (-45)] correspondiente a la
conformacion hojas B caracteristica de lectinas de leguminosas. Diagrama obtenido con PDBSum.

3.4.2.2. Acople molecular de la lectina LGL-Il con carbohidratos que representan diferentes
glicotopes
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La alta especificidad de la LGL-II por el trisacérido que representa al determinante histo-sanguineo
H-tipo Il (Fuca1,2GalB1,4GIcNAc), en comparacion con la especificidad mas débil por el resto de
determinantes tipo H y Lewis probada en ensayos ELLSA (Tabla 1-6), conllevé a Almanza et al
(2004) a concluir que los hidroxilos 3-OH de GIcNAc; 3-OH, 4-OH y 6-OH de Gal; y 4-OH de Fuc,
estaban implicados en la formacién de puentes de hidrégeno con la lectina; ademas que la
presencia del enlace glicosidico Fuca1,2Gal era necesario para la interaccién y que la afinidad es
mucho mayor cuando Gal y GIcNAc estan unidos por enlace $1,4. Por otro lado, ensayos por
cromatografia frontal de afinidad (Vega et al., resultados no publicados) muestran que LGL-Il tiene
preferencia por trisacaridos en comparacion con pentasacéaridos. Por medio de estudios in silico se
realizaron los acoples moleculares entre LGL-Il con seis ligandos diferentes (mono-, di- o
trisacaridos) que pueden encontrarse en células de mamiferos, incluyendo al determinante H-tipo I,
observando que dicho determinante es aquel ligando que muestra mayor energia de afinidad (-6.9
Kcal/mol) en la interaccion con la lectina LGL-Il, en comparacién con los otros carbohidratos
ensayados (Tabla 3-6). En la Tabla 3-7, y en las Figs. 3-11 a 3-16 se muestran y se describen las
interacciones atébmicas entre cada uno de los ligandos y LGL-II.

Tabla 3-6. Energias de afinidad de interaccién de carbohidratos con la LGL-II *
Glicotope Secuencia del Energia de afinidad
carbohidrato (Kcal/mol)
Determinante H tipo Il Fuca1,2GalB1,4GIcNAc -6.9
Disacarido 1B (LacNAc Il) GalB1,4GIcNAc -6.2
Sialil Gal (Siaa2,3Gal) Neua2,3Gal -6.2
Sialil 1B Neua2,3GalB1,4GIcNAc -6.1
Disacarido tipo H Fuca1,2Gal -6.0
GalNAc GalNAc -5.7

* Los valores mas negativos indican mejores energias de union.

En las interacciones entre los seis ligandos y el sitio de unién en la LGL-Il se presenta una
frecuencia alta de residuos de aminoacidos polares y basicos en el reconocimiento carbohidrato-
proteina, tales como Asn > Ser > Arg (Tablas 3-6 y 3-7; Figs. 3-11 a 3-16). Al menos un residuo de
aminoacido polar, Asn, siempre estuvo presente en las interacciones con todos los ligandos, i.e.,
los residuos Asnl117 y Asnl1l8 intervienen en interacciones con atomos en los azlcares acetilados
de los carbohidratos H tipo Il, NeuAca2,3Gal y GalNAc, pero no con galactosa; atomos del residuo
Asn155 forman puentes de hidrégeno con Fuca1,2Gal y Sialil 113; Asn84, Asn129 y Asn213 forman
puentes de hidrégeno con atomos en el disacarido LacNAc.

Las interacciones de los residuos Asn se dan a través de diferentes atomos del residuo de
aminoécido (hidrogenos en NH2, NH, CH2 o C4; y oxigenos en COOH o en la amida). Atomos en
residuos polares (Ser) formaron puentes de hidrégeno con tres de los ligandos: Ser100 y Ser158
con &tomos de oxigeno en C6/C3 del aziucar NeuAc de los carbohidratos sialilados NeuAca2,3Gal
y Neua2,3GalB1,4GIcNAc, respectivamente; Serl36 con H/O en C1, C4 o C5 de galactosa en sialil
LacNAc; Serl28 y Serl30 con H/O en GIcNAc de LacNAc, y H de Ser211 con galactosa en
LacNAc. El residuo Arg46 interactia con atomos en la amida de azlcares HexNAc; i.e., como la
amida de GIcNAc en el determinante H-tipo Il y la amida del monosacarido GalNAc, asi como con
el anillo y el H de C6 de galactosa en el disacarido NeuAca2,3Gal. También se presentan
interacciones con los residuos aromaticos hidrofébicos Phel16 (solo con Fuc), Phell9 (pi-sigma
solo con monosacarido GalNAc) y Phel37; con los hidroxilicos polares Thr97 y Thr109, con anillo
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del residuo hidrofébico Pro93 (solo con C6 en Fuc; interaccion de tipo alquil), los cargados Aspl14,
Lys153 y Lys157; aromaticos Trp131, Trpl54 y Tyrl35, y los no polares que tuvieron interaccciones
solo con galactosa fueron Gly104 (puente de hidrégeno con Gal en LacNAc) y Vall1l0 (van der
Waals con Gal en NeuAca2,3Gal) (Tablas 3-6 y 3-7; Figs. 3-11 a 3-16). La mayoria de las
interacciones lectina-carbohidrato se dieron por medio de puentes de hidrégeno, seguido de
puentes carbén-hidrogeno (i.e., CH...O, donde H puede estar sobre el C2 del residuo de
aminodcido o en el CH de Trpl131; o sobre el CH de C1 o C5 del monosacarido GalNAc).

Tabla 3-7. Interacciones atémicas entre ligando — lectina LGL-II

(Ié'"%ggg; Grupgealr_ncl;rli?l?mdo Grupo del ligando | Distancia Interaccion
Phel37: OH: H Fuc: C4: O 2,54 Puente de hidrogeno
Fuca1,2Gal Asn155: NH2: H Gal: C3: 0 2,98 Puente de hidrogeno
(Sustancia H) Trpl54: COOH: O Fuc: C2: H 2,86 Puente de hidrogeno
Trp154: COOH: O Fuc: C3: H 2,36 Puente de hidrogeno
Pro93: anillo Fuc: C6: C 4,22 Alkil
Phel16: COOH: O Fuc: C2: H 2,51 Puente de hidrogeno
Fuca1,2GalB1,4GIcNAc Aspl14: COOH: O Gal: C4: 0 2,95 Desfavorable aceptor-aceptor
(Grupo histosanguineo Thr97: NH: H GlIcNAc: O anillo 2,15 Puente de hidrogeno
H tipo 11) Arg46: NH2: H GIcNAc: amida: O 2,30 Puente de hidrogeno
Asn118: COOH: O GIcNAc: NH: H 2,63 Puente de hidrogeno
Asnl17: CH2: H GIcNAc: C3: O 2,90 Puente de hidrogeno
Asn118: NH: H Neu: C1: COO: O 2,39 Puente de hidrogeno
Asnl117: C2: H Neu: C1: COO: O 2,27 Puente de hidrogeno-carbén
Serl100: OH: H Neu: C6: O 2,36 Puente de hidrogeno
NeuAca2,3Gal Pro99: C2: H Gal: C2: O 3,03 Puente de hidrogeno-carbon
(glicotope sialil Gal) Arg46: NH2: H Gal: O anillo 2,32 Puente de hidrogeno
Arg46: NH2: H Gal: C6: OH: H 1,98 Desfavorable donador-donador
Thr109: C3: OH: O Gal: C6: OH: H 2,51 Puente de hidrogeno
Arg156: COOH: O Neu:C3: OH: H 2,50 Puente de hidrogeno
Ser158: NH2: H Neu: C3: OH: O 2,87 Puente de hidrogeno
Lys157: C2: H Neu: amida: O 2,66 Puente de hidrogeno-carbén
Arg156: NH2: H Gal: C4: OH: O 3,05 Puente de hidrogeno
Serl36: COOH: O Gal: C4: OH: H 2,90 Puente de hidrogeno
Ser136: COOH: O Gal: C5: OH: H 2,56 Puente de hidrogeno
Serl36: C2: H Gal: C1: OH: O 2,52 Puente de hidrogeno-carbén
Sialil LacNAc Tyrl35: COOH: O GIcNAc: C2: NH: H 2,58 Puente de h?drogeno
(glicotope sialil 11B) Tyrl35: COOH: O GIcNAc: C3: OH: H 2,58 Puente de h!drogeno
Phel37: C2: NH: H GIcNAc: C4: OH: H 2,83 Puente de hidrogeno
Lys153: NH3: H GIcNAc: C2: NH: H 1,89 Desfavorable donador-donador
Asnl155: amida: O GIcNAc: C6: OH: H 2,76 Puente de hidrogeno
Serl128: C2: COOH: O GIcNAc: NH: H 2,38 Puente de hidrogeno
Ser 130: NH: H GIcNAc: C3: OH: O 2,09 Puente de hidrogeno
Asn129: C2: COOH: O | GIcNAc: C3: OH: O 2,48 Puente de hidrogeno
LacNAc Asn129: C2: COOH: O Gal: C6: OH: H 2,21 Puente de hidrogeno
(glicotope 11B) Asn84: C2: COOH: O | GIcNAc: C6: OH: H 2,32 Puente de hidrogeno
Asn84: C3: NH2: H GIcNAc: C4: O 2,47 Puente de hidrogeno
Asn213: C3: O Gal: C2: OH: H 2,69 Puente de hidrogeno
Asn213: C3: NH2: H GIcNAc: C6: OH: O 2,25 Puente de hidrogeno
Ser211: OH: H Gal: C2: OH: H 1,66 Desfavorable donador-donador
Gly104: O Gal: C5: OH: H 2,63 Puente de hidrogeno
Trp131: CH: H Gal: C6: OH: O 2,91 Puente de hidrogeno-carbdn
Thr97: C2: COOH: O GalNAc: C6: OH: H 2,49 Puente de hidrogeno
Asnll7: C4: O GalNAc: C5: CH: H 3,65 Puente de hidrogeno-carbén
Asnl1l7: C4: O GalNAc: C1: CH: H 3,67 Puente de hidrogeno-carbon
GalNAc Asnl17: C2: CH: H GalNAc: C3: OH: O 2,88 Puente de hidrogeno-carbon
(monosacéarido Thrl09: C2: COOH: O | GalNAc: C1: CH: H 3,53 Puente de hidrogeno-carboén
de antigeno Tn) Phel19: anillo GalNAc: amida: C 3,66 Pi- sigma
Asnl118: C2: COOH: O GalNAc: NH: H 2,32 Puente de hidrogeno
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Asnl118: C2: NH: H GalNAc: C3: O 2,74 Puente de hidrogeno

Arg46: NH2: H GalNAc: amida: O 2,44 Puente de hidrogeno

Interacciones atémicas de lectina LGL-Il con carbohidratos fucosilados

Las interacciones entre el determinante H-tipo Il con LGL-II ocurren a través de cinco puentes de
hidrégeno convencionales, dos interacciones de van der Waals, un puente de tipo carbon-
hidrogeno, una interaccién del tipo alquil y una interaccion del tipo aceptor-aceptor (interacciones
descritas en la leyenda de la Fig. 3-11). Con la aproximacion bioinformatica se corrobora la
importancia del hidroxilo 3-OH de GIcNAc del trisacérido cuyo oxigeno interactia con el residuo
Asnll7; ademas se observaron otras interacciones de este azlcar; los oxigenos del anillo y del
enlace acetilamido de GIcNAc interactian con Thr97 y Arg46, respectivamente; el hidrégeno de NH
en GIcNAc interactua con el oxigeno en el grupo CO de Asnll8. También se observan
interacciones de la fucosa de tipo alquil entre su C6 con el anillo de Pro93, y por puente de
hidrégeno con el oxigeno de COOH en Phell6 (en los acoples con los seis ligandos, Pro93,
Phell6 y Phel37 solo interactuaron con atomos de Fuc); por otro lado, la interaccion observada
con la galactosa en el trisacarido es del tipo aceptor-aceptor entre el oxigeno en C4 del azlcar con
el oxigeno en el COOH de Aspl114 (Fig. 3-9, Tabla 3-7).

El nimero de puentes de hidrégeno de LGL-II con atomos de GIcNAc en el determinante H-tipo
Il fue mayor que el de las interacciones con Fuc o Gal (Fig. 3-11), y este mismo comportamiento
ocurrié con los otros dos ligandos (LacNAc y sialil LacNAc) que también contienen GICNAc en su
estructura (Figs 3-14 y 3-15). El monosacarido GIcNAc no inhibe la actividad de LGL-Il (Almanza
et al, 2004) pero la presencia de GIcNAc en di- y trisacaridos aporta a la afinidad en las
interacciones en comparacién a monosacaridos. Entonces la interaccién de LGL-Il con GIcNAc es
importante y depende del contexto, siendo relevante la presencia de enlaces de GIcNAc con Gal
terminal o subterminal.
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Figura 3-11. Interaccion de LGL-II con el determinante H-tipo Il. Fuc: puente de hidrégeno entre oxigeno
del grupo carboxilico del residuo aromatico hidrofébico Phel16 con el H en C2 de Fuc, e interaccion de
tipo alquil entre el anillo del aminoacido no polar hidrofébico Pro93 y el carbono de CHs en C6 en Fuc.
Gal: fuerzas de van der Waals con residuo hidrofilico polar Asn111 e interaccion del tipo aceptor-aceptor
entre el &omo O en grupo carboxilico del residuo polar cargado Aspl14 y el oxigeno en C4 de Gal.
GIcNAc: puentes de hidrogeno entre el H en NH del residuo de aminoacido hidroxilico polar Thr97 con el
oxigeno del anillo de GIcNAc, del oxigeno del grupo carboxilico del residuo polar Asn118 con el H del NH de
GIcNAc, y del H del NH2 del residuo cargado positivo basico Arg46 con el oxigeno de la amida en GIcNAc;
por fuerzas de van der Waals con Phell9 e interacciones carbon-hidrégeno entre el H del CH2 del
residuo Asnl117 y el oxigeno en C3 de GIcNAc.

En las interacciones de Fuca1,2Gal y Fuca1,2Gal1,4GIcNAc con LGL-II, &tomos de la deoxi L-
hexosa interactian con residuos de aminodcidos hidrofébicos mientras que atomos de la
galactosa interactian con residuos de aminoacidos hidrofilicos; aunque dichas interacciones no
se presentan a través de exactamente los mismos atomos ni los mismos residuos para el
disacarido y el trisacérido (Figs. 3-9 y 3-10). La presencia de fucosa aporta a la afinidad del
trisacarido (-6.9 kcal/mol) en comparacién al disacarido no fucosilado LacNAc (-6.2 kcal/mol;
GalB1,4GIcNAc), pero la afinidad del disacarido Fuca1,2Gal es inferior (-6.0 kcal/mol), lo que
muestra nuevamente la preferencia de LGL-II por trisacaridos sobre otro tipo de carbohidratos,
una preferencia por fucosa en el extremo terminal del carbohidrato, y un aporte de GIcNAc a la
afinidad. En las interacciones del disacérido se observaron puentes de hidrégeno que involucran
atomos sobre el C4 de Fuc y el C3 de Gal, como habian propuesto Almanza et al (2004).
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Figura 3-12. Interacciones de LGL-Il con el disacarido Fuca1,2Gal. Fuc: puentes de hidrégeno entre el H
del OH del residuo hidrofébico aromatico Phel37 con el oxigeno en C4 de Fuc; y entre oxigeno del grupo
carboxilo en el residuo aromatico Trp154 con los hidrégenos en C2 y C3 de Fuc. Gal: puente de hidrogeno
entre H del NH2 en el residuo de aminoacido hidrofilico polar Asn155 y el oxigeno en C3 de Gal. Regiones
accesibles al solvente: circunferencias lila en azlcares y halos en residuos de aminoéacidos. Caddigo
Corey-Pauling-Koltun (CPK): carbono gris, nitrégeno azul, oxigeno rojo, hidrégeno blanco.

Interacciones de LGL-Il con carbohidratos sialilados

Las interacciones del acido acetil neuraminico (NeuAc) en el disacarido se dieron con
aminoacidos polares no cargados pequefios (Serl00, Asnl11l7, Asnl18; aa pequefios: 60-117
A%°) mientras que las interacciones de este azlcar en el trisacarido se dieron con Serl58 pero
también con aminoacidos basicos grandes (Argl56 y Lys157; aa grandes: 162-174 A®°). Las
interacciones con galactosa fueron con atomos en C2, C6 o con el oxigeno en el anillo del
azlcar en el disacarido, mientras que se dieron con atomos en C1, C4 o C5 de Gal en el
trisacérido. Con GIcNAc ocurrieron puentes de hidrégeno con la participacion de H en NH del C2
o de H de los hidroxilos en C3, C4 y C6 del azucar (Figs. 3-13 y 3-14).
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Figura 3-13. Interacciones de LGL-Il con el disacarido sialilado NeuAca2,3Gal. NeuAc: puentes de
hidrégeno entre el hidrégeno en NH del residuo de aminoacido polar Asn118 con el oxigeno de COO- en C1
del acido N-acetilneuraminico, y entre H en OH del residuo hidroxilico polar Ser100 con el oxigeno en C6
de NeuAc; interaccidn enlace carbono-hidrégeno entre el H en C2 de Asnl117 y el oxigeno de COO- en C1
del NeuAc, por fuerzas de van der Waals con Asnlll y con el residuo polar cargado Aspll4. Gal:
puentes de hidrégeno entre H del NH2 del residuo cargado positivo basico Arg46 con el oxigeno del anillo
de Gal, y del oxigeno del hidroxilo en C3 del residuo hidroxilico polar Thr109 y el H del 6-OH en Gal,
fuerzas de van der Waals con los residuos polar Thr97 y el hidrofébico no polar alifatico Vall10,
interaccion de enlace carbono-hidrégeno entre H en C2 del residuo hidrofébico Pro99 y el oxigeno en C2
de Gal; y una interaccién donador-donador entre H en NH2 de Arg46 y el oxigeno en 6-OH de Gal.
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Figura 3-14. Interacciones de LGL-Il con el trisacarido sialilado NeuAca2,3GalB1,4GIcNAc. NeuAc: a
través de puentes de hidrégeno entre el H del grupo NH2 de Ser158 y el oxigeno del 3'OH en el acido N-
acetil neuraminico, y entre el oxigeno en COOH y del hidrogeno en NH2 del residuo polar basico Arg156 con
el H en 3-OH del NeuAc; e interaccion de enlace carbono-hidrégeno del H en C2 del residuo hidrofilico polar
béasico Lys157 y el oxigeno en la amida de NeuAc. Gal: puentes de hidrogeno de un oxigeno del grupo
carboxilico del residuo de aminoacido polar hidroxilico Ser136 y los hidrogenos en 4-OH y 5-OH de Gal, y del
H en NH2 del residuo polar basico Argl56 con el oxigeno en C4 de Gal; y a traves de interaccién enlace
hidrégeno-carbén del hidrégeno del C2 de Serl36 con el oxigeno del 1-OH. GIcNAc: puentes de hidrégeno
entre el oxigeno del grupo carboxilico del residuo aromatico Tyrl35 con los atomos de H de los grupos NH y
3'OH de GIcNAc; del H en el grupo NH del C2 del residuo hidrofébico aromatico Phel37 y el H del 4'OH de
GIcNAc, y del oxigeno del grupo amida del residuo hidrofilico polar Asn155 y el H del 6°0OH en GIcNAc; y una
interaccion del tipo donador-donador de H en NH3 de Lys153 con el H de NH en C2 de GIcNAc.

Interacciones de LGL-Il con LacNAc

Las interacciones de la lectina con el disacarido GalB1,4GIcNAc se dieron por puentes de
hidrogeno con atomos en los hidroxilos 2-OH, 5-OH y 6-OH de galactosa; y con atomos en 3-OH,
6-OH, NH y C4 de GIcNAc. Adicionalmente, se observo un puente de tipo hidrégeno-carbon con el
6-OH de galactosa (Fig. 3-15). El glicotope LacNAc se encuentra presente en glicoconjugados
como unidades de disacéaridos en los extremos de glicanos complejos, o como unidades repetitivas
en cadenas de poli-LacNAc en N/O-glicanos que se encuentran en la estructura de varias
moléculas de la matriz extracelular (MEC) y de la superficie celular (Rapoport et al., 2008;
Seetharaman et al., 1998; Krzeminski et al., 2011). La lectina de origen mamifero, galectina
LGALS3 también interactla con este glicotope (Murphy et al., 2013; Rapoport et al., 2008). Las
caracteristicas que tienen en comun las interacciones de LGL-Il y LGALS3 con LacNAc es que
intervienen atomos en los hidroxilos 6-OH de galactosa y 3-OH de GIcNAc, y que adémas un
residuo de Trp es esencial para el contacto con galactosa via interacciones C-H (Trp131 en LGL-II
y Trp181 en LGALS3). Por otro lado, también se observan diferencias en otras interacciones. El
acople de LGL-Il con la galactosa en el disacarido se da a través de atomos en residuos de
aminodcidos polares no cargados y no polares (Asn129, Asn213, Gly1l04 y Trp131); mientras que
LGALS3 ademas de interactuar a través de residuos no cargados (Asn134) y no polares (Trp181)
también lo hace por residuos cargados (Arg162, His158, Glu184). De manera similar, el acople con
GIcNACc es a través de residuos diferentes, polares no cargados en LGL-II (Asn84, Ser128, Asn129,
Serl30, Asn213), y cargados en LGALS3 (Arg162 y Glu184).
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Figura 3-15. Interacciones de LGL-II con el glicotope disacéarido Galp1,4GIcNAc (LacNAc).Gal: puentes
de hidrégeno entre el oxigeno en el grupo carboxilo en C2 del residuo polar Asn129 con el hidrégeno en 6-
OH de Gal, del oxigeno del residuo no polar Gly104 con el H en 5-OH de Gal, y del oxigeno en C3 en Asn213
con el H del 2-OH de Gal; interaccion hidrogeno-carbon del H en el CH del aromético hidrofébico Trp131 con
el O del 6-OH de Gal; y una interacién del tipo donor-donor entre H de OH en Ser211 y H del 2-OH de Gal.
GIcNAc: puentes de hidrégeno entre el oxigeno en carboxilo de C2 del residuo del aminoéacido polar
hidroxilico Ser128 y el H en NH del GIcNAc, entre el H del grupo NH de Serl130 y oxigeno del 3-OH en
GIcNAc, entre los oxigenos de los grupos carboxilo de los residuos polares Asn129 y Asn84 con el oxigeno
del 3-OH y el H en 6-OH, respectivamente, y entre los hidrégenos en los grupos NH de Asn84 y Asn213 con
los oxigenos en C4 y en 6-OH en GIcNAc, respectivamente.

Interacciones de LGL-Il con el monosacarido GalNAc

Se observé una menor afinidad en la interaccion de LGL-Il con el monosacarido GalNAc en
comparacion a la interaccion con los di- y trisacaridos ensayados (Tabla 3-6), lo que esta en
concordancia con la afinidad relativamente alta de la lectina por glicanos mas complejos en
comparacion a la afinidad por monosacaridos (www.functionalglycomics.org/). Las interacciones
estuvieron dadas por residuos de aminoacidos polares no cargados (Thr97, Thr109, Asnl117,
Asnl118), el residuo basico Arg46 que interactio con el oxigeno del enlace amidoacetil del
carbohidrato, y una interaccion pi-sigma del anillo del residuo aromatico hidrofébico Phel19 con
el metil de la GalNAc (Fig. 3-16).
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Figura 3-16. Interacciéon de LGL-ll con el monosacarido GalNAc puentes de hidrégeno entre el
oxigeno del grupo carboxilico en C2 del residuo de aminodacido hidroxilico polar Thr97 con el H del 6-OH
de GalNAc; entre oxigeno del grupo carboxilico y el H del grupo NH en C2 del residuo polar Asn118, con
el H del grupo NH y el oxigeno en C3 del aminoazlcar acetilado, respectivamente; entre H del NH2 del
residuo cargado positivo basico Arg46 con el oxigeno del grupo amida de GalNAc; e interaccidén pi-sigma
del anillo del residuo aromatico hidrofébico Phel19 con el carbono del grupo amida del GalNAc.

En las interacciones de LGL-Il con los seis carbohidratos ensayados se dieron en total cuatro
interacciones “desfavorables” del tipo donador-donador o aceptor-aceptor. Se ha reportado que
dichas interacciones en los acoples moleculares pueden deberse a que la entropia en la actividad
de las proteinas y/o la flexibilidad de las moléculas no se tiene en cuenta, en algunos protocolos de
programas bioinformaticos, por lo tanto, los atomos del ligando podrian encajar por efecto inducido
(www.researchgate.net/post/unfavourable_bump_in_molecular_docking).

3.4.3. Interaccion de las lectinas con la superficie de eritrocitos de diferente tipo.

El extracto salino de semillas de D. grandiflora mostro fuerte actividad aglutinante hacia todos los
tipos de eritrocitos ensayados (Tabla 2-1), al igual que la fraccion DEAE-NR, en mayor o menor
proporcion dependiendo del tipo de eritrocito. La lectina LDG-I pura aglutind todos los tipos de
eritrocitos ensayados, exhibiendo diferentes titulos especificos, i.e., esta lectina aglutind las
suspensiones de eritrocitos de cerdo, y de los tipos T y Tn, con = 15 ng de lectina (Ultima dilucion
ensayada en la que se observo aglutinacion), mientras que se necesitaron 60 ng para aglutinar los
eritrocitos tipo O. Los eritrocitos tipo A y B, asi como los eritrocitos de oveja, fueron aglutinados por
LDG-I en un grado similar, con un titulo especifico que dobla a aquel para los de tipo O. Todo lo
anterior concuerda con los resultados observados para otras lectinas tipo | (con especificidad por
Man/GlIc) de especies de la tribu Diocleae, las cuales mostraron la habilidad de aglutinar eritrocitos
de diferentes especies (Cavada et al, 1996; Pérez G et al, 1990; Pérez G, 1998; Rangel et al, 2011;
Sierra & Pérez G, 1999).
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Trabajos previos mostraron que esta lectina glutina eritrocitos de otras especies animales y
eritrocitos humanos tipo O (Pérez G, 1998; Ramos et al; 1996). LDG-I aglutina eritrocitos de perro y
de caballo con titulos especificos 2.5 y 5 veces mayores, respectivamente; que aquellos
observados en eritrocitos O, ademas, los eritrocitos caninos son aglutinados por la lectina con una
potencia similar a la de los eritrocitos de conejo, mientras que, en concordancia con los resultados
obtenidos en este trabajo, la actividad sobre eritrocitos de oveja es mas débil. Acerca de la
actividad aglutinante de LDG-I sobre eritrocitos T y Tn, probados por primera vez en el presente
trabajo de tesis, se observé que la lectina aglutina ambos tipos de eritrocitos con el mismo titulo
especifico (Tabla 2-1), en una concentracion minima ensayada de 0.587 pug/mL, correspondiente a
3.4, 6.5 o 60 veces las concentraciones requeridas de las lectinas Tn-especificas de Salvia
bogotensis (LSBo) (Vega & Pérez G, 2006), Vicia villosa (isolectina VVAB4) y Wistaria floribunda
(WFA) (Piller et al, 1990). Teniendo en cuenta los titulos especificos y las concentraciones CMA
obtenidos en el presente trabajo (Tabla 2-1 y Tabla 3-8) y aquellos obtenidos por Pérez G (1998),
se propone el siguiente orden de tipo de eritrocitos que son aglutinados de mayor a menor grado
de actividad por LDG-I:

caballo > conejo, perro > cerdo, T, Th > A, B 2 oveja > O.

Tabla 3-8. Concentracién minima aglutinante
(CMA) de las lectinas (ug/mL) A, B, O, Ty Tn: eritrocitos de origen humano.

T y Tn fueron producidos como esta descrito

Tipo de Eritrocito en la metodologia. C y Ov: eritrocitos de

Lectina A B @] T Tn C Ov cerdo y oveja, respectivamente. NA: no se
observo aglutinacion. ND: no determinado. 2
LDG-I 0.58 0.58 1.17 0.58 0.58 0.58 1.17 Datos de aglutinacion de eritrocitos A y B
para LGL-Il reportados por Almanza et al,
LDG-II NA NA NA 011 NA 1.82 NA

2004.
LGL-II 282 7.02 111 217 434 ND NA

En cuanto a la fraccion DEAE-R obtenida a partir del extracto de semillas de D. grandiflora, ésta
mostrd la habilidad de aglutinar eritrocitos T, asi como la LDG-II pura con un titulo especifico 5
veces mayor que el determinado con LDG-I (Tabla 2-1). La concentracion minima aglutinante
(CMA) ensayada de LDG-Il para eritrocitos T fue 0.11 pyg/mL (2.8 ng), concentracion que fue 3
veces menor con respecto a la encontrada para la lectina T-especifica de Scylla Serrata (Pramanik
et al; 2010), y 20 veces menor que la de LGL-II (Tabla 3-8). La actividad de LDG-II sobre eritrocitos
de cerdo fue méas débil, y los demas tipos de eritrocitos ensayados no fueron aglutinados por esta
lectina (Tabla 2-1 y Tabla 3-8). Se ha observado que otras lectinas tipo Il de la tribu Diocleae si
aglutinan eritrocitos humanos normales (Almanza et al, 2004; Fukuda et al, 1994; Pérez G, 1998;
Sierra & Pérez G, 1999). La lectina LGL-Il de G. lindenii mostr6 CMA de 1.1 pg/mL, 2.17 yg/mL y
4.34 ug/mL, para eritrocitos tipo O, T y Tn, respectivamente (presente trabajo), asi como de 28
ug/mL para eritrocitos A 'y 7 yg/mL para eritrocitos B (Almanza et al, 2004). De manera similar a
LGL-II con respecto a eritrocitos O y A, LePendu et al (1986) reportaron que la lectina de Galactia
teniuflora (LGTe-Il) aglutina eritrocitos de cordén umbilical de recién nacido de grupo sanguineo O
en mayor proporcién que aquellos de cordén umbilical de recién nacido de grupo sanguineo A,
aungue no hay datos cuantitativos disponibles. La lectina LDL-Il de D. lehmanii aglutina eritrocitos
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humanos ABO requiriéndose de 0.2-0.3 ug de lectina (Pérez G, 1998) y la lectina de Galactia
tashiroi (LGTas-Il) aglutina eritrocitos ABO usando una concentracion de 2 ug/mL (Fukuda et al,
1994). Por otro lado, Melgarejo et al (2005) observaron aglutinacion de eritrocitos O por LDG-II
usando una concentracién mas alta de lectina que la usada en el presente trabajo (= 300 yg/mL).

La preferencia de las lectinas tipo Il hacia eritrocitos de diferentes animales también varia; e.g.,
LGL-Il ha mostrado diferencias marcadas en los titulos especificos para eritrocitos de rata y conejo,
requiriendo de 3.7 y 50 veces mas, con respecto a la concentracidbn necesaria para aglutinar
eritrocitos tipo O; y no aglutina eritrocitos de vaca, caballo, perro ni oveja, usando hasta 1.4 mg/mL
de lectina (Almanza et al, 2004). LGTas-Il aglutina eritrocitos de rata y muy débilmente los de de
conejo (Fukuda et al, 1994); LCR-Il aglutina eritrocitos de conejo con una CMA < 2 ug/mL (Rocha
et al, 2009); LDL-II aglutina eritrocitos de oveja y no de conejo (Pérez G, 1998); mientras que LDG-
Il no muestra actividad sobre eritrocitos de conejo (Melgarejo et al, 2005) ni de oveja (Tabla 2-1).
De manera similar, LDL-II aglutina eritrocitos de caballo mientras que LGL-1l no (Almanza et al,
2004; Pérez G, 1998).

A partir de los datos obtenidos en el presente trabajo y complementando con los estudios previos
sobre eritroaglutinacién por LGL-Il y LDG-II; las lectinas tipo Il tienen la habilidad de aglutinar
ciertos tipos de eritrocitos asi: LGL-Il aglutina O > T > Tn > B > rata, A, mientras que no aglutina
eritrocitos de oveja (presente trabajo y Almanza et al, 2004), ni de vaca, ni caballo ni perro
(Almanza et al, 2004); y LDG-II aglutina T >> cerdo (presente trabajo), mientras que no aglutina
eritrocitos de conejo (Melgarejo et al, 2005); ni eritrocitos ABO, ni de oveja (Tablas 2-1 y 3-6 del
presente trabajo).

Segun la literatura revisada, con éste trabajo se aporta en la caracterizacion de la actividad
aglutinante de las dos lectinas de D. grandiflora, donde LDG-l aglutin6 en mayor grado los
eritrocitos de cerdo mientras que la LDG-Il aglutina especificamente eritrocitos T en mayor grado
gue LDG-l y LGL-Il; y también en la caracterizacion de la actividad aglutinante de la LGL-Il , la cual
aglutind, ademés de los eritrocitos O, los T y Tn, con CMA menores a las concentraciones
necesarias para aglutinar otros tipos de eritrocitos. De todo lo descrito se puede inferir que las
lectinas Diocleae estudiadas hasta el momento, tienen preferencias especificas por eritrocitos de
diferente perfil glicomico.

3.5. Discusién

3.5.1. Especificidad de las lectinas

Glicotopes GalNAc/GIcNAc (HexNAc). Varias unidades estructurales que ocurren en mamiferos
estan basadas en glicotopes HexNAc, y cominmente pueden estar galactosiladas: GalNAca1-
Ser/Thr (nucleo Tn) y GalB1,3GalNAca1-R (glicotope Ta o antigeno Thomsen—Friedenreich),
ambos presentes en O-glicanos; GalB1,3GalNAcB1-R (glicotope TR) en O/N-glicanos vy
glicoesfingolipidos; GalB1,3GIcNAcB1-R (glicotope IB) y GalB1,4GIcNAcB1-R (glicotope 1IB) en O/N-
glicanos (Dam et al, 2007; Leppéanen et al, 2005; Piller et al, 1990; Wu et al, 2010). Las lectinas que
reconocen GalNAc a menudo muestran alguna de las dos siguientes especificidades: (i) amplio
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rango con especificidad por la estructura GalNAc unida a través de enlaces a o B, donde GalNAc
puede ser interna o externa; o (ii) solo reconocen aGalNAc terminal con alguna participacion de los
azlcares subterminales (Iskratsch et al, 2009; Piller et al, 1990; Sousa et al, 2015; Vega & Pérez G,
2006). Ademads, al igual que sucede con varios glicotopes, el modo de presentacién de GalNAc
influye fuertemente en la interaccion, i.e, la interaccion con determinadas lectinas depende de si la
presentacion del glicotope es monovalente, o polivalente (multiantenaria o en cluster) (Wu et al,
2011).

Los resultados nos permitieron observar que la lectina LDG-I reconoce estructuras que exhiben
GalNAc expuesta sin importar el tipo de glicano o de enlace (i.e., la N-glicoforma BGNBGN de la
transferrina remodelada; y los eritrocitos Tn, A y de oveja). Lo que indica que LDG-I puede
reconocer glicanos con GalNAc(a/B) externa (incluyendo probablemente el glicotope Tn en las O-
glicoformas de la asialoagalactofetuina F2), y glicanos con GalNAc en las posiciones tanto terminal
como subterminal de manera simultanea como ocurre en el antigeno Forssman
GalNAca1,3GalNAc(a/p)- presente en la superficie de eritrocitos de oveja, aunque no de humanos
ni de conejo (Yamamoto & Yamamoto, 2017). Por otro lado, LDG-Il reconocié de manera muy débil
la O-glicoforma F2 que contienen GalNAca encriptado por GIcNAc en enlace (6 y el nicleoTn, y no
se observo interaccion de esta lectina con ninguna estructura que tuviera GalNAc(a/B) terminal
(Tabla 2-1, Fig. 3-7).

Acerca de la interaccion de la lectina LGL-1l con GalNAc, Almanza et al (2004) observaron que
entre los 20 monosacaridos probados, GalNAc fue aquel que inhibié la actividad de la lectina en
mayor proporcion con una CMI de 12.5 mM; sin embargo, por otro lado, ellos notaron que la
asialomucina submaxilar bovina (aMSB) acoplada a Sepharose 4B no mostré la habilidad de
retener a LGL-Il a pesar de la abundancia de GalNAca unida a los hidroxiaminoacidos de la
proteina (O-glicano); aunque, por ELLSA la LGL-Il se unia a aMSB y sugirieron que el
reconocimiento de GalNAca requiere que el azucar se encuentre accesible y en mayor densidad
para la unién de la lectina (Almanza et al, 2004). En el presente trabajo se pudo inferir que LGL-II
interactua con glicanos que contienen GalNAc pero dicha interaccién depende del enlace con el
cual GalNAc se une al residuo siguiente; es asi como, LGL-Il interactué con estructuras que
contienen GalNAc proximal, es decir, el residuo GalINAc mas interno en el glicano y mas proximo a
la proteina (glicotopes Ta y Tn en ramificaciones de las O-glicoformas F3 y F4, en eritrocitos T y
Tn, y en el determinante H-tipo 1ll) o GalNAc terminal (eritrocitos A), todos con GalNAc en enlace q,
pero su interaccion disminuye o es nula con glicanos que contienen GalNAc terminal o reductor en
enlace B (glicoforma BGnBGn y determinante H-tipo 1V, respectivamente); y ademas, no interactua
con el antigeno Forssman que contiene GalNAca terminal pero también GalNAcB subterminal
(eritrocitos de oveja) (Tabla 3-3). Por otro lado, en la aproximacion bioinformatica de acople
molecular, la interaccion LGL-lIl con el monosacarido GalNAc mostr6 menor afinidad que la
interaccion con los di- y trisacaridos ensayados (Tabla 3-6).

Para lectinas que muestran especificidad Unica por el glicotope Tn se ha observado que la mejor
interaccion con este ligando es aquella cuando éste se presenta en forma polivalente, como en el
caso de las mucinas (Figura 3-17). Mas del 75% de los glicanos en la mucina de la glandula
submaxilar ovina (MSO) contienen el nucleo Tn (Fig. 3-17c), y MSO inhibi6 la lectina B4 de Vicia
villosa 1.6 x 10° veces mas que el nicleo GalNAca1-Ser/Thr monovalente (Wu, A.M., 2004). En
contraste, en el acople molecular se observo que la afinidad en la interaccién de la lectina LGL-II
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con el disacarido GalB1,4GIcNAc (presente en el glicotope lIB) es mayor que aquella con el
monosacarido GalNAc (presente en el nicleo Tn) (Tabla 3-6). De acuerdo con lo anterior y con los
resultados de interaccion con glicoformas (presente trabajo) y de eritroaglutinacion (presente
trabajo y Almanza et al, 2004); la interaccion de LGL-II con la aMSB por ELLSA, puede deberse
también a la interaccibn con otras estructuras, dado que, ademas de Ta y Tn expresados de
manera polivalente en dicha macromolécula (Fig. 3-17a), ésta contiene, aunque en menor
proporcion molar (D'Arcy et al, 1989; Savage et al, 1991), otros glicotopes que también interacttan
con LGL-Il, como el determinante H tipo Il (uno de los principales ligandos de esta lectina) y el
glicotope IR externo (en O-glicanos). Por su parte, la mucina submaxilar porcina (MSP) también
posee el grupo histo-sanguineo A (Fig. 3-17b), a parte del glicotope Tn sialilado y no sialilado (Figs.
3-17b y 3-18).

@) o Tn
. o b o G (b) —
Principales: GalNAcal->Ser/Thr (> 53%) GalNAcal —»Ser/Thr
Tn T
-
GleNAcB1 —=3GalNAcal =Ser/ Thr (GIcNAcp1—3Tn, > 22%)
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Figura 3-17. Unidades estructurales de carbohidratos presentes en mucinas salivares. Las mucinas
pueden contener los glicotopes Tn, Ta, Il y algunas secuencias que representan determinantes histo-
sanguineos, dependiendo de la mucina. (a) asialo MSB (Tn, GIcNAcB1,3Tn), (b) asialo MSP (A, Ah, Ta, Tn)
y (c) asialo MSO (Tn, Ta, lIB). Las zonas sombreadas son glicotopes reactivos para lectinas T o IIB-
especificas, segun el caso; y las zonas enmarcadas con las letras Tn, Ah 0 A son las zonas con glicotopes
reactivos para lectinas Tn, Ah o A-especificas, segun el caso. MSB, MSP y MSO: asialomucinas
submaxilares bovina, porcina y ovina, respectivamente. La representacion estructural de los glicanos es la
propuesta por el Consortium for Functional Glycomics (www.functionalglycomics.org) y aceptada por IUPAC.
Recuperado de Wu et al, 2009.
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Fig. 3-18. Representacidon esquematica de la mucina submaxilar porcina nativa (MSP) y la asialo-MSP
solo con residuos a-GalNAc (Tn-MSP). La MSP nativa contiene residuos Tn sialilados y no sialilados, asi
como el grupo histo-sanguineo A. MSP y Tn-MSP pueden contener 100 repeticiones del dominio del
polipéptido en tdndem y un total ~2300 cadenas de O-glicanos. Recuperado y adaptado de Dam T.K. &
Brewer, 2010.

Las mucinas al ser polivalentes son una buena fuente de carbohidratos para realizar estudios de
interaccion de lectinas. En un estudio se postul6 que el mecanismo de difusion interna es
coherente con datos termodinamicos y la dependencia de la afinidad de las lectinas, con respecto a
la longitud de las cadenas polipeptidicas y a la densidad de los glicotopes de los glicanos en las
mucinas. Por medio de dicho mecanismo, una molécula de lectina "se une y salta" de glicotope a
glicotope a lo largo de la molécula de mucina antes de la disociacion completa (Fig. 3-19A). La
afinidad de la lectina aumenta con el nimero y el espaciamiento (densidad) de los glicotopes en la
mucina (Dam, T.K. & Brewer, 2010). Las interacciones de la lectina LGL-1l con la aMSB (Almanza
et al, 2004) también podrian ocurrir por este mecanismo. El mecanismo de difusion interna se ha
observado en otros sistemas bioldgicos que incluyen proteinas de union al ADN, proteinas motoras
moleculares que se unen y "caminan” a lo largo de proteinas filamentosas, y proteinas de unién a
fosfato que muestran un umbral de unién a proteinas que se someten a la adicion de mdultiples
grupos fosfato (Revisado en Dam T.K & Brewer 2008).

Se ha observado que las interacciones de lectinas con GalNAc se dan a través de una red de
puentes de hidrogeno entre los hidroxilos del carbohidrato y unos pocos aminoacidos
hidrofilicos, ademas, de las interacciones de apilamiento entre GalNAc y residuos de
aminoacidos aromaticos localizados en la vecindad del sitio de unién del monosacérido, los
cuales complementan y refuerzan la interaccion (Poiroux et al, 2017). Dependiendo de la lectina,
los puentes de hidrégeno pueden ocurrir usualmente con los O3, 04, O6 y el O7 del N-acetil del
carbono 2 de GalNAc, ademéds, el numero de puentes de hidrogeno puede variar entre 7 y 10,
dependiendo de la lectina (Poiroux et al, 2017; Rougé et al, 2011). Rougé y colaboradores (2011)
observaron que el reconocimiento del glicotope Tn por lectinas Tn-especificas no difiere
marcadamente del reconocimiento del monosacarido GalNAc. Entre las similitudes de las
interacciones de la lectina LGL-1l con GalNAc y lectinas Tn-especificas, en el acople molecular
se observé interaccién con un aminoacido basico y cuatro aminodacidos polares (Arg46, Thr97,
Thr 109, Asn117 y Asnl18), a través de 8 puentes de hidrégeno en total, incluyendo puentes con
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O7 del N-acetil del C2 de GalNAc (con Arg46), e interaccion del tipo pi-sigma con un aminoécido
aroméatico (Phel19); asi como el O3 de GalNAc estuvo implicado en dos de los puentes de
hidrogeno (Fig. 3-16). Entre las diferencias encontradas, se observé que LGL-Il forma también
otros puentes de hidrégeno a través de H de los C1, C5 y C6 del monosacarido (Tabla 3-7), y ho se
observaron puentes de hidrégeno con residuos Asp o Gly, como si se observan en otras lectinas
que interactian con GalNAc (Rougé et al, 2011).

Figura 3-19. Representacion esquematica de

7 T T Tv ? T 7 T T T T Iectina§ que se unen a.glicoproteinas vial el
mecanismo de difusion interna. A. Interaccién
l l l L ! L L l L L LL de lectinas con glicoproteinas lineales como las
A mucinas; B) Interaccibn de lectinas con
(_Zgg_> glicoproteinas globulares como la asialofetuina.
Recuperado de Dam, T.K. & Brewer, 2010.
B

En cuanto a las glicoproteinas con GIcNAc terminal, las N-glicoformas GnGn y GnGnF6, y las O-
glicoformas en F2 interactuaron con LDG-I, pero la unién con las lectinas tipo Il fue muy baja o nula
(Fig. 3-7). La interaccion de LDG-I con GnGn se debe en mayor proporcion a la antena
GIcNAcB1,2Mana1,3 que a GIcNAcB1,2Mana1,6, como se explica mas adelante en la seccion
Nucleo GN2Man3. Por otro lado, se ha reportado que el disacarido presente en la quitina
(GlcNAcB1,4GIcNAc), encontrado en la porcién interna de los carbohidratos en N-glicoproteinas, no
inhibio la actividad eritroaglutinante de LDG-I (Ramos et al, 1996).

De los tres azlUcares que conforman el determinante H-tipo Il, GIcNAc fue el que presentdé mas
interacciones con LGL-Il a través de cuatro puentes de hidrogeno (Tabla 3-7). En los ensayos con
eritrocitos, el monosacarido GIcNAc no inhibi6é la aglutinaciéon, ain a una concentracion tan alta
como 100 mM (Almanza et al, 2004), pero la presencia de GIcNAc en di- y trisacaridos aporta a la
afinidad en las interacciones en comparacion a monosacaridos (Tabla 3-6). Las dos observaciones
anteriores indican que la interaccion de LGL-ll con GIcNAc depende del contexto, siendo
importante el tipo de enlace que GIcNAc presente con otros azlcares circundantes, y esta en
concordancia con el hecho de que se presenta alta afinidad cuando Gal y GIcNAc estan unidos por
un enlace B1,4.

Glicotopes que contienen galactosa (Gal). A pesar de que el monosacarido a-D-Gal no es un
ligando fuerte para LDG-I (Gupta et al, 1996; Moreira et al, 1983; Ramos et al, 1996) ni para LGL-II
(Almanza et al, 2004), ambas lectinas pudieron interactuar con las glicoformas de asialofetuina
bovina (F3 y F4) que contienen el glicotope Ta expuesto (GalB1,3GalNAca-) (Fig. 3-7); y ademas,
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mostraron la habilidad de aglutinar eritrocitos T (LDG-I > LGL-Il) (Tabla 3-8). Mientras que, LDG-II
no mostré interaccién con F3 ni con F4, sin embargo, su actividad hacia eritrocitos T fue aquella
qgue obtuvo el titulo especifico mas alto (Fig. 3-7; Tabla 2-1, respectivamente). Es decir, las tres
lectinas ensayadas pudieron reconocer estructuras que presentan el glicotope Ta; sin embargo, el
reconocimiento por LDG-II puede estar influenciado por el modo de presentacion del glicotope
como ocurre con otras lectinas, en donde la identificacién de la especificidad diferencial depende
de si el glicotope se presenta en forma monovalente, polivalente o en clusters, ademas de
encontrarse expuesto o encriptado, obteniéndose una contribucion diferencial del mismo glicotope
en diferentes presentaciones (Wu et al, 2009), y lo anterior puede relacionarse también con el
método al utilizar glicanos sobre determinada superficie o en solucién (Kamili et al, 2016; Leppanen
et al, 2005; Nasir et al, 2017).

Teniendo en cuenta que la asialofetuina bovina (glicoformas F3 y F4, usadas en el dotblot) contiene
5 sitios de O-glicosilacion espaciados (Uniprot; Windwarder & Altmann, 2014), mientras que en la
superficie de los eritrocitos T, cada molécula de asialoglicoforina A contiene 16 O-glicanos y siete
de ellos se presentan en grupo o cluster sobre 3 o0 4 residuos de Ser/Thr adyacentes (Aoki, 2017,
Pisano et al, 1993; Podbielska et al, 2004; Uniprot), se puede inferir que las lectinas LDG-1 y LGL-II
reconocen el disacarido T monovalente o en grupos, mientras que LDG-Il lo reconoce solo en
cluster. Eso también se han observado en otras lectinas T-especificas de la familia Fabacea como
la lectina de Vicia graminea, la cual requiere un receptor que contenga al menos dos clusters del
disacarido GalB1,3GalNAca unidos a residuos adyacentes Ser/Thr, e interactia con glicoforinas
pero no con la glicoproteina anticongelante del pez antartico Trematomus borchgrevinki, la cual
tiene cadenas de multiples Gal31,3GalNAc localizadas sobre cada tercer residuo de aminoacido
(Duk et al, 1982); la lectina de Amaranthus caudatus (ACL) reconoce el glicotope Ta monomérico o
polivalente, y la aglutinina de Arachis hypogea (PNA) reconoce una combinacion de los anémeros
a/B del disacarido T y sus complejos polivalentes (Wu et al, 2008).

Las lectinas con especificidad por el glicotope T también pueden diferir entre si en su unién a los
monosacaridos. Por ejemplo, ACL y PNA comparten la especificidad por el glicotope Ta pero
difieren en su unién a los monosacaridos constituyentes asi: GalNAc >> Gal (inactiva) para ACL, y
Gal >> GalNAc para PNA (Wu et al, 2011); en este sentido, el comportamiento de la lectina LGL-II
es, GalNAc (12.5 mM) >> Gal (100 mM) (Almanza et al, 2004). En el caso de LDG-I, la actividad
aglutinante no es inhibida por el monosacarido Gal incluso a 100 mM mientras que los
monosacaridos con mayor poder inhibitorio de la actividad aglutinante de esta lectina sobre
eritrocitos O son Man (2.1 mM) y su derivado Me-aMan (0.5 mM) (Gupta et al, 1996; Moreira et al,
1983; Ramos et al, 1996). También, la actividad LDG-I sobre eritrocitos O puede ser inhibida por
GIcNAc (16.7 mM) (Ramos et al, 1996), mientras que este monosacérido no inhibe la actividad de
LGL-II sobre ese mismo tipo de eritrocitos ni la interaccion de la lectina tipo Il con el determinante
H-tipo Il (Almanza et al, 2004). Por su parte, la actividad de LDG-II fue la mas especifica sobre el
glicotope T en cluster, y no es inhibida por monosacaridos, pero si por algunos di- o trisacaridos
(Melgarejo et al, 2005).

Algunas lectinas vegetales pueden interactuar tanto con el glicotope Ta como con el ndcleo Tn; ese
es el caso de la aglutinina Morniga G de Morus nigra, la cual prefiere dichos ligandos en
presentacion polivalente o en cluster (Singh et al, 2007). En el presente trabajo se observo que las
lectinas LDG-1 y LGL-Il pueden reconocer estructuras que contienen ambos glicotopes (LDG-1 >
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LGL-Il), mientras que, la lectina LDG-II reconocio especificamente el glicotope T en cluster y no
interactué con Tn. Asi mismo, otras lectinas T-especificas interactlian poco o nada con Tn, como la
lectina ACL que puede ser inhibida por el monosacérido GalNAc pero las formas polivalentes de Tn
son inhibidores muy débiles; y para la lectina del mani (PNA), el ligando Tn, en sus formas
monomeérica o polivalente, es inactivo (Wu et al, 2011).

Otros de los glicotopes galactosidados existentes en la naturaleza son el antigeno Galili o antigeno
aGal (Gala1,3Galp1,4GIcNAcB); y los glicotopes IB/IIB representados por el disacarido N-
acetillactosamina LacNAc (GalB1,3/4GIcNAc) (Fig. 3-20). Ninguna de las tres lectinas ensayadas
en el presente trabajo mostré interaccién con las N-glicoformas aGalaGal y GalGal las cuales
contienen Gal(a/B) expuesta, y contienen el antigeno Galili o el glicotope IIB expuestos en N-
glicanos, respectivamente. Lo anterior esta de acuerdo con el hecho de que el glicano presente en
la glicoforma GalGal no inhibio la actividad LDG-I incluso a una concentracion de 1.6 mM (Gupta el
al, 1996); el titulo especifico alto obtenido para la actividad LDG-I sobre eritrocitos de cerdo usados
en el presente estudio y sobre eritrocitos de conejo observado previamente (Pérez G, 1998), podria
no deberse a la presencia del glicotope aGal sino a otros glicotopes como se explicara mas
adelante.

Por otro lado, el glicotope IIB en la fetuina nativa (F5) y en los glicanos de la superficie de algunos
de los eritrocitos probados (Tablas 2-1 y 3-3; Gupta et al, 1996; Moreira et al, 1983) no es
compatible con la unién de LDG-I, aunque la interaccion observada probablemente se debe a que
en dichas estructuras este glicotope este encriptado. La interaccién de LGL-Il con estructuras que
contenian el glicotope I expuesto dependid del tipo de glicano, i.e., LGL-Il interactu6é con la
glicoforma F4 que posee N/Oglicanos con el glicotope IIf expuesto en presentacion monovalente
(en tres O-glicanos) y divalente (en un N-glicano) o trivalente (en dos N-glicanos), pero no
interactué con la N-glicoforma GalGal que contiene di-lIf expuesto; indicando preferencia por I3
expuesto en O-glicanos. Se ha sugerido el mecanismo de difusién interna para las afinidades
aumentadas de las galectinas LGALS-1, -2, -3, -4 -5y -7, cuando se unen a la asialofetuina (Dam
T.K et al. 2005b). La asialofetuina representa una glicoproteina globular multivalente que posee
varias unidades de LacNAc en sus N-glicanos di- y triantenarios, asi como en una de las antenas
de sus O-glicanos (glicoformas F4 en Fig. 3-4). Las interacciones de la lectina LGL-Il con la
asialofetuina (presente trabajo; Fig. 3-7) también podrian ocurrir por este mecanismo (Fig. 3-19B).

La interaccién de LGL-II con glicoformas que poseen I encriptado dependié del azucar terminal,
interactuando con eritrocitos O y otros determinantes tipo H (Fucal,2 externo), mientras que la
interaccion disminuyd o no hubo interaccion con glicanos sialilados (transferrina y fetuina nativas,
eritrocitos de caballo y perro) o con glicanos a-galactosidados (N-glicoforma aGalaGal, eritrocitos B
y de conejo, determinantes Le?). La LDG-II interactla con estructuras que poseen el glicotope I
encriptado (glicanos sialilados en enlace 02,3 presentes en eritrocitos de cerdo y en glicanos de F5;
y glicanos fucosilados en enlace a1,2 como el determinante H-tipo Il). La interaccion con
carbohidratos sialilados, galactosidados o fucosilados también se ha visto influida en algunas
lectinas mamiferas, donde la presencia o ausencia de esos residuos terminales sobre el mismo
glicotope puede aumentar o disminuir la interaccion, dependiendo de la lectina (Rapoport et al,
2008; Stowell et al, 2008). In silico se observaron algunas caracteristicas que tienen en comun las
interacciones de LGL-Il y de la galectina LGALS3 con LacNAc, tales como la intervencion de
atomos en los hidroxilos 6-OH de galactosa y 3-OH de GIcNAc, y que adémas un residuo de Trp es
esencial para el contacto con galactosa via interacciones C-H (Figura 3-15).
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Figura 3-20. Estructuras con glicotopes LacNAc [GalB1,3/4GIcNAc (IB/lIB)] monoméricos, di-
antenarios, tri-antenarios y multivalentes. (a) LacNAc Il monomérico; (b) LacNAc | monomeérico; (c) Lacto-
N-neohexaosa [LNnH; 1I1,6(If1,3)L]; (d) Lacto-N-hexaosa [LNH; Di-ll o 111,6(1181,3)L]; (e) LacNAc II
triantenaria (Tri-11), como en dos N-glicanos presentes en la asialofetuina (F4) usada en el presente trabajo;
(f) Asialo glicoproteina ai-acida humana presentando estructuras de las clases A (biantenaria), B (triantenaria
sin fucosa), BF (triantenaria con un residuo de fucosa), C (tetraantenaria sin fucosa) y CF (tetraantenaria con
un residuo de fucosa). La letra C mas pequefa, al lado derecho de la estructura de la glicoproteina
representa el disacarido de quitina. Las areas sombreadas (I/ll) en a-f son glicotopes reactivos propuestos
para las lectinas LacNAc I/ll-especificas. La representacion estructural de los glicanos es la propuesta por el
Consortium for Functional Glycomics (www.functionalglycomics.org) y aceptada por IUPAC. Recuperado de
Wu et al, 2011.

Acido sialico (Sia). En las membranas celulares, las glicoproteinas y glicolipidos pueden estar
sialilados; y varias lectinas de plantas y animales pueden reconocerlos (Ahmad et al, 2012; Haseley
et al, 1999; Schauer et al, 1997; Suzuki et al, 1985; Thorpe et al, 1984; Varki et al, 2012; Zou et al,
2011). Las membranas celulares pueden contener cerca de 10° glicanos unidos a residuos de Asn
y Ser/Thr, con una concentracion de acido sidlico terminal de aproximadamente 100 mM
(Cummings & Pierce, 2014). Por otro lado, los contenidos de acido sidlico (nmol/mL) han sido
reportados para eritrocitos de diferentes especies, asi: caballo 1130; rata 910, raton 970; humanos
450-700; oveja 360 y pollo 200; en eritrocitos de pollo entre el 10-20% del &cido sialico puede
presentarse como 9-OAc-NeuAc (Rogers et al, 1986). Los resultados de interaccion con las
diferentes glicoformas, mostraron que LDG-I y LDG-II reconocen la fetuina no tratada (F5), pero no
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la transferrina nativa, sugiriendo que el &cido sidlico (Neu5Ac) en enlace a2,3 (encontrado en
fetuina pero no en transferrina) es un ligando de las lectinas de D. grandiflora. EI mismo
comportamiento ha sido observado para la lectina de Triticum vulgaris (WGA) con respecto a éstas
dos glicoproteinas (Iskratsch et al, 2009), y en concordancia con los resultados de esta tesis, datos
previos indicaron no inhibicion de LDG-I en presencia de apotransferrina (Ramos et al, 1996). El
monosacarido acido N-acetilneuraminico inhibe la actividad LDG-I sobre eritrocitos de conejo a una
concentracion de 8.3 mM, que corresponde a la mitad y a cuatro veces la CMI de Glc y Man,
respectivamente (Ramos et al, 1996). LDG-l aglutina eritrocitos de caballo, perro y conejo
mostrando titulos especificos mucho mas altos en comparaciéon con aquellos para eritrocitos
humanos, y entre todos los eritrocitos ensayados, esta lectina aglutind eritrocitos de caballo con el
titulo méas alto (Pérez G, 1998), lo que podria indicar una preferencia por acido glicoliineuraminico
(Neu5Gc); dado que contienen altas cantidades de acido en la forma Neu5Gca2,3, mientras que
los eritrocitos de perro contienen NeuAca2,3Gal (Varki et al, 2012). LDG-I también aglutind
eritrocitos de cerdo (presente trabajo), los cuales cuentan en su superficie con glicoproteinas
sialiladas (Tan et al, 2010), ademas de gangliosidos expresando NeuAca2,3/6 y NeuGca2,3/6
terminales (Suzuki et al, 1985; Thorpe et al, 1984).

A partir de los resultados del presente trabajo y de los titulos especificos de aglutinacion de
eritrocitos de algunos animales para LDG-I obtenidos por Pérez, G., (1998), se puede concluir que
la interaccién de LDG-I y LDG-II con la fetuina nativa y con los eritrocitos de cerdo puede ser
debida al reconocimiento de glicoconjugados que contengan acido siélico terminal en enlace a2,3 y
no a la presencia del antigeno Galilli (presente en eritrocitos de cerdo y conejo). Por otro lado, LGL-
Il aglutina eritrocitos de rata en menor grado que los eritrocitos humanos O y B (Almanza et al,
2004 y presente trabajo). La aglutinacion de eritrocitos murinos ha sido relacionada con la
presencia de 9-OAc-NeuAc (Ito et al, 1997; Rogers et al, 1986; Suzuki et al, 1985), y se ha
observado que algunas lectinas exhiben preferencia de unién por este tipo de acido sialico, e.g.,
una lectina de sangre de cangrejo (revisado en Rogers et al, 1986). Como se menciond
previamente, la LGL-1l puede reconocer el glicotope IIf externo o interno, entonces, su interaccion
con la glicoforma F5 y con los eritrocitos de rata puede ser debida al reconocimiento de LacNAc
interna, pero la presencia de acidos sialicos externos en esas estructuras disminuye su union. En el
acople molecular se observé que los valores de afinidad de LGL-Il por di- o trisacaridos sililados en
enlace 02,3 es muy similar, y que la interaccion es mas especifica con el determinante H tipo Il que
con los carbohidratos sialilados (Tabla 3-6).

Por otra parte, la presencia de Neu5Ac terminal en enlace 02,6 (eg., transferrina nativa) inhibié
completamente el reconocimiento de las tres lectinas de la tribu Diocleae estudiadas en este
trabajo, de manera similar a lo que ocurre con la galectina LGALS1 (Rapoport, et al, 2008).

Glicotopes fucosilados. El nacleo al,6-Fuc (Fuca1,6GIcNAc) redujo la interaccion de LDG-I con
N-glicanos, como se observa al comparar los resultados de interaccion con las glicoformas
GnGnF6 y GnGn (Fig. 3-7); este mismo comportamiento se ha observado en la interaccion de la
lectina de Ricinus communis RCA-I con esas dos glicoformas; mientras que para la lectina de Lens
culinaris (LCA), la presencia de a1,6-Fuc promueve significativamente la interaccion (Iskratsch et
al, 2009).

La sutancia H (Fuca1,2Gal-R, donde R = cadenas IB/IIB, i.e., 3/4GIcNAcf, o cadenas T, i.e.,
3/4GalNAcB) puede encontrarse en glicoproteinas y en glicolipidos (Nasir et al, 2017; Ogawa &
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Galili, 2006; Ravn & Dabelsteen, 2000). Los glicanos que cuentan con la sustancia H expuesta,
como en los determinantes histo-sanguineos tipo H (Tabla 1-6), fueron reconocidos por LGL-Il y
LDG-II en glicoproteinas, mostrandose una mayor afinidad para ambas lectinas cuando la fucosa
se une al glicotope subterminal IIB, es decir, como en el trisacarido determinante del grupo H-tipo Il,
(Fuca1,2Galp1,4GIcNAcB-O-R) (Almanza et al, 2004, Melgarejo et al, 2005); y en el acople
molecular in silico, la interaccién LGL-II con el H-tipo Il mostré6 mayor afinidad que su interaccion
con los otros cinco carbohidratos ensayados, incluyendo el disacarido Fuca1,2Gal (Tabla 3-6). Es
de notar que, la concentracion CMA de LGL-Il hacia eritrocitos O fue de 1.1 ug/mL, mientras que en
el rango de concentraciones de LDG-Il usadas en el presente trabajo (0.1 — 233 pg/mL), no se
observé actividad aglutinante de LDG-Il hacia este tipo de eritrocitos. Ademas, aunque ambas
lectinas tipo Il muestran preferencia por el determinante H-tipo Il sobre los otros grupos tipo H, la
unién de LGL-II al glicoconjugado H-tipo II-BSA fue mucho mas especifica que aquella de LDG-II
(Almanza et al, 2004; Melgarejo et al, 2005).

También, hay diferencias en las preferencias de unién de LGL-Il y LDG-Il hacia glicanos que
cuentan con Fuca1,2Gal y a la vez con ramificaciones de los grupos histo-sanguineos A y B; éstos
previnieron el reconocimiento por LDG-II pero no por LGL-II (Tabla 3-8). Por otro lado, la CMA de
LDG-I sobre eritrocitos O fue entre 2-5 veces mayor a la necesaria para aglutinar los demas tipos
de eritrocitos ensayados (excepto los de oveja en los que se necesitd la misma concentracion que
para los de tipo O) (Tabla 2-1 del presente trabajo, y Pérez, G., 1998).

En cuanto a los determinantes histo-sanguineos Lewis, la presencia del nlcleo a1,3-Fuc
dismininuyé la interaccion de LGL-ll y de LDG-ll con el determinante Lewis LeY
[Fuca1,2Galf1,4(Fuca1,3)GIcNAcB-O-R], en comparacién con su interaccién con el determinante
H-tipo Il (Almanza et al, 2004; Melgarejo et al; 2005); dicha disminucién también se ha observado
con otras lectinas H-tipo ll-especificas (en relacion a otros determinantes H y a los grupos Le?y
LeY) como LDL-Il de Dioclea lehmanni, CE-ll de Canavalia ensiformis (Melgarejo et al; 2005) y
LCR-Il de Cymbosema roseum (Dam et al, 2011). En otros ensayos una inhibicién de hasta el
42.8% de la interaccion de LGL-Il con el determinante H-tipo Il se evidencié usando saliva de
secretor (1:10) con fenotipo OLe®, la cual contiene el determinante Le® que posee el nucleo a1,4-
Fuc [Fuca1,2GalB1,3(Fucal,4)GIcNAcB-O-R], pero no se observd la inhibicion usando saliva de
secretor (1:10) con fenotipo OLe?, la cual contiene el determinante Le® que también posee el nlcleo
a1,4-Fuc [Gala1,3(Fuca1,4)GIcNAcB-O-R] (Almanza et al, 2004); este mismo comportamiento fue
descrito para LCR-II (Dam et al, 2011).

La falta de interaccion de LGL-lIl y LDG-Il con Le? probablemente es debido a que este
determinante posee el residuo galactosa expuesto en enlace a1,3, recordemos que en los ensayos
con glicoformas estas lectinas no interactuaron con glicanos que contienen Gal expuesta en enlace
a (Fig. 3-7). En estudios previos se determind que las lectinas presentaron actividad diferencial en
el reconocimiento de los demés determinates tipo H; entre LGL-1I, LDL-Il, LDG-Il y CE-lI, la lectina
LGL-Il mostré la interaccion mas especifica con el grupo H-tipo Il, con Absa;s = 1.8 usando 70 ng de
lectina; mientras que las interacciones de LDL-Il, LDG-II y CE-Il mostraron Abs.is = 1.2; 0.85;y 0.4
(Almanza et al, 2004; Melgarejo et al, 2005).

Los resultados in silico de la interaccion de LGL-II con diferentes carbohidratos (Tabla 3-6)
concuerdan con resultados experimentales en los que se demostrd que el determinante H-tipo Il es
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reconocido por LGL-Il en mayor grado que los demas determinantes tipo H y Lewis, y que esta
lectina aglutina eritrocitos O con mayor especificidad que eritrocitos de otro perfil glicbmico
(Almanza et al, 2004; y presente trabajo). Las interacciones con el disacarido mas expuesto
(Fuca1,2Gal) o encriptado (GalB1,4GIcNAc) en el determinante H tipo IlI, mostraron una
disminucion en la afinidad en comparacion con el determinante trisacarido completo, lo cual indica
el requerimiento de la estructura formada por los tres residuos de azucar (trisacarido) para una
mayor interaccién de la lectina. De manera similar, Dam et al (2011) observaron que la constante
de afinidad para la interaccion de la lectina de C. roseum (LCR-II) con el trisacarido H-tipo Il es
mayor gue la obtenida para los disacaridos Fuca1,2Gal y Galf31,4GIcNAc. Las energias de afinidad
corroboran los resultados experimentales obtenidos, donde la LGL-II interactud con glicoproteinas
con glicanos que tienen el glicotope IIB (GalB1,4GIcNAc) encriptado por Fuca1,2 pero con
disminucion en la interaccion de glicanos con IIp sialilado (Tabla 3-6).

El segundo determinante fucosilado de tipo H con el cual LGL-lIl y LDL-Il muestran mayor
interaccion, después del H-tipo I, fue con el determinante H-tipo Il (Almanza et al, 2004; Melgarejo
et al, 2005), el cual posee Fuca1,2 expuesta, el glicotope Ta encriptado y, al igual que el H-tipo I,
carece de nulcleos Fuca1,3/4; y el segundo ligando para LDG-Il y CE-ll, entre dichos
determinantes, fue el grupo H-tipo | (Melgarejo et al, 2005), con Fuca1,2 expuesta, el glicotope
subterminal IB, e igualmente sin ndcleos Fuca1,3/4. La actividad eritroaglutinante de LCR-II fue
inhibida por los determinantes H-tipo |, H-tipo Il y Le®, aunque la concentracion minima inhibitoria
(CMI) del H-tipo Il (18 uM) fue 25 y 277 veces menor que la CMI de H-tipo | y Le, respectivamente;
y los grupos Le?, LeY y Le* no inhibieron la actividad de LCR-Il, usando concentraciones de hasta
15-18 mM (Dam et al, 2011).

La preferencia de las lectinas tipo Il por glicanos fucosilados que presentan Fuca1,2 expuesta, en
comparacion a los glicanos fucosilados que presentan los nucleos a1,3/4-Fuc (Almanza et al, 2004;
Dam et al, 2011; Melgarejo et al, 2005) o glicanos con el nucleo a1,6-Fuc (Fig. 3-7), puede deberse
a la posicién de los enlaces entre los residuos Fuc y Gal/GIcNAc, y también a que los ndcleos
a1,3/4/6-Fuc estan menos expuestos (antenas mas cortas) que la sustancia H (Fuca1,2Gal) en
algunos glicoconjugados (Fig. 3-21). También, en la interaccién de las lectinas tipo Il con los
neoglicoconjugados determinantes H tipo Ill/IV - ASB, se observé que el tipo de enlace del residuo
GalNAc proximal con la proteina, puede influir en la interaccion, por ejemplo, la lectina LDG-II
interactlio con el determinante H-tipo IV > H-tipo Il (GalNAc proximal en enlace B > GalNAc
proximal en enlace a), mientras que LGL-Il prefiri6 GalNac proximal en enlace a, como ya se
discutio arriba en la seccion de la interaccion de las lectinas con glicotopes HexNAc.

Estudios de microscopia de fluorescencia de reflexion interna y simulaciones de dinamica molecular
(DM) en membrana, usando glicoesfingolipidos (GELS) con los determinantes que tienen residuos
de a-L fucosa, mostraron que la accesibilidad para el reconocimiento de las lectinas depende de la
flexibilidad conformacional de los enlaces glicosidicos, la orientacién y la exposicion de los residuos
de los carbohidratos (determinantes). Con el modelo de los glicolipidos embebidos en una
membrana fosfolipidica usando GELs con ramificaciones Fuca1,3/4, encontraron que en aquellos
de cadena precursora I (GalB1,3GIcNACcR), los residuos 1,2a-L-Fuc y 1,4a-L-Fuc se muestran mas
expuestos, y que en los GELs de cadena precursora II (GalB1,4GIcNAcB), la accesibilidad al
residuo 1,3a-L-Fuc es restringida (Figs. 3-20; 3-21); lo que disminuye la interaccion, por ejemplo
como sucede con la lectina Fucosa especifica de norovirus (Nasir et al, 2017). Las lectinas
Diocleae tipo Il muestran preferencia por glicanos con Fuca1,2 expuesta, y de acuerdo con los
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resultados las interacciones de LGL-Il, LCR-Il y de la lectina Fuc-especifica del norovirus, se ven
disminuidas con glicanos que poseen el nucleo a1,3-Fuc menos expuesto.

al,2-Fuc expuesta

Lectina ‘

Figura 3-20. Esquema de interaccién de lectinas con glicoesfingolipidos que presentan Fuca1,2
expuesta o el nucleo a1,3-Fuc menos expuesto. Las interacciones de las lectinas tipo Il de la tribu
Diocleae, LGL-Il y LCR-Il, y de la lectina Fuc-especifica del norovirus se ven disminuidas con glicanos que
poseen el nicleo a1,3-Fuc menos expuesto, en comparacién a la interaccién con glicanos con Fuca1,2
expuesta. Adaptado de Nasir et al, 2017.
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Figura 3-21. Estructuras de grupos histo-sanguineos presentes en glicoesfingolipidos (GELs) de
membrana de células epiteliales. GELs con cadenas tipo | (ALeb, izquierda) y tipo Il (ALeY, derecha).
Residuos de a-L-Fuc representados en diferentes colores seguin el tipo de GELs y de enlace. Linea
puntedada representa el plano imaginario de la membrana pasando por el atomo de oxigeno glicosidico del
C1 del residuo de Glc. La rotacion de los GELs embebidos en membranas se indica con flechas en circulo.
Las flechas rectas indican el movimiento en el plano x-z, y las flechas dobladas el movimiento en los &ngulos
internos de torsion de los enlaces glicosidicos que brindan el espacio conformacional de los glicanos. La
cadena completa del carbohidrato tiene grados limitados de libertad pero no se comporta como un cuerpo
rigido. No hay correlacion entre la orientacion del residuo mas interno del carbohidrato con la orientacion del
residuo mas externo; es decir, la orientacién de la Glc proximal que esta parcialmente expuesta al solvente y
no se extiende mas alla de la capa polar de la membrana, y que ademas se une a la ceramida a través del
oxigeno glicosidico, no se correlaciond con la orientacion de la a-L-Fuc terminal. Recuperado de Nasir et al,
2017.

Nucleo Man3GIcNAc2 (MM). La LDG-I reconocio la glicoforma MM
(Mana1,6(Mana1,3)Manf1,4GIcNAcB1,4GIcNAcB1-Asn) (Fig. 3-7). Esta estructura contiene el
motivo Mana1,3(Mana1,6)Man, el cual es un ligando fuerte reconocido por LDG-I (Ka = 122 x 10™*
M™1; inhibicion completa con 12 uM del trimanésido) (Gupta et al, 1996), y por otras lectinas tipo |
de la tribu Diocleae, incluyendo aquellas de especies de Canavalia y Cratylia (Dam et al, 1998). En
el presente trabajo se ha demostrado que LDG-I es sensible a la naturaleza del enlace o de los
residuos de carbohidratos adyacentes a la estructura del trimanésido en siete N-glicoformas; con 4
de ellas se observé interaccion mientras que con las otras tres no (Fig. 3-7). Por medio de titulacion
por microcalorimetria isotérmica (TCI) se observo el efecto de multivalencia para la interaccion con
LDG-I, usando carbohidratos analogos di-, tri- y tetravalentes que contienen el glicotope
trimanodsido en posicion terminal (Dam et al, 2000). Los resultados mostraron aumentos en los
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valores de Ka de los carbohidratos multivalentes en relacién con los analogos monovalentes, con
valores desde 122 x 10* M* para el trimanésido monovalente hasta 6500 x 10* M para un
analogo tetravalente. También se ha sugerido el mecanismo de difusion interna (Fig. 3.8) para las
altas afinidades de LDG-I y ConA por N-glicanos bi-, tri- y tetraantenarios que poseen glicotopes de
manosa terminal (Dam T.K, et al. 2000). Por otro lado, las actividades LDG-Il y LGL-Il no son
inhibidas por Man (Almanza et al, 2004; Melgarejo et al, 2005) y en todo caso, estas lectinas tipo Il
no interactuaron con glicoformas que contenian solamente N-glicanos (Fig. 3-7).

Nucleo GN2Man3. Los N-glicanos biantenarios complejos pueden presentar la region
GIcNAcB1,2Mana1,3(GIcNAcB1,2Mana1,6)Man, y las actividades relativas de unién de las lectinas
Diocleae por éste nlcleo, a su vez, se relacionan directamente con su efecto sobre la liberacion de
histamina por mastocitos peritoneales de rata (Dam et al, 1998). Gn2Man3 se encuentra expuesta
0 encriptada en 6 de las 7 N-glicoformas usadas en el presente trabajo, y su reconocimiento por
LDG-I dependi6 de los residuos de carbohidratos subyacentes (Figs. 3-7); las glicoformas GnGn y
GnGnF6 con GIcNAcB1 terminal fueron reconocidas por esta lectina, mientras que las formas
galactosiladas no lo fueron, lo cual concuerda con el trabajo de Gupta et al., (1996), en el cual se
observd inhibicion de LDG-l usando el pentasacarido GN2Man3 (400 uM), mientras que la
glicoforma biantenaria GalGal no inhibi6 dicha actividad (usando hasta 1.6 mM).

Experimentos de inhibicién de eritroaglutinacién y de titulacién por microcalorimetria isotérmica
(TCI) demostraron una diferencia sustantial en las afinidades relativas de distintas lectinas Diocleae
por GN2Man3, y un CMI en un rango de 6-790 mM, dependiendo de la lectina (Dam et al, 1998,
2000). Por ejemplo, GN2Man3 a 400 uM inhibié la actividad aglutinante de LDG-I hacia eritrocitos
de conejo, mientras que la inhibicion de la lectina tipo | de Canavalia ensiformis (ConA) se obtuvo
con 6 uM de éste oligosacarido. Igualmente, LDG-I mostré una afinidad reducida por GN2Man3 (Ka
= 4.7 M x 10™) en compacién con ConA (Ka = 140 M x 10™), a pesar de la identidad de
secuencia del 83% entre las dos lectinas (Tabla 1-1). La disimilitud observada en las
especificidades de union de estas dos lectinas tipo | hacia GN2Man3 se ha explicado por
interacciones de contacto relativamente desfavorables entre LDG-I y el residuo $1,2GIcNAc sobre
la rama a1,6 del carbohidrato complejo (Dam et al, 1998, 2000; Gupta et al, 1996; Rozwarski et al,
1998). Estudios de difraccién de rayos X revelaron que contactos apropiados entre LDG-l y
Gn2Man3 también son prevenidos debido a las diferencias en el tipo de residuos en las posiciones
226 (Thr en ConA, Gly en LDG-I) y 168 (Ser en ConA, Asn en LDG-I), y cambios en la cadena de
residuos en las posiciones 222-227 (Rozwarski et al, 1998).

3.5.2. Esquemas funcionales propuestos a partir del refinamiento de la especificidad de las
lectinas

Con los resultados del presente trabajo y de estudios previos, sugerimos los siguientes esquemas
funcionales del reconocimiento de carbohidratos por LDG-I, LDG-II y LGL-II (Fig. 3-22). En ellos se
observa el impacto de la modificacion de glic6topes basicos que se encuentran en mamiferos, la
cual puede mejorar, permitir o inhibir el reconocimiento por los dominios DRC de cada una de las
lectinas. Las interacciones de los glicoconjugados con las lectinas estan influenciadas por la forma
como se presenta el glicotope del glicano (de forma monovalente, polivalente, en cluster); ademas,
cabe anotar que la interaccion de las lectinas con células depende también del reconocimiento
biomolecular en la superficie de las membranas celulares. La presentacién de glicanos asociados a



87

membrana es mas restringida que la de los glicanos en solucién, particularmente debido a las
restricciones de orientacion impuestas al glicoconjugado a través de sus interacciones laterales con
otras moléculas, como lipidos y proteinas de la membrana (Nasir et al, 2017).

Residuo de Residuo de
Lectina | carbohidrato Glicotope Ta Lectina | carbohidrato Glicotope lIp
expuesto expuesto
NeuAca2,3 NeuAcaz2,3
LDG-I NeuGca2,3 NeuGca2,3
Ninguno ) NeuAca2,6
LDG Galal,3
_ NeuAca2,3 Galp1,3GalNAca Fucal,2
LDG-II . '
Ninguno Ninguno
NeuAca2,3 NeuAca2.3
LGL-Il . euAca2,
Ninguno NeuAca2,6
Fucal,2
Interaccion LDG-I Interaccion LDG-1ly LGL-II Ninguno
con otros glicotopes con otros glicotopes externos
externos NeuAca2,3/6
HexNAcp NeuGca2,3/6
Man5-Asn Fucal,2 +Fucal,3 LGL-Il Galal,3
Man9-Asn Fuca1,2GalB1,3/4GIcNAc-R Fucal,?
GalNAca/B GalNAca (LDG-II); GalNAca (LGL-II) Ninguno
Interaccion de LDG-I con N-glicanos
Residuo(s)de . s L Porcién del glicano
. Glicotope: trimandsido .
carbohidrato expuesto(s) mas cercana a Asn
Ninguno
GIcNACB1,2
GalNAcpL4GleNAcpL2 | Manal,3(Manal,6)Man B1,4GIcNACBL,4GICNAC-Asn
Galpl,4GIcNAcB1,2 B1,4GIcNAcB1,4(Fucal,6)GIcNAc-Asn
Galal,3GalB1,4GIcNAcB1,2
NeuAca2,6Galp1,4GIcNAcBL,2

Figura 3-22. Esquemas funcionales de la especificidad de las lectinas. En los paneles de la izquierda se
muestra la interaccidon de las lectinas con el glicotope Ta expuesto o encriptado, y con otros glicotopes
externos. En el panel de la derecha se muestra la interacciéon de las lectinas con el glicotope I expuesto o
encriptado. En el panel de abajo se muestra uno de los ligandos méas activos de la lectina LDG-I, el
trimandsido, que se encuentra expuesto o encriptado en todas las N-glicoformas usadas en el presente
trabajo, y su interaccién con la lectina es influida por los residuos de carbohidratos circundantes. Nota: La
presencia Gala1,3 expuesta interfiere con la uniéon de LDG-I a N-glicanos. En los glicolipidos de eritrocitos de
conejo y cerdo también esta presente Gala1,3 expuesta; sin embargo, LDG-I aglutina este tipo de eritrocitos y
ello probablemente se deba a la presencia adicional de Neu5Aca2,3Gal terminal en glicoproteinas. En los
esquemas, los residuos en verde son aquellos que permiten o promueven la interaccién; y los residuos en
rojo son aquellos que disminuyen o con los que no hay interaccién. La palabra “ninguno” significa ausencia
de otros residuos méas expuestos. Asn: residuo de asparragina.

3.5.3. Consideraciones del reconocimiento lectina — glicotope propio o foraneo

Varios estudios indican que la forma de presentacion, la densidad y el nimero de glicotopes en
carbohidratos multivalentes y en glicoproteinas receptoras, determinan la afinidad de las lectinas y
sus funciones efectoras en los organismos, incluyendo el reconocimiento de estructuras propias o
foraneas (Fig. 3-23). En organismos multicelulares, los glicotopes propios pueden ser reconocidos
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por lectinas del mismo organismo y dicho reconocimiento esta involucrado en funciones que
incluyen desarrollo, regulacion inmunoldgica y homeostasis; por otro lado, lectinas de un
organismo también pueden reconocer glicotopes en organismos que representen algun tipo de
situacion adversa, e.g., patégenos o depredadores (Dam & Brewer, 2010), 0 en otros organismos
con los que tienen relaciones simbioticas mutualistas (De Vasconcelos et al, 2013).

Foraneo Propio
«® oD B
sue oD o
A ° oo o o ==
«® ° e e @ ,
aue oD Densidad de
o0 glicotope por
P _'. .g debajo del umbral
- 8-Q 0-~::8> (bajauniéna la
lectina)
Densidad umbral de
glicotope (union a lectina
de alta afinidad) D
Ce=ne
Qone”
[ o = ) -
c Qe ;7’ o=
Qoo
Y A ® &8
n ot oD CRG—: @
[ 2= =Y
Densidad de glicotope Densidad umbral de glicotope
por debajo del umbral (union a lectina de alta afinidad)

baja unién a la lectina)
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Figura. 3-23. Ejemplos esquematicos de reconocimiento de glicanos propios o foraneos, dependiente
de densidad. (A) Molécula de adhesion intercelular DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion
molecule-3-Grabbing Non-integrin) es un receptor con actividad lectina tipo-C que puede unirse con alta
afinidad a oligomandsidos que se presentan en alta densidad sobre una glicoproteina de superficie viral, pero
interactua débilmente con el tipo de oligomandsidos que se presentan en baja densidad sobre las células
propias (B). La afinidad de la lectina DC-SIGN por un patégeno que cuenta con glicotopes Lewis* no
agrupados (densidad en nivel subumbral) puede ser baja (C) y preferecialmente se une a glicoproteinas
propias que contienen glicotopes Lewis* en una densidad alta (D). Recuperado de Dam & Brewer, 2010.

Es asi como, a pesar de la especificidad de varias lectinas vegetales por los glicocotopes Ta o Tn,
las plantas no parecen tener dichas estructuras (Wilson, 2002), pero pueden actuar sobre glicanos
de otros organismos que si los posean; como el caso de las lectinas estudiadas en el presente
trabajo, LDG-I y LGL-Il, las cuales interactuaron con glicoproteinas de origen mamifero y eritrocitos
de origen humano, que contenian los glicotopes Tn y Ta en formas monovalente o mulitvalente
(ademés de su interaccién con otros glicotopes); y LDG-Il que interactué con el glicotope Ta
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cuando se presenta en alta densidad. Altas densidades de glicotopes Tn y Ta se cuentan como
biomarcadores tumorales aprobados por la FDA (Diaz-Fernandez et al, 2018), y lectinas Tn o Ta-
especificas pueden ser usadas para el diagndstico de ciertos tipos de cancer. Los insectos también
expresan Tn en mucinas u otras O-glicoproteinas de su tracto digestivo, las cuales son receptoras
de lectinas Tn-especificas que se ingieren en la dieta, y dichas interacciones pueden provocar
efectos deletéreos causando dafio en el sistema digestivo de los insectos depredadores
(Vandenborre et al, 2009; Wang et al., 2003). De manera similar, lectinas T-especificas de hongos
han mostrado efecto insecticida en insectos chupadores (homopteros) y masticadores
(lepiddpteros) (Vanti et al, 2018). Drosophila (mosca de la fruta) y algunas lombrices expresan el
glicotope Ta expuesto o encriptado (Wilson, 2002; Tran & Ten Hagen, 2013); dicho glicotope esta
involucrado en procesos de polaridad y adhesiéon celular durante el desarrollo del insecto, y la
interaccion con lectinas T-especificas podria influir en dichos procesos (Tran & Ten Hagen, 2013).

Por otro lado, la presencia de los nucleos a1,3-Fuc y a1,4-Fuc en los determinantes histo-
sanguineos LeY y Le?, respectivamente, no promovieron la interaccién con LDG-Il (Melgarejo et al;
2005), ni con otras lectinas vegetales tipo Il tales como CEL-Il de Canavalia ensiformis, LDL-II
(Melgarejo et al; 2005) y LCR-Il (Dam et al, 2011); a pesar de que dichos nucleos pueden
encontrarse en otro tipo de glicanos en plantas e invertebrados (Fig. 3-1; Wilson, 2002; Smit et al,
2015). De manera interesante, por medio de ELLSA se observo la inhibicion de la lectina LGL-1l con
saliva de un individuo con fenotipo secretor del determinante LeP®, el cual contiene el ndcleo a1,4-
Fuc (Almanza et al, 2004), glicotope que se puede encontrar en N-glicanos de plantas dentro de
secuencias como GalB1,3(Fuca1,4)GIcNAcB (Wilson, 2002). También, existen lectinas vegetales
con especificidad por el nucleo a1,6-Fuc (Fuca1,6GIcNAc), como la LCA de la lenteja, y éste
glicotope es una caracteristica generalizada en N-glicanos presentes en invertebrados y
vertebrados (Wilson, 2002). El segundo determinante tipo H con el cual lectinas tipo Il del género
Galactia, i.e., LGL-lIl y LGTe-ll, muestran mayor interaccién, después del H-tipo Il, es con el
determinante H-tipo Ill (Almanza et al, 2004), y en O-glicanos del nematodo Toxocara, parasito que
produce reacciones inflamatorias en humanos, y que puede encontrarse en tierra o arena
contaminada, se ha encontrado la secuencia de dicho determinante (Wilson, 2002).

Algunas lectinas vegetales que reconocen Man/Glc o Gal, estimulan el crecimiento de la bacteria
fijadora de nitrdgeno Rhizobium tropici, simbionte comdn en los nédulos de las raices de varios
tipos de granos de consumo humano (De Vasconcelos et al, 2013); esta bacteria posee
polisacaridos en su superficie que contienen Man, Glc, Gal y ramnosa, carbohidratos que también
estan presentes en tejidos vegetales, sin embargo, las interacciones con lo propio y lo foraneo
estaran determinadas por la forma de presentacion de los glicotopes de los que esos residuos de
carbohidratos hagan parte, como ya se ha mencionado.

Adicionalmente al modo de presentacién de los glicotopes, existen lectinas vegetales que se
expresan de manera constitutiva y pueden acumularse en alta concentracion en tejidos de
almacenamiento durante ciertos periodos del desarrollo, y otras lectinas que son inducibles ante
situaciones ambientales y que se pueden acumular en menor concentraciéon (Vandenborre et al,
2009). Este podria ser el caso de las dos lectinas de D. grandiflora purificadas a partir del mismo
extracto de semillas en el presente trabajo, donde se observé que la concentracién de LDG-I es 5
veces mayor que la aquella de la lectina LDG-II en el extracto (Tabla 2-1).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tran%20DT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23329828
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ten%20Hagen%20KG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23329828
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tran%20DT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23329828
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ten%20Hagen%20KG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23329828
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A su vez, se han reportado lectinas que presentan glicosilacién en su estructura (Almanza et al,
2004; Garcia-Maldonado et al, 2017; Melgarejo et al, 2005; Romo-Arévalo et al, 2016). Las plantas
poseen glicoconjugados con N-glicanos truncados o complejos que pueden presentar nacleos 31,2-
xilosa y a1,3-fucosa (Fig. 3-1), los cuales son elementos antigénicos presentes en invertebrados
(Hoffmann-Sommergruber et al, 2011; Smit et al, 2015; Wilson & Altmann, 1998). Se ha observado
gue el anticuerpo anti-peroxidasa de rdbano (rba HRP = anti-HRP) reconoce el nucleo a1,3-fucosa
en glicanos de plantas e invertebrados (Paschinger et al, 2005). En el presente trabajo se evalué la
interaccion de las tres lectinas vegetales con dicho anticuerpo teniendo en cuenta que se ha
reportado que las bandas en SDS-PAGE de LGL-Il y LDG-Il muestran tincién con acido periédico-
Schiff indicando que son lectinas glicosiladas, y los contenidos de azlcares neutros son de 7% y
2.1%, respectivamente (Almanza et al, 2004; Melgarejo et al, 2005).

LGL-II

LDG-II LDG-I

130
| 100
70
55

40

35

25

15

Figura 3-24. Interaccién de las lectinas LDG-l, LDG-Il y LGL-Il con el anticuerpo anti-peroxidasa de
rdbano. Se realizd electroforesis SDS-PAGE usando 20 ug de cada lectina, luego se procedié con la
transferencia a membrana de celulosa. La solucién de bloqueo fue Tris buffer salino con Tween 20 al 0.05%
(TTBS) y albumina de suero bovino (ASB) al 0.5%. EIl anticuerpo primario rba HRP (AB1 P7899 de Sigma-
Aldrich) se us6 en dilucidon 1:10000 en TTBS con ASB al 0.5% durante 1 h. El anticuerpo secundario fue anti-
IgG de conejo conjugado con fosfatasa alcalina (AP1000 de VectorLab), usado a 1:2000 durante 1h. La
solucion de revelado contenia una tableta de 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato y azul de nitro tatrazolio (B5655
de Sigma-Aldrich) disuelta en 10 mL de agua desionizada; la solucion de parada de reaccion fue acido
acético al 5%. LDG-I y LDG-II: lectinas en semillas de Dioclea grandiflora; LGL-II: lectina tipo Il en semillas
de Galactia lindenii. MW: marcadores de peso molecular (kDa).

Las tres lectinas mostraron interaccion con el anticuerpo anti-HRP (LGL-Il > LDG-Il > LDG-I)
indicando la presencia de glicanos con el ndcleo a1,3-Fuc en la estructura de las lectinas. Una
banda que se corresponde con el peso del dimero de la LGL-Il también mostro interaccion. No se
habia observado glicosilaciéon en la lectina LDG-1 (Moreira et al, 1983), sin embargo, los resultados
de su interaccién con el anticuerpo anti-HRP indicaria que podria contar glicanos en su estructura,
aunque en menor cantidad que los encontrados en las lectinas tipo Il (Fig. 3-24).
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4. Efecto de las lectinas LDG-I, LDG-Il y LGL-Il sobre los
procesos de migracion y proliferacion de queratinocitos
epidérmicos

En el presente capitulo se presentan los métodos, resultados y discusion de los efectos de tres
lectinas de la tribu Diocleae de la familia Fabaceae (i.e, lectinas LDG-1 y LDG-II de D. grandiflora, y
LGL-Il de G. lindenii), sobre los procesos de proliferacién y migracion en queratinocitos epidérmicos
humanos de la linea HaCat. También, se realiza una comparacion entre estas tres lectinas
vegetales con la lectina LGALS3 de origen mamifero que esta involucrada en procesos de migraion
y proliferacién celular, asi como en reepitelizacion de heridas.

4.1. Hallazgos

Las lectinas LDG-Il y LGL-Il, con especificidad por ciertos galactésidos, mostraron efectos tanto
proliferativo como migratorio en los queratinocitos (1.5 — 25 pug/mL, dependiendo del proceso y de
la lectina); mientras que, la lectina LDG-lI con especificidad por mandésidos, mostré efecto
proliferativo solo a una dosis de 1.5 ug/mL por 24 h e inhibi6é la migraciéon de células HaCat en
todas las condiciones ensayadas. En los lisados de los queratinocitos cultivados en presencia de
LDG-Il, LGL-Il y LGALS3r se observo la inmunodeteccion del EGFR a nivel basal y también
fosforilado. La presencia de LGL-Il en los cultivos duplic6 la expresion del factor EGF en los
sobrenadantes celulares. Se encontraron algunos ligandos compartidos entre la galectina LGALS3
(revisados en la bibliografia), y las lectinas LDG-Il y LGL-II, tales como los glicotopes LacNAc, Lac
y Ta. La interaccién de dichos ligandos con cada lectina es dependiente del tipo y de la forma de
presentacion del glicano (i.e., externo o encriptado; monovalente, polivalente, en cluster), asi como
de los residuos de carbohidratos circundantes. En la membrana de los queratinocitos epidérmicos
estan presentes receptores glicosilados tales como el EGFR e integrinas, cuya actividad puede ser
modulada por la unién de LGALS3, y eventualmente de las lectinas vegetales, a glicotopes
especificos de cada receptor.

4.2. LGALS3 como modulador de la proliferacién y migracién celular

LGALS3 es una lectina soluble, no glicosilada, perteneciente a la familia de galectinas
evolutivamente conservada en vertebrados, invertebrados y hongos, y que posee dominios de
unién a B-galactésidos (Ahmad et al., 2002; Di Lella et al., 2011; Krzeminski et al., 2011; Vasta et
al., 2012). LGALS3 se expresa de forma ubicua en tejidos adultos; se puede encontrar en el nicleo
y en el citoplasma, asi como en la superficie celular y en el espacio extracelular (Liu et al., 2002;
Ochieng et al., 2004). Realiza sus funciones de manera regulada y temporal, dependiendo de la
fase de desarrollo, participando en procesos de proliferacion (Liu et al., 2012), adhesion y migracion
(Friedrichs et al., 2008; Kariya et al., 2010; Liu et al., 2012; Saravan et al., 2009), diferenciacion,
supervivencia, apoptosis (Yang et al., 2003; Zhuo et al., 2008), respuesta inmune (Chung et al.,
2013; Cooper et al., 2012) y trafico de proteinas (Lajoie et al., 2009; Liu et al., 2002). El uso de
LGALS3 exdgena ha mostrado promover proliferaciéon y migraciébn en varios tipos de células
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normales (Inohara et al, 1998; Kiwaki et al, 2007; Wan et al, 2011); y se han observado cambios en
la expresion y localizacién de LGALS3 en células cancerosas (Newlaczyl et al., 2011; Yang et al,
2017), incluyendo carcinoma de piel humana (Kapucuoglu et al., 2009).

LGALS3 interviene en rutas celulares mediante el entrecruzamiento de receptores en cis, 0
enlazando los receptores con ligandos extracelulares en trans (Yang et al, 2017). A través de sus
dominios de unién a carbohidrato, LGALS3 interactla con glicanos multivalentes de los receptores
en la superficie celular formando microdominios de membrana (Fig. 4-1), los cuales se consideran
esenciales para ensamblar componentes de transduccion de sefiales en la membrana plasmatica
(Ravinovich et al, 2007). En dichos microdominios se disminuye la tasa de eliminacion de los
receptores por endocitosis constitutiva y se ve aumentada la sefializacion celular (Lajoie P et al.
2009).

I & Pentameros de

LGALS3
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Figura 4-1. Interaccion de galectina-3 polimérica con glicanos de receptores transmembranales.
LGALS3 interactia con glicoproteinas multivalentes transmembranales formando dominios de membrana,
regulando asi la tasa de difusion de los receptores que captan las sefales extracelulares. Recuperado de de
Lajoie et al. 2009.

En la piel, LGALS3 es expresada en varios tipos celulares incluyendo queratinocitos, fibroblastos,
células dendriticas y leucocitos (Cao et al., 2002; Panjwani, 2014). Durante la ocurrencia de
lesiones, LGALS3 se encuentra sobreexpresada en los bordes delanteros de las heridas y juega un
papel primordial en reepitelizacion debido a sus multiples interacciones con moléculas involucradas
en migracién y proliferacion celular (Friedrichs et al., 2008; Kariya et al., 2010; Liu et al., 2012;
Saravanan et al., 2009). Entre los receptores de membrana con los que interactia LGALS3 se
encuentran el receptor de crecimiento epidérmico (EGFR) y las integrinas. El secuestro del EGFR
en redes con LGALS3 potencia el agrupamiento de los receptores y la sefializacion inducidos por el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Lajoie et al. 2009; Partridge et al., 2004; Fig 4-2). Asi, la
presencia de LGALS3 puede promover la activacion de la via de sefializacion de proteinas
quinasas activadas por mitogenos (MAPK), también conocida como la via Ras-Raf-MEK-ERK, que
conlleva a proliferacion celular (Kariya et al., 2010; Liu et al., 2012; Fig. 4-3); o puede actuar como
una lectina anti-apoptética induciendo la activacion de la via PIBK-AKT (phosphatidylinositol 3-
kinase/Akt protein kinase B; Fig. 4-4) en queratinocitos epidérmicos normales (Saegusa et al,
2008). En carcinomas y melanomas, se ha observado que puede ocurrir la activacion simultanea de
las proteinas ERK y AKT, y que ambas vias convergen en la regulacion de elementos efectores
comunes que integran sus funciones durante la tumorigenesis y metastasis (Ye & She, 2013).



93

- EGFR
i EGF
Pentamero de
@ | GALS3

"

Figura 4-2. Secuestro de EGFR en redes con LGALS3. Izquierda: reclutamiento de receptores via
endocitosis constitutiva con consecuente disminucion de sensibilidad a sefales extracelulares y de
sefializacion. Derecha: secuestro de receptores por redes LGALSS3 - glicanos del EGFR promueve activacion
y sefializacion por la quinasa ERK. EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico; EGF: factor de
crecimiento epidérmico; Gal-3: LGALS3 pentamérica extracelular. Recuperado de Lajoie et al. 2009.
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Figura 4-3. Cascadas de sefializacion por proteina quinasa regulada por sefial extracelular ERK inician
en receptores de membrana tirosina quinasa (RTKSs), receptores acoplados a proteina G (GPCR) o canales
i6nicos. Grb2: proteina adaptadora; SOS: factor de intercambio; Ras: GTPasa; Rafs: proteina quinasas;
MEKZ1/2: proteina quinasa activada por mitdgenos. Proliferacion celular: activacion de factores de
transcripcion. Desarrollo y diferenciacién: regulados por la activadora de proteinas de transcripcion STAT.
Ciclo celular: control por Cdc25. Oncogenesis: degradacion de Bim, secuestro de Bad, inhibicion de
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apoptosis. Recuperado de https://www.creative-diagnostics.com/Erk-Signaling-Pathway.htm. Fecha de
consulta: 4 Octubre de 2018.
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Figura 4-4. Cascadas de sefializacion PI3K-PKB/Akt. Receptores activados estimulan PI3K la cual
convierte fosfatidilinositol (3,4)-bisfosfato (PIP2) en fosfatidilinositol (3,4,5)-trisfosfato (PIP3). PKB/Akt se une
a PIP3 permitiendo que la quinasa 1 dependiente de 3-fosfoinositoles (PDK1) active parcialmente a PKB/Akt,
suficiente para activar mTORC1 (blanco 1 de rapamicina) inactivando a PRAS40 y la proteina 2 de esclerosis
tuberosa (TSC2). Sustratos de mTORC1: proteina de unién al factor de inicio de traduccidn eucarittica
4EBP1; y quinasa ribosomal S6K1 que promueve sintesis de proteinas y proliferacion celular. Fosforilacion
de Akt por mTOR o por quinasa DNA-PK, estimula su actividad total que lleva a inhibicion de proteinas
proapoptéticas FOXO. PKB/Akt media angiogénesis, metabolismo, crecimiento, proliferaciéon, supervivencia,
sintesis de proteinas, transcripciébn y apoptosis. Desfosforilacion por fosfatasas PP2A y PHLPP1/2, y
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conversion de PIP3 a PIP2 por fosfatasa homologa de tensina (PTEN) antagonizan la sefializacion de Akt.
Recuperado de Hemmings, B.A. & Restuccia, D.F. 2012. PI3K-PKB/Akt Pathway.Cold Spring Harb Perspect
Biol, 4(9): a011189.doi: 10.1101/cshperspect.a011189. Fecha de consulta: 7 Octubre de 2018.

Por otro lado, LGALS3 promueve la adhesion y migracion celular a través de interacciones
LGALS3-carbohidrato de glicoproteina de membrana (eg., receptores de factores de crecimiento,
integrinas) o de glicoproteina de la MEC, tales como laminina, fibronectina y vitronectina (Friedrichs
et al.,, 2008; Kariya et al., 2010; Liu et al., 2012; Saravanan et al., 2009). Existen receptores de
superficie para cada glicoproteina de la MEC, con patrones de glicosilacion especificos, influyendo
asi sobre los efectos de adhesién y migracién. En células tratadas con LGALS3 exdgena se ha
observado disminucién en el movimiento lateral de las integrinas de 1.4 x 1072 ym?sec?* a 1.0 x
102 ym?sec?, y su reorganizacion en grupos (clusters); mientras que la adicion de ligandos
oligosacéridos que contienen la N-acetillactosamina (LacNAc) como unidad disacéarida, aumenta la
movilidad a 2.5 x 102 ym?sec? (Yang et al, 2017). LGALS3 promueve el agrupamiento de
integrinas a3B1l y a6B4 estabilizando adhesiones focales y regulando el remodelamiento de la
MEC. En queratinocitos la interaccion de LGALS3 con glicanos de la integrina a3B1 activa la
sefializacion de las enzimas efectoras quinasa de adhesiones focales (FAK); y proteina G, miembro
de la familia de GTPasas Rho (Racl GTPasa); las cuales participan en el traslado de integrinas a
los sitios de la adhesion modulando la adhesion celular a glicoproteinas de la MEC; reorganizacion
del citoesqueleto de actina; la formacion de lamelipodios y la migracién celular (Fig. 4-5).
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Figura 4-5. Componentes del proceso de migracion. LSGAL3 entrecruza y agrupa moléculas de integrina
a3B31 en la superficie del borde delantero del queratinocito migrante. La agrupacion de integrinas a331 activa
FAK y la Racl GTPasa, promoviendo asi la formacion de lamelipodia, la migracién celular y la reepitelizacién
de heridas. Recuperado de Saravanan et al., 2009.

Durante la cicatrizacién de heridas, la LGALS3 interactia con la laminina 332 (Lm332), la cual
forma parte de la membrana basal de los epitelios escamosos estratificados, incluyendo la
epidermis (Kariya et al., 2010). Lm332 se asocia con los hemidesmosomas, estructuras que unen
los queratinocitos a la membrana basal, a través de la integrina a6p34 (Kariya et al, 2010). LGALS3
modula la formacion del complejo Lm332-integrinas-EGFR en balsas lipidicas en la superficie de
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los gueratinocitos, las cuales son plataformas de sefializaciéon (Fig.4-6). El acople entre la integrina
a6B4 y el EGFR, mediado por LGALS3, es necesario para la activacion de la proteina quinasa Src,
la cual previene la incorporacion de la integrina a6B4 a los hemidesmosomas y promueve
migracion celular (Kariya et al., 2010; Liu et al., 2012; Saravanan et al., 2009). También se ha
observado que modificaciones en la glicosilacion de Lm332 pueden modular los complejos
mediados por lectinas; por ejemplo, la adicion de ramificaciones bisectadas con N-
acetilglucosamina (GIcNAc) terminal sobre los N-glicanos de la Lm332 reduce la migracién celular
(Kariya et al., 2010).
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Figura 4-6. El complejo laminina Lm332-integrinas-EGFR promovido por LGALS3 induce la migracion
celular. LGALS3 se une a integrinas, a proteinas de la MEC y al EGFR, para formar un complejo en la
superficie celular. La actividad N-acetilglucosaminiltransferasa Il (GnT-IIl) suprime la adicién de poli-LacNAc
en estas glicoproteinas evitando la formacion de las plataformas de sefalizacion inducidas por LGALS3
inhibiendo asi la sefalizacion y la migracién en queratinocitos. Adaptado de Kariya et al., 2010.

La estructura terciaria de LGALSS, al igual que el de las lectinas de la tribu Diocleae, esta
representada por el plegamiento tipo “lectina de legumbre” (Loris, 2002). El monémero de LGALS3
cuenta con 251 residuos de aminoacidos y posee un peso molecular de 31 kDa. Su extremo C-
terminal conforma el dominio DRC y consiste de ~130 aminoacidos que forman dos hojas B
antiparalelas (de 5 y 6 hebras B) constituyendo un B-sandwich (Capitulo 1). La LGALS3 posee
afinidad por los disacéridos lactosa GalB1,4Glc (Lac, Kq = 1 mM), y N-acetil-lactosamina (LacNAc;
Kq = 0,2 mM); y se une preferentemente a glicanos compuestos por unidades repetitivas de LacNAc
(GalB1,3/4GIcNAc), presentes como unidades de disacaridos en los extremos de N-glicanos
complejos, o como unidades repetitivas en cadenas de poli-N-acetil-lactosamina (poli-LacNAc) en
N/O-glicanos que se encuentra en la estructura de varias moléculas de la matriz extracelular (MEC)
y de la superficie celular (Rapoport et al., 2008; Seetharaman et al., 1998; Krzeminski et al., 2011),
o en glicolipidos que también son reconocidos por LGALS3 (Collins et al, 2014). La afinidad de
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union de la LGALS3 a los N-glicanos complejos es proporcional al contenido de LacNAc y al
namero de ramificaciones que contengan dicho glicotope (Ravinovich et al 2007).

4.3. Metodologia

4.3.1. Evaluacion del efecto de las lectinas LDG-l y LDG-II de Dioclea grandiflora, y
LGL-lIl de Galactia lindenii sobre los procesos de proliferacion y migracién en
gueratinocitos epidérmicos humanos de la linea HaCat

Con el fin de evaluar el efecto de las lectinas LDG-I, LDG-Il, y LGL-Il sobre los procesos de
proliferacion y migracion en queratinocitos epidérmicos humanos de la linea HaCat, se llevo a cabo
la estrategia experimental descrita en el Diagrama 4-1. Inicialmente se realizaron ensayos de
viabilidad en las células HaCat usando MTT. Se evalud el numero de células viables usando azul
de tripan en cultivos expuestos a cada una de las tres lectinas vegetales a la menor concentracion
usada en el ensayo MTT, concentracion en la que el porcentaje de viabilidad celular fue mas alto o
mayor que en cultivos sin lectina. También, se evalué la migracionpor medio de ensayos de cierre
de rasgufio en monocapa celular a 3 concentraciones de lectina dentro de un rango menor a
aguella concentracién de cada lectina en la que se disminuyé el 50% de la viabilidad celular (CI150).
Aquellas lectinas que mostraron un caracter proliferativo y migratorio se usaron para evaluar el
efecto en la expresién o activacion de proteinas relacionadas con estos dos procesos a través de
ensayos de ELISA y Western blot (WB).

CULTIVOS DE QUERATINOCITOS
EPID ERMICOS HUMANOS HaCat

!

VIABILIDAD CELULAR EN PRESENCIA DE
LECTINAS VEGETALES (MTT)

EFECTO SOBRE EFECTO SOBRE
PROLIFERACION CELULAR MIGRACION CELULAR
Conteo celular {azul de tripan) Ensayo Migracion (Rasgufio)

v

Efectosobre expresion de EGF (ELISA)

l

I Efecto sobre expresion / activacién de EGFR, ERK y FAK (WB) I

Diagrama 4-1. Estrategia experimental para el estudio de la proliferacién y la migracién celular de
gueratinocitos epidérrmicos. MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio; EGF: factor de
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crecimiento epidérmico; EGFR: receptor del EGF; ERK: quinasa de la via de sefializacion de las MAPK; FAK:
guinasa de adhesiones focales; ELISA: ensayo de inmunoabsorcion evidenciada por enzima ligada; WB:
ensayos de inmunodeteccion por Western blot.

4.3.1.1. Cultivos de queratinocitos epidérmicos humanos de la linea HaCat

El mantenimiento de las células de la linea celular de queratinocitos humanos no tumorigenica
HaCat se realizé en medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM) suplementado con suero
fetal bovino (SFB) al 10%. Adicionalmente, se incorporaron al medio los antibidticos penicilina 100
U/mL y estreptomicina 100 pg/mL. Las células se mantuvieron a 37 + 0.5°C, en atmésfera himeda,
con CO; al 5%.

El vial que contenia las células (CLS 300493) se obtuvo en pase # 26, de la compafia de
Biotecnologia Cell Lines Services (CLS GmbH, Eppelheim, Alemania), en hielo seco, el dia 25 de
agosto de 2017; y fue congelado inmediatamente en nitrégeno liquido. Dias después, las células se
removieron del tanque de nitrégeno y se dejaron descongelar lentamente para procurar obtener
una mayor viabilidad (Tirabassi, 2013). Inmediatamente, el volumen de 1 mL del vial que contenia
las células se transfirid6 a 15 mL de medio de cultivo previamente calentado a 37°C. El volumen
total con las células se dividi6 en tres frascos pequefios para dar inicio al cultivo. Se evitd
centrifugar las células el primer dia debido a que se ha reportado que las células recién
descongeladas son muy fragiles y la centrifugacion puede aumentar la muerte celular (Tirabassi,
2013). A las 24 h, luego de observar la adherencia celular bajo microscopio, se realizé cambio de
medio de cultivo. Al tercer dia se realiz6 cambio de medio, y al cuarto dia unas células fueron
congeladas y y otras se usaron para abrir cultivos en frascos medianos.

Las células adheridas se desprendieron usando 2 mL de una solucién de tripsina 0.025% - EDTA
0.03% en PBS pH 7.4. En cabina, luego de la incubacion a 37°C durante cinco minutos, las
paredes de los frascos se golpearon suavemente para facilitar el desprendimiento de las
monocapas celulares. Posteriormente, se adicionaron a cada frasco 5 mL de PBS suplementedo
con SFB para inactivar la tripsina. El contenido de los frascos se centrifugé a 1500 rpm durante 5
min. Se elimindé el sobrenadante, las células se supendieron en 3 mL de medio de cultivo
suplementado y se realiz6 conteo celular. Las células a congelar (1 x 10° células por vial) se
dispusieron en un vial de congelacion en 1 mL que contenia medio de cultivo con SFB al 20% vy el
crioprotector DMSO al 10%, y se guardaron en el tanque de nitrégeno liquido. El resto de las
células se dividieron en tres frascos medianos y se dejaron en cultivo en 15 mL totales de
medio/frasco mediano. El cambio de medio se realizé cuando se observo alteracion en el medio de
cultivo.

Las células HaCat se obtuvieron y propagaron por primera vez por Boukamp et al (1988), y
representa una linea de queratinocitos epidérmicos humanos con propiedades de crecimiento de
tipo adherente, que mantiene la capacidad de proliferacion y diferenciacion epidérmica normal, con
un caracter genético estable, no tumoral, que fue inmortalizada in vitro espontaneamente a partir de
piel humana (Boukamp et al, 1988; Boukamp et al, 1997). Estas células expresan marcadores de
diferenciacién tales como queratinas K1 y K10, asi como los marcadores de queratinocitos
epidérmicos involucrina y filagrina. Sus ciclos de division en cultivo pueden durar entre 18-20 horas
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(Gurskaya et al, 2016). La designacién HaCat indica su origen y las condiciones iniciales de cultivo
(Ha = humano adulto, Ca = concentracion reducida de calcio, T= temperaturas elevadas). La accion
concertada de mutaciones en el gen p53, las temperaturas elevadas de cultivo y un incremento en
la actividad telomerasa, se han sefialado como los mayores inductores de la inmortalizacién en
esta linea celular (Fusenig & Boukamp, 1998). El comportamiento normal de las células HaCat ha
permitido la comparacion con células derivadas de piel en estados patolégicos (Colombo et al,
2017).

4.3.1.2. Evaluacion de la viabilidad y proliferacion celular en presencia de las lectinas

El efecto de las lectinas LDG-I, LDG-II, y LGL-Il sobre la actividad metabdlica de los queratinocitos
epidérmicos humanos se determind mediante ensayo colorimétrico usando bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, MTT (Anexo VIII). Los queratinocitos se sembraron en placas
de 96 pozos a una densidad aproximada de 1,2 x10* células / pozo en 100 uL de medio de cultivo
con SFB, y se incubaron a 37°C en atmésfera himeda y CO; al 5%, durante 24 h. Pasado este
tiempo, las placas se inspeccionaron bajo microscopio invertido para evidenciar la adherencia de
las células. Para observar efectos dosis respuesta sobre la viabilidad celular, las células se trataron
con las lectinas en un rango de concentraciones entre 1.5 - 200 pg/mL, por triplicado. Al finalizar la
exposicion a las lectinas durante 12, 24, 48 y 72 h, se adicionaron 10 yL de MTT (5 mg/mL) a cada
pozo, y las células se incubaron nuevamente por 3h. Luego, se procedio a eliminar el medio de
cultivo de los pozos y a disolver los cristales formados con 100 yL/pozo de dimetil sulfoxido
(DMSO). Se realiz6 la lectura de absorbancia a 540 nm en lector de microplaca.

Los resultados se analizaron teniendo en cuenta los valores de supervivencia que se obtuvieron a
partir de las absorbancias arrojadas de la lectura espectrofotométrica aplicando la formula %
Supervivencia = (Abs muestra — Abs medio) x 100/ (Abs blanco celular — Abs medio), considerando
la absorbancia dada por células sin tratamiento como la viabilidad celular del 100%. Ademas de los
tratamientos, cada placa de ensayo tenia sus pozos de células sin tratamiento durante el tiempo
evaluado. Se realizaron curvas dosis-respuesta con el fin de hallar las concentraciones CI50 de las
lectinas usando el programa GraphPad v7.

4.3.1.3. Evaluacion de la proliferacion celular usando azul de tripan

Con el fin de determinar el nimero de células viables en suspensiones de células sembradas en
placas de 12 pozos (densidad inicial 5x10* queratinocitos/pozo), en presencia o ausencia (control)
de las lectinas durante 24, 48 y 72 h. Cada placa de ensayo tenia sus pozos de células sin
tratamiento durante el tiempo evaluado cuyo promedio de proliferacion corresponde al 100%. Se
realizd el conteo celular usando el colorante azul de tripan, el cual atraviesa las membranas
celulares no selectivas de las células muertas, tifiendo su citoplasma de color azul, permitiendo asi
el conteo de las células vivas con membranas selectivas y citoplasmas no tefiidos (Strober, 2015).
Para obtener las suspensiones celulares se llevo a cabo un proceso de tripsinizacion, que facilito el
desprendimiento de las células, usando soluciéon de tripsina 0,025% - EDTA 0,03% en PBS pH 7,4;
durante 5 min, a 37 °C. Luego, a las células se les adicioné medio de cultivo suplementado con
suero al 5% para inactivar la tripsina, y se centrifugaron a 1500 rpm en una centrifuga refrigerada
Sorvall RC5C durante 5 min. Se eliminaron los sobrenadantes, los botones celulares se
suspendieron en medio de cultivo suplementado, y se homogeniz6 para obtener la suspension
celular de la cual se tomaron alicuotas para realizar los conteos celulares. El conteo celular se
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realizé en suspensiones tefiidas en relacion 1:1, bajo microscopio éptico, usando una camara de
Neubauer y calculando el nimero de células viables por mL multiplicando (nimero de células/ 0,1
mm?3)* (factor de conversion) * (factor de dilucién) = nimero de células * 10* * 2.

4.3.1.4. Evaluacion de la migracion celular (Scratch assay)

Se llevé a cabo el ensayo de “rasgufio” sobre monocapas celulares. Los queratinocitos epidérmicos
se cultivaron en placas de 12 pozos hasta alcanzar una confluencia del 95 — 100 % (Haas et al.,
1990; Liu et al, 2012). Las monocapas se lavaron con PBS y luego se realizé una herida de 0.5 cm
en la monocapa celular, a lo largo del diametro del pozo, usando una punta amarilla de micropipeta
y con ayuda de una plantilla con lineas de 0.5 cm que se colocé debajo de la placa (Fig. 4-7). Las
células desprendidas post herida se retiraron con PBS.

Una de las areas de la herida en
la monocapa celular

Concentracién (ug/mL)

’7 0.0 1.5 6.25 25 7 ]
Salees | ) .
A't\‘_ﬁ N A\ Pozos
3
Placa de 12 pozos; monocapa celular @@@@
adherida con confluencia celular 95-
100%; volumen de medio: 1 mL;. Cada concentracién de lectina por
triplicado (Pozos 1, 2, 3). / =
“rasguio”

Figura 4-7. Ensayo “cierre de rasguio”. Células HaCat cultivadas hasta confluencia del 95 — 100%.
Rasgufio sobre cada monocapa y captura de imagenes en los tiempos 0, 3, 6 y 9 h post rasgufio, en
presencia de las lectinas LDG-I, LDG-Il y LGL-Il, ensayadas a tres concentraciones por triplicado.. Imagenes
capturadas en aumento 10x bajo microscopio invertido Leica DM IL, con condensador S40/apertura 0.45,
deslizador S40-slider 11521253 B7 01 y adaptador de montaje de camara C-Mount 0.70x; usando el
programa LAS v4.5 aplicacion Leica LAS Core.

Luego, las células adheridas se incubaron en presencia de las lectinas LDG-I, LDG-II o LGL-II, en
tres concentraciones que no afectaron la viabilidad celular. Se capturaron imagenes en los tiempos
0, 3, 6 y 9 h post realizacion de rasgufio, comparando las tasas de migracion celular en presencia y
ausencia de las lectinas por determinacion del ancho del rasgufio. Se capturaron en promedio siete
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fotos a lo largo de cada rasgufio por tiempo de control, por concentracion de lectina y por triplicado,
y fueron analizadas con el programa Image J (Fig. 4.8).

LM Results
(Area _Hrnn |Min |Mu l
1 S67T 231456 141 255

M - Set Scale

Distance in pixels: 300
Known distance: 1

Pixel aspect ratio: 1.0

Unit of length: mm

Click to Remove Scale
—. Global

Scale\300 pixels/mm

Help Cancel OK

Figura 4.8. Andlisis de imagen de rasgufio de monocapa. El area del rasgufio se traz6 manualmente
como se muestra en la figura. El programa arroja el dato del area y de la altura. El ancho de la herida se
calculé dividiendo el dato de area sobre el dato de altura en cada caso. Promedio de fotos analizadas/lectina
= 7 fotos x 3 (triplicado) x 4 tiempos (0, 3, 6 y 9 h) x 4 concentraciones (incluida concentracién cero) = 336
fotos/lectina

4.3.1.5. Expresién enddgena del factor de crecimiento epidérmico

La acumulacion del factor del crecimiento epidérmico EGF en sobrenadantes celulares se evalud
luego de 24 horas de incubacion de células HaCat en presencia de las lectinas. Para la obtencion
de los sobrenadantes celulares se siguié6 una metodologia modificada de Timoshenko et al (2010).
Las células HaCat se cultivaron en placas de 12 pozos hasta alcanzar un 80-90% de confluencia, y
luego se incubaron en presencia de las lectinas (10 ug/mL) en medio de cultivo DMEM sin suero y
sin antibidticos, a 37°C y 5% de COg; durante 24 h, por ser ese tiempo de control en el que se
obtuvieron los mayores valores de absorbancia durante los ensayos de viabilidad celular. Los
sobrenadantes celulares se colectaron en alicuotas de 0,5 mL y se congelaron a -30°C hasta su
uso posterior. La determinacion cuantitativa del factor EGF en los sobrenadantes se llevo a cabo
por ensayo de ELISA de sandwich en fase sélida, usando un kit para el EGF humano y siguiendo
las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Cat. # KHG0061). Durante la primera incubacion de 2 h
a temperatura ambiente, el EGF presente en los sobrenadantes es capturado por un anticuerpo
inmovilizado en los pozos de la placa (Fig. 4-9). Luego de lavados consecutivos con buffer de
lavado, se adiciona a los pozos otro anticuerpo especifico, esta vez monoclonal biotinilado que se
une al EGF capturado durante la primera incubacién. Luego de la segunda incubacion de 1h con el
anticuerpo biotinilado y de los lavados para remover el exceso, se adiciona a los pozos
estreptavidina-peroxidasa. Esta enzima se une al anticuerpo biotinilado durante 30 min de
incubacién, completando el sandwich de cuatro miembros. Luego de los lavados para remover la
enzima no unida, se adiciona la solucion del sustrato tetrametil bencidina estabilizada con
cromoégeno, la cual se une a la enzima durante 25 min de incubacion. El liquido en los pozos se
torna de color azul. Posteriormente, se adiciona la solucion de parada a cada pozo, y el color azul
de la solucién cambia a color amarillo. La intensidad del producto coloreado es directamente
proporcional a la concentracion de EGF humano en la muestra. Se realiza la lectura de densidad
Optica a 450 nm usando como blanco de la lectura la absorbancia en los pozos que contienen solo
cromogéno estabilizado y solucion de parada; y se hallan las concentraciones de EGF en las
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muestras usando la ecuacién de la curva estandar de densidades Opticas de concentraciones
conocidas de EGF.

(R )‘( ""
I
L N v Al » ¢ » .

Anti EGF Incubacién con Adicion de Adicion de Adicion de
inmovilizado sobrenadantes anticuerpo monoclonal estreptavidina- solucion de
en los pozos celulares biotinilado para EGF HRP, y de parada (100 pL)

(100 L) (100 uL) tetrametil

bencidina (100 uL)
Figura 4-9. Ensayo ELISA para EGF humano. Imagen recuperada del manual Invitrogen, Cat. # KHG0061.

4.3.1.6. Expresion y activacion de quinasas en presencia de las lectinas

Las células se cultivaron en presencia de EGF solo (20 ng/mL), o EGF y lectina, durante 0, 5, 10,
30 y 60 min. Las lectinas se usaron a 3.12 uyg/mL, concentracion no citotdxica segun MTT y conteo
por azul de tripan. En el tiempo de control respectivo, se produjeron los lisados celulares usando 50
uL de buffer de lisis por cada 1 x 108 células (Pullar et al, 2006). Los lisados se transfirieron a tubos
de 1.5 mL, incubados sobre hielo durante 20 min, y luego se centrifugaron a 14000 g durante 10
min a 4°C. Los sobrenadantes se guardaron a -30°C. El buffer de lisis celular consistié en PBS con
IGEPAL CA-630 al 1% (detergente no idnico y no denaturante); ortovanadato de sodio Naz;VO, 1
mM (inihibidor de fosfatasas); acido etilendiaminotetraacético EDTA 1 mM (agente quelante);
leupeptina 10 pg/mL (inhibidor de cisteina- serina- y treonina- proteasas); fenilmetilsulfonil fluoruro
1 mM (PMSF, inhibidor de algunas serina proteasas) y coctel de inhibidores de proteasas acidas y
aminopeptidasas para uso en células y extractos de tejidos de origen mamifero 10 yL/mL (Sigma-
Aldrich, P8340, incluido justo antes de uso0). Se realizaron ensayos de inmunodetecciéon por WB,
luego de la transferencia de las bandas de los lisados celulares a membranas de nitrocelulosa, con
el fin de detectar quinasas involucradas en proliferacién o migracion; y a-tubulina como proteina
constitutiva. La transferencia se realiz6 usando buffer Towbin para proteinas menores a 100 kDa y
buffer Towbin + SDS 0.025% para proteinas mayores a 100 kDa (segun recomendacion en Guias
Biorad); durante 20 min a 25 V, 200 mA, 5W. Los anticuerpos se usaron a la dilucion inicial
recomendada por los proveedores (Tabla 4-1).
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Tabla 4-1. Anticuerpos usados en la inmunodeteccion de proteinas
de queratinocitos humanos HaCat

Anticuerpo

mAb EGFR

Ab ERK 1/2

mAb pTyr
Ab pSer/Thr

mAb
a- tubulina

Goat anti-
mouse IgG-
HRP

Goat anti-
rabbit IgG HRP

4.4. Resultados

Epitope

aa 129-160

N-terminal

extracelular
humano

2a101-172

cercadel N-
terminal
humano

fosfotirosina

fosfoserina

aa 149-448
a-tubulina
humana

cadenadelg

nr

Dilucién

recomendada

para WB

Inicial 1:100;
rango 1:100 -
1:1000.

Inicial 1:100;
rango 1:100 -
1:1000.

1:2000

1:1000

Inicial 1:200;
rango 1:100 -
1:1000

Inicial 1:2000;
rango 1:500 -
1:10000.

1:2000

Especie
detectada

ratdn, rata,
humano

ratdn, rata,
humano, ave

Rango amplio
de especies
Rango amplio
de especies

ratén, rata,
humano

ratéon

Rangoamplio
de especies

MW de .
. Cantidad
proteina en vial
detectada
1mL;
170 kDa 200 pg/mL
42 kDa 1mL;
44 kDa 200 pg/mL
/ 300 pug
(40 WB)
/ 100 pL
(10 WB)
50,14 kDa 200 pg/mL
/ 0.5 mL;
400 pg/mL
/ 2mL

en lisados

Marca/
Referencia

sc-365829; D8

$C-292838; H72

CellSignalling,
9411

CellSignalling,
9631

sc-5286; B7

sc-2005

Sigma-Aldrich
AP307P

4.4.1. Viabilidad y proliferacién de gueratinocitos epidérmicos humanos de la linea HaCat en
presencia de las lectinas

Después del descongelamiento, las células HaCat pasaron de una forma esferoidal no adherida
(Fig. 4-10a), a una forma expandida sobre el sustrato a las 7 h de cultivo (Fig. 4-10b y g). Pasadas
las 24 h, los queratinocitos estaban completamente adheridos, y mostrando prolongaciones
citoplasmicas (Fig. 4-10c y k). Se observo la formacién de pequefios grupos celulares (Fig. 4-10j)
con evolucion paulatina hacia monocapas, con una confluencia cercana al 100% a los cinco dias
de cultivo (Fig. 4-10d-f), fenotipo que representa el comportamiento normal de células adherentes
qgue forman monocapas celulares. Bajo aumento 40x se observaron células en etapas del ciclo
celular (Fig. 4-10h-i).
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Figura 4-10. Cultivo de queratinocitos epidérmicos humanos HaCat. a) Células recién descongeladas. b)
Células con 7 h de cultivo. c) Células a las 24h de cultivo, adheridas al sustrato y con prolongaciones
celulares. d y e) Formacion paulatina de monocapas aisladas de células poligonales. f) Formacion de una
sola monocapa, confluencia cercana al 100% en frasco a los 5 dias de cultivo. Acercamientos: g) Extensién
inicial pasiva de la célula sobre el sustrato (early spreading). h-i). Células en telofase. j) Grupo aislado de
células. k). Células con prolongaciones. Imagenes capturadas bajo microscopio invertido; a-f en aumento
20x; g-k en aumento 40x, y adicional 2x adicional con dispositivo celular.

Se evalué la viabilidad de células HaCat en presencia de tres lectinas de la tribu Diocleae (LDG-l y
LDG-II de D. grandiflora; y LGL-Il de Galactia lindenii), con diluciones consecutivas de lectina en el
rango de concentraciones 200 - 1,56 ug/mL, y en los tiempos de control de 12, 24, 48 y 72 h,
usando el método colorimétrico MTT. La escogencia del rango de concentraciones se tomo
teniendo en cuenta estudios de lectinas usadas en varias lineas celulares normales probadas con
MTT (Jaques et al, 2013; Ju et al, 2014; Liu et al, 2008; Sell et al, 2003; Singh et al, 2014; Wan et
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al, 2011). Las curvas dosis-respuesta obtenidas se muestran en la Fig. 4-11, y los datos de CI50 se
registraron en la Tabla 4-2.

Las tres lectinas vegetales mostraron efectos sobre la viabilidad de los queratinocitos, dependiendo
de la concentracion. Usando el método MTT se observd que a la concentracion mas baja utilizada
(1.56 pg/mL) de las tres lectinas, las células mostraron mayor actividad metabdlica a las 12y 24 h,
en relacion a las células control sin lectina (100%). Los porcentajes de viabilidad fueron de 131%;
183% y 175%, a las 12 h; y de 114%; 161% y 137% a las 24h, en presencia de LDG-I, LDG-Il y
LGL-Il, respectivamente. El efecto de la lectina LDG-I no fue significativo en las demas
concentraciones ni en los otros tiempos. LDG-I mostré disminucion en la viabilidad celular en el
rango de concentraciones 50-200 ug/mL a las 12 y 24h, y entre 25-200 ug/mL a las 48 y 72h. En
presencia de la lectina LDG-II, el aumento significativo del porcentaje de la viabilidad se observo
hasta la concentraciéon de 12.5 ug/mL a las 12h, hasta 6.25 yg/mL a las 24h y a 1.56 ug/mL a las
48h. Una disminucion en la viabilidad celular en presencia de LDG-Il se observé desde los 50
Mg/mL hasta las 48h, y desde los 25 ug/mL a las 72h. La lectina LGL-Il mostr6 aumento en la
viabilidad celular en las dosis bajas a las 12 y 24h. En general, LGL-Il mostré efectos citotoxicos
con concentraciones CI50 mas bajas, en los diferentes tiempos, en comparaciéon con las dos
lectinas de D. grandiflora. LGL-Il disminuy® la viabilidad de los queratinocitos desde los 25 ug/mL a
las 12h, desde los 12.5 ug/mL a las 24h, y desde los 6.25 ug/mL a las 48h y 72h (Fig. 4-11 y Tabla
4-2).
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% Supervivencia de queratinocitos epidérmicos HaCat % Supervivencia de queratinocitos epidérmicos HaCat o, gypervivencia de queratinocitos epidérmicos HaCat
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Figura 4-11. Concentracién CI50 de las lectinas sobre queratinocitos epidérmicos HaCat. Células
incubadas en presencia de lectina (1.56 - 200 pg/mL) por triplicado, durante 12, 24, 48 y 72h. Viabilidad
estimada por MTT. Células sin tratamiento = viabilidad del 100%. CI50: concentracion a la cual la
supervivencia celular es del 50%, calculada con el programa GraphPad v7, partiendo de graficas XY de
regresion no lineal correspondientes a curvas dosis-respuesta con pendiente variable. Los datos de CI50 son
los inversos de los logaritmos en base 10 de las concentraciones que dieron el 50% (Log CI50) de
supervivencia celular, a partir de los datos obtenidos conocidos y de los datos interpolados en la curva, para
cada lectina. LDG-1 y LDG-II: lectinas de D. grandiflora, LGL-II: lectina de G. lindenii.

Tiempo Lectina (ug/mL)
LDG-I LDG-II LGL-II
12 h =200 > 200 95.49
24h 165.96 ~ 200 33.88
48h 44.67 74.13 11.75
72h 61.66 > 200 9.12

LDG-I y LDG-II: lectinas de D. grandiflora, LGL-II: lectina de G. lindenii. CI50: concentracion de lectina en la
gue se observa el 50% de viabilidad celular, hallada usando GraphPad v7.
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Para realizar el ensayo del conteo celular se escogio la concentracion de 1.5 pyg/mL (Fig. 4-12),
teniendo en cuenta que a ésta concentracion la presencia de ninguna de las tres lectinas vegetales
disminuy6 significativamente la viabilidad, y ademas la actividad metabdlica se vi6 aumentada en
relacién a las células cultivadas en ausencia de lectina. En éste ensayo de conteo celular también
se us6 galectina-3 humana recombinante (LGALS3r), la cual ha mostrado estimulacion de la
proliferacién celular cuando se usa de manera exdgena en células normales desde 1 pg/mL, a
través de los métodos de conteo celular e incorporacion de nucleésidos, asi como no afecta la
viabilidad segun ensayos de MTT (Inohara et al, 1998; Wan et al, 2011). En la Tabla 4-3 se
observan los porcentajes de viabilidad/proliferacién celular obtenidos con los ensayos MTT vy el
conteo con azul de tripan, respectivamente. Los resultados de ambas metodologias muestran que
las lectinas vegetales tipo Il (LDG-II y LGL-Il) no disminuyen la viabilidad celular y ademas poseen
un efecto proliferativo mayor que aquel observado para la lectina de tipo | (LDG-I), a una
concentracion de 1.5 yg/mL. El conteo de células que habian sido cultivadas en presencia de
LGALS3r mostr6 que ésta lectina, al igual que las lectinas LDG-Il y LGL-Il, promueve la
proliferacion de las queratinocitos epidérmicos humanos HaCat a 1.5 ug/mL, en concordancia con
la informacién encontrada en literatura sobre los efectos de dicha galectina en queratinocitos de
mamiferos, como se mencion6 anteriormente.

240+
220+
200-
180
160
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120+
100+
80—
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40+
20+
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DGl

| GL-lI
LGALS3r

Proliferacion relativa

48
Tiempo (h)

Figura 4-12. Proliferacion relativa de queratinocitos HaCat en presencia de lectinas a 1.5 pg/mL.
Células sembradas en placas de 12 pozos (5x10* queratinocitos/pozo), en presencia de lectinas durante 24,
48 y 72 h, por triplicado. Luego de tripsinizacion, se realizé el conteo de células viables que excluyen el
colorante azul de tripan. Las placas de cada tiempo evaluado tenian 12 pozos de células sin tratamiento
(control), cuyo promedio de proliferacion se tomo como el 100%. Se hallaron los porcentajes de proliferacion
relativa al control sin lectina (100%) en cada tiempo. Los datos representan la media + D.E. LDG-1 y LDG-II,
lectinas de D.grandiflora; LGL-II: lectina de G. lindenii, LGALS3r: galectina-3 humana recombinante.
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Tabla 4-3. Supervivencia celular por los métodos MTT y azul de tripan con lectinas a 1.5 pg/mL

% Supervivencia celular en
Lectina| Tiempo | _Presenciade lectinaa 1.5 ug/mL

MTT Azul tripan

24h 114 +13 158 + 26

LDG-I 48h 110+ 14 134+ 16
72h 96+ 9 101+9

24h 161+21 200 £ 26
LDG-II 48h 121+ 15 196+ 6
72h 107+ 12 152 + 10

24h 137+11 198 + 15
LGL-lI 48h 126 + 22 199+ 4
72h 1117 1615

| 24n nd 215+ 13

LGALS3r 48h nd 205+ 25
| 72h nd 167+ 4

LDG-l y LDG-II, lectinas de D.grandiflora; LGL-II: lectina de G. lindenii, LGALS3r: galectina-3 humana
recombinante; nd: no determinado. Datos promedio (media = D.E).

4.3.3. Migracion celular en presencia de lectinas

Se seleccionaron tres concentraciones de cada lectina, con las cuales no se vié disminucion
significativa de la viabilidad celular a las 12 h, segun los resultados obtenidos por MTT. Las tres
concentraciones usadas para las dos lectinas de D.grandiflora fueron 1,56 pg/mL; 6,25 ug/mL y 25
Mg/mL, lo anterior teniendo en cuenta que a estas mismas concentraciones la galectina-3 exdgena
ha mostrando efectos sobre la migracién de queratinocitos humanos y murinos (Kariya et al, 2010;
Liu et al, 2012; Saravan et al, 2009). Por otro lado, debido a que la lectina LGL-Il afectd
significativamente la viabilidad celular a las 12h a partir de 25 pg/mL, las concentraciones
seleccionadas para esta lectina fueron 1,56 pg/mL; 3,12 pyg/mL y 6,25 pg/mL.

La presencia de la lectina LDG-I inhibi6 la migracién celular de los queratinocitos en todo el rango
de concentraciones y tiempo observados; mientras que, las lectinas tipo I, i.e., LDG-Il y LGL-II,
promovieron el cierre de la herida en la monocapa de queratinocitos HaCat a las 9h, a
concentraciones de 6,25 pg/mL y 25 pg/mL; y 3,12 pg/mL y 6,25 pg/mL, respectivamente. La
promocién de la migracién de LDG-II fue proporcional a su concentracion, mientras que para LGL-II
se encontré que a 3,12 ug/mL el cierre de la herida fue mayor que aquel a 6,25 yg/mL; y que a la
concentracion de 1,56 yg/mL LGL-1I inhibio la migracion celular (Figs. 4-13 y 4-14).
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Figura 4-13. Efecto de las lectinas sobre la migraciéon de queratinocitos epidérmicos humanos HacCat.
Células HaCat cultivadas en placas de 12 pozos hasta confluencia del 95 — 100 %. Luego, se realizd un
rasgufio de 0.5 cm sobre cada monocapa y las células se cultivaron en presencia de las lectinas. Imagenes
capturadas en aumento 10x bajo microscopio invertido Leica DM IL, con condensador S40/apertura 0.45,
deslizador S40-slider 11521253 B7 01 y adaptador de montaje de camara C-Mount 0.70x; usando el
programa LAS v4.5 aplicacion Leica LAS Core.
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Figura 4-14. Porcentaje de ancho del rasgufio en los tiempos 0, 3, 6 y 9 h post rasgufio, en presencia de
las lectinas LDG-I, LDG-Il y LGL-Il, a las concentraciones indicadas (Oh: ancho 100%), por triplicado,
calculado a partir de la division del area sobre el altura usando el programa Image J como se describe en la
metodologia. Prueba t-student pareada con 95% de confianza. *Diferencia estadisticamente significativa en el
efecto de cierre de herida con relacién a control 0 pg/mL, p<0.05.
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Con el fin de observar si el efecto migratorio de las lectinas LDG-Il y LGL-Il esta mediado por su
interaccion con carbohidratos, se realizaron ensayos de migracion en presencia de las lectinas
preincubadas con lactosa (Lac) dado que se han observado inhibicion de efectos de LDG-Il y LGL-
Il en presencia de dicho disacarido (Almanza et al, 2004; Melgarejo et al, 2005). Antes de incubar
los cultivos celulares en presencia de las lectinas LDG-Il y LGL-Il (6.25 ug/mL), éstas fueron
incubadas durante 30 min en PBS-Lac 50 mM, a 37°C. La presencia del disacarido inhibié en gran
medida el efecto de ambas lectinas vegetales sobre la migracion de los queratinocitos (Fig. 4-15).
También se observaron lamelipodia y filopodia en células de los bordes de las monocapas
celulares cuando se cultivaron en presencia de estas dos lectinas tipo Il de la Tribu Diocleae de la
familia de leguminosas (Fig. 4-16).

LDG-II
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Figura 4-15. Migracién de queratinocitos en presencia de las lectinas LDG-Il y LGL-Il preincubadas o
no con lactosa. Arriba: Antes de incubar los cultivos celulares en presencia de las lectinas LDG-1l y LGL-I
(6.25 pg/mL), éstas fueron incubadas 30 min en PBS-Lac 50 mM, a 37°C. Abajo: Porcentaje de ancho del
rasgufio en presencia de lectinas preincubadas con o sin Lac (0 h: ancho 100%).
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Figura 4-16. Protuberancias en la membrana celular de queratinocitos HaCat cultivados en presencia
de las lectinas LDG-Il y LGL-II. Imagenes 40x de borde de monocapa celular. a.) LDG-Il (6.25 pug/mL) y b.)
LGL-1I (3.12 pyg/mL). Corchete: lamelipodia; flechas: filopodia.

4.3.4. Secrecion endogena del factor EGF en presencia de las lectinas

Dado que en cultivos de queratinocitos HaCat en presencia de las lectinas vegetales y de la
galectina LGALS3r humana, se vieron efectos sobre la proliferaciéon; y que el factor de crecimiento
epidérmico EGF ha mostrado tener efecto en la proliferacion en células HaCat (Hoesl et al, 2018), y
en la modulacion de la migracion celular (Boscher & Nabi, 2013; Shi & Wang, 2018); mediante
ensayo de ELISA se evaluo si la produccion del factor EGF podria ser estimulada por la presencia
exogena de alguna(s) de esas lectinas. En primer lugar se hallaron las concentraciones de proteina
soluble verificAndose que no existd diferencia significativa en la cantidad de proteina total en los
sobrenadantes de células tratadas con diferentes lectinas. Luego de realizar la lectura de
absorbancia, se hallaron las concentraciones de EGF en las muestras usando la ecuacion de la
curva estandar (Anexo IX), realizada con las densidades 6pticas de un rango de concentraciones (0
— 250 pg/mL) del EGF humano recombinante. La produccion del EGF por células HaCat tratadas o
no tratadas con lectinas se mantuvo dentro de un rango de concentraciones de 1.7 — 5.3 pg/mL,
dependiendo de la condicion. Luego de 24 h, los queratinocitos incubados en presencia de la LGL-
Il produjeron alrededor de 2.2 veces de EGF con respecto a los cultivos de células HaCat sin
lectina, mientras que la presencia de LDG-I, LDG-II o0 de LGALS3r humana, no produjo un aumento
significativo en la concentracion del EGF (Tabla 4-4).
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Tabla 4-4. Factor de crecimiento epidérmico (EGF) en
sobrenadantes de queratinocitos HaCat

Proteina total en EGF en
Lectina sobrenadantes sobrenadantes
(mg/mL + D.E) (pg/mL £ D.E)
Sin lectina 1,602 + 0,490 2,01 £0,241
LDG-I 1,577 £ 0,481 2,19 £ 0,904
LDG-II 1,609 + 0,356 2,25+ 0,248
LGL-II 1,492 + 0,344 4,42 + 0,863 ***
LGALS3r 1,418 + 0,143 2,43+ 0,868

*** Diferencia significativa en comparacion a sobrenadantes celulares incubados sin lectina, p<0.05.

4.3.5. Expresion o activacién de quinasas en presencia de las lectinas

La activacion de quinasas especificas por fosforilacion juega un papel importante en los procesos
de sefializacion (Figs. 4-3 y 4-4). En el presente trabajo se observo que las lectinas vegetales LDG-
Il y LGL-Il promovieron los procesos de migracion y proliferacién celular, mientras que LDG-I solo
fue proliferativa a la menor concentracién usada (1.5 pyg/mL) e inhibié la migracién en todas las
condiciones probadas (Figs. 4-11 a 4-14). La ocurrencia de ambos procesos en queratinocitos es
necesaria en la reepitelizacion de heridas (Friedrichs et al., 2008; Kariya et al., 2010; Liu et al.,
2012; Saravanan et al., 2009), por ello, los ensayos de expresion o activacién de quinasas se
realizaron en presencia de las dos lectinas tipo Il de la tribu Diocleae; y de la LGALS3 humana
como control positivo, segun la literatura consultada.

En los ensayos de inmunodeteccion, usando el anticuerpo monoclonal contra el receptor EGFR
humano; en los lisados celulares en los tiempos evaluados entre 0 — 60 min, se observé la
expresion de una banda que se corresponde con el peso esperado para el receptor (170 kDa) en
presencia de las tres lectinas probadas; este anticuerpo ademas interactué con bandas alrededor
de los 55 kDa (Fig. 4-17A). Dichas bandas menores observadas podrian deberse a protedlisis del
receptor; aunque hasta ahora se ha encontrado en la revision bibliogréfica que en cultivos
celulares, el EGFR puede sufrir escision proteolitica en su dominio extracelular generandose dos
fragmentos truncados de 135 y 110 kDa (Chen M, et al; 2008).

La incubacion con el anticuerpo monoclonal contra tirosina fosforilada (mAb p-Y-100) permitid
observar la banda correspondiente al receptor fosforilado (pEGFR) (Fig. 4-17B); y la expresion del
PEGFR mostré un maximo a los 30 min con LGALS3, a los 5 min con LDG-Il y a los 10 min con
LGL-Il (Tabla 4-5). Usando el mAb p-Y-100 también se observaron bandas alrededor de 55 kDa,
aunque mas tenues que las del mismo peso molecular detectadas con el mAb EGFR. El proveedor
del mAb p-Y-100 (Cell Signaling # 9411) indica que este anticuerpo puede unirse a fosfotirosina de
una manera independiente de las secuencias de aminoacidos circundantes. El receptor EGFR
humano puede fosforilarse en las tirosinas Y998, Y1016, Y1069, Y1092, Y1110, Y1172 y Y1197
(Uniprot P00533). En el folleto se indican otras proteinas con las que también podria interactuar el
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mADb p-Y100; entre ellas esta la serina/treonina proteina quinasa AKT (56 kDa), la cual puede sufrir
fosforilacion activadora en los residuos Y176 y Y474 (Uniprot KB - P31749 - AKT1_HUMAN). En el
futuro se deben realizar ensayos de inmunodeteccion usando anticuerpo especifico contra AKT
para verificar su expresién/activacion en presencia de las lectinas.

LGALS3 LDG-lI LGLI

MW 0 5 5

180
130

95

72

55

43

34

180
130

95
72

55

43

u iy e S -
Figura 4-17. Inmunodeteccién con anticuerpos contra EGFR total y contra tirosina fosforilada (p-Tyr).
Lisados celulares (15 pg/pozo) obtenidos luego de 0, 5, 10, 30 o 60 min de incubacion con las lectinas fueron
transferidos a membranas de nitrocelulosa e incubados con anticuerpo contra EGFR total (A) y contra p-Tyr
(B). MW: patrones de pesos moleculares.
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Tabla 4-5. Densitometria para EGFR fosforilado y EGFR total

. Tiempo % area % area
Lectina (min) PEGFR EGER total pEGFR/EGFR total
5 20,360 16,858 1,119
10 20,213 18,199 1,111
LGALS3
30 30,197 20,389 1,721
60 17,800 17,548 1,014
5 24,917 17,633 1,413
10 13,620 22,433 0,607
LDG-II
30 21,378 22,883 0,934
60 18,379 16,960 1,084
5 13,656 34,806 0,392
10 37,531 11,163 3,362
LGL-II
30 22,682 12,370 1,834
60 26,132 17,180 1,521

Los porcentajes de area de las bandas correspondientes al receptor total y al receptor fosforilado, en cada
uno de los tiempos evaluados, se hallaron usando el programa Image J. LGALS3: galectina-3 humana; LDG-
II: lectina tipo Il de D. grandiflora; LGL-II: lecina tipo Il de G. lindenii; EGFR: receptor del factor del crecimiento
epidérmico; pEGFR: receptor EGFR fosforilado

Por otro lado, con el anticuerpo contra serina/treonina fosforilada (p-Ser/Thr; Cell Signaling # 9631)
en extractos cultivados en presencia de LGALS3 y LDG-Il se observan bandas en el area de los
marcadores de peso entre 55 y 95 kDa, mientras que en presencia de LGL-Il no se observaron
bandas (Fig. 4-18A). Este anticuerpo policlonal detecta p-Ser o p-Thr en el contexto de Tyr, Trp o
Phe en la posicion -1 o Phe en la posicién +1, y no tiene reaccion cruzada con las formas no
fosforiladas en estos motivos. Segun el proveedor, en el listado de proteinas con las que podria
interactuar este anticuerpo, aquellas que tienen los pesos dentro de dicha &rea son las quinasas
PKCBII (77 kDa), p90RSK (83 kDa) y MSK1 (90 kDa), sin embargo, se deben realizar futuros
ensayos de inmunodeteccidn con anticuerpos especificos para estas quinasas con el fin de verificar
su expresién/activacion en presencia de las lectinas. Por otro lado, no se observaron bandas en los
extractos cultivados en presencia de ninguna de las tres lectinas usando el anticuerpo contra ERK.

Se observo expresion de a-tubulina en todos los tiempos de control en las membranas con las tres
lectinas usando un mAb contra esta proteina constitutiva (Fig. 4-18B).
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Figura 4-18. Inmunodeteccién con anticuerpos contra serina/treonina fosforilada (p-Ser/Thr) y a-
tubulina. Lisados celulares (15 ug/pozo) obtenidos luego de 0, 5, 10, 30 o 60 min de incubacion con las
lectinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa e incubaron con anticuerpo contra p- Ser/Thr (A) y
contra a-tubulina (B). A los lados de las imdgenes se muestran los pesos moleculares de los patrones (MW)
entre 25 — 180 kDa.

4.4. Discusion de resultados de los efectos de las lectinas LDG-1 y LDG-II de D.
grandiflora, y LGL-Il de G. lindenii sobre los procesos de migracion y proliferacién
de queratinocitos epidérmicos

4.4.1. Generalidades

En el presente capitulo se evaluaron los efectos de tres lectinas de la Tribu Diocleae de la Familia
Fabaceae sobre los procesos de proliferacion y migracién celular en queratinocitos epidérmicos
humanos de la linea no tumorogénica HaCat. Las lectinas LDG-Il y LGL-II, con especificidad por
ciertos galactésidos, mostraron efectos tanto proliferativo como migratorio en los queratinocitos (1.5
— 25 pg/mL, dependiendo del proceso y de la lectina); mientras que, la lectina LDG-I con
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especificidad por mandsidos, mostro efecto proliferativo solo a la menor concentracion probada (1.5
Mg/mL) e inhibid la migracion de células HaCat en todas las condiciones ensayadas. Segun la
literatura revisada, esta es la primera vez que se observan efectos sobre la proliferacion y
migracién sobre queratinocitos epidémicos humanos debido a la presencia de lectinas de la tribu
Diocleae. En dicho rango de concentraciones, se han observado efectos proliferativo y migratorio
en queratinocitos humanos y murinos debidos a la presencia de galectina mamifera LGALS3
exdgena (Friedrichs et al., 2008; Kariya et al., 2010; Liu et al., 2012; Saravan et al., 2009).

En los lisados de los queratinocitos cultivados en presencia de LDG-II, LGL-lIl y rLGALS3 se
observé la inmunodeteccion del EGFR a nivel basal y también fosforilado (Fig. 4-17), y segun la
revision bibliogréfica, la expresion de este receptor puede ser modulada por LGALS3 (Liu et al.,
2012; Kariya et al., 2010; Saravan et al., 2009; Friedrichs et al., 2008). Por otro lado, la quinasa
regulada por sefiales extracelulares ERK fosforilada o no fosforilada no se detect6 en los lisados
celulares; lo cual podria indicar la necesidad de usar lisados con mayor concentracion de proteina
gue permita la inmunodeteccion o el uso de otro anticuerpo, ya que usualmente esta quinasa se
expresa en cantidad detectable en cultivos celulares. Cabe anotar que Patruno et al, 2015
reportaron que la expresion de pERK no esta modulada en el tiempo en la linea de queratinocitos
HaCat, y que por otro lado, se ha observado que los queratinocitos experimentan apoptosis en una
variedad de condiciones tanto fisiol6gicas como patoldgicas, algunas veces asociada a niveles
altos de activacion de ERK. Cuando esos niveles de ERK son muy altos, la LGALS3 puede inducir
la activacion de la via PI3K-AKT, actuando, asi como una lectina anti-apoptética en queratinocitos
epidérmicos normales (Fig. 4-4; Saegusa et al, 2008), este efecto eventualmente también podria
ser inducido por lectinas vegetales con especificidad por galactosidos.

4.4.2. Proliferacion y migracion celular —relacion con la especificidad de las lectinas

La glicosilacion es una de las modificaciones transcripcionales mas comunes (cerca del 50% de las
proteinas conocidas estan glicosiladas), y produce un repertorio diverso de glicanos colectivamente
conocido como glicoma, el cual regula el plegamiento, la estabilidad, la solubilidad y la expresion
funcional de las proteinas. La diversidad de los glicanos refleja sus funciones mdltiples implicadas
en la conformacion y funcion de las proteinas por influencia estérica que involucra interacciones
inter- e intramoleculares (Marth & Grewal, 2008). Gran parte del repertorio de glicanos representa
ligandos potenciales para las lectinas. La union lectina-ligando es uno de los mecanismos de
reconocimiento molecular que los organismos usan para identificar y decodificar la informacién
biol6gica presente en su propio glicoma celular asi como en el glicoma de otros organismos; y
dicho reconocimiento depende de la forma de presentacion del glicotope y de la especificidad de la
lectina (Capitulo 3). La conformacion de moléculas de membrana asi como sus interacciones con
lectinas influyen en procesos como la activaciéon y el recambio de receptores de membrana, y de
moléculas de adhesion, eventos que modulan el crecimiento, la adhesién y la migracion celular
(Takahashi et al, 2009).

Cada tipo celular expresa un glicofenotipo particular (Defaus et al, 2014). En queratinocitos
epidérmicos, la galectina LGALSS3, con especificidad por B-galactésidos, juega un papel primordial
debido a sus multiples interacciones con glicoconjugados de membrana y de matriz extracelular,
promoviendo la migracion y la proliferacion celular (seccién 4.2.). Por otro lado, la actividad
diferencial de glicosiltransferasas produce glicoconjugados con distintos glicotopes, para algunos
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de los cuales se han encontrado funciones especificas, por lo que la interaccion de distintas
lectinas con dichos glicotopes podria conllevar a diferentes respuestas celulares. Los resultados
obtenidos en el presente trabajo representan una primera aproximacion a la elucidacion de los
mecanismos moleculares por los cuales lectinas vegetales, con determinada especificidad de
ligando, pueden modular dichos procesos en queratinocitos, potencializando o disminuyendo el
efecto de LGALS3; y aportan a la bausqueda de moléculas activas con potencial cicatrizante de
lesiones cutaneas.

4.4.2.1. Proliferacion celular

Lectina LDG-I

El receptor EGFR juega un papel importante en el control del crecimiento de las células
epidérmicas (Kariya et al, 2010); luego de su estimulacién por factores de crecimiento, puede
autofosforilarse, activarse y promover cascadas intracelulares de transduccion de sefiales que
culminan en la activacion de factores de transcripcion que regulan la expresién de varios genes; lo
anterior ocurre a través de vias de sefializacion que incluyen la via MAPK o la via de la AKT,
influyendo asi respuestas biolégicas de proliferacion, adhesién, migracién y supervivencia celular, o
supresion de apoptosis (Blumenberg, 2013; Dawson et al, 2005; Herbst, 2004; Marmor et al, 2004;
Stoll et al, 2001; Figs 4-3 y 4-4). En células normales se ha estimado entre 0.4 x 10° — 1 x 10°
receptores EGFR por célula (Wee & Wang, 2017). El EGFR, presente en la membrana de los
gueratinocitos epidérmicos, es una de las proteinas cuya actividad podria ser modulada por lectinas
exogenas de origen vegetal.

El EGFR cuenta con un dominio de unién a ligando extracelular (~ 620 aminoacidos), una region
gue se extiende dentro de la membrana, y una region citoplasmica intracelular (~ 550 aminoacidos)
gue contiene el dominio de tirosina quinasa. El EGFR, de 170 kDa, es altamente glicosilado (Fig. 4-
19); a lo largo de la regién extracelular se reportan 11 secuencias concenso tipicas (N-X-S/T) y 4
atipicas (N-X-C) para N-glicosilacién; los N-glicanos tienen una masa molecular aproximada de 40
kDa y entre ellos hay oligomandsidos y glicanos complejos di-, tri- 0 tetraantenarios que pueden
presentar sialilacion o fucosilacion (Fig. 4-20); mientras que la O-glicosilacion del receptor se ha
observado en condiciones patologicas (Hanash et al, 2008; Zen et al, 2003).

Varios estudios demuestran la participacion de N-glicanos en la estabilidad conformacional y en la
regulacion de la funcion del EGFR. La expresion y activacion del receptor en la superficie celular
es proporcional al numero y grado de ramificacion de los N-glicanos (Lau et al., 2007). La N-
glicosilacion induce cambios conformacionales necesarios para la dimerizacion del EGFR con la
subsecuente activacion por unién al ligando (Taylor et al, 2017; Yoon et al, 2006). Los glicanos en
Asn420 y Asn579 previenen la dimerizacion del EGFR independientemente del ligando (Whitson et
al, 2005). Glicotopes representados por ciertos tipos de fucosilacion y sialilacion del EGFR juegan
un papel en la regulacién del receptor (Liu YC et al, 2011; Matsumoto et al, 2008; Wang et al, 2006;
Yen et al 2015).
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Figura 4-19. llustracion estructural del receptor EGFR. Verde: N-glicanos del tipo
oligomandsidos, naranja: N-glicanos del tipo complejo, rojo: N-glicanos complejos con
acido sidlico terminal. Lupa: polimorfismo de nucleétido simple. Recuperado de Braig et
al, 2017.
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Figura 4-20. Glicoformas en el receptor EGFR. A. Dominio extracelular del EGFR conformado por 629
aminoacidos. Las cajas verdes indican los sitios de N-glicosilacion conocida. B. Estructura de N-glicanos que
se han determinado para el EGFR luego de ser sujeto a espectrometria de masas. Los corchetes indican que
un residuo de &cido sialico terminal puede estar presente en alguna de las posiciones indicadas. La
nomenclatura simbdlica de glicanos es la acordada por el Consortium for Functional Glycomics y aceptada
por IUPAC; circulos: hexosas; cuadrados: N-acetilhexosaminas; circulo amarillo: galactosa; circulo verde:
manosa; cuadrado azul: N-acetilglucosamina; triangulo rojo: fucosa; diamante: acido sialico. Recuperado de
Hanash et al, 2008.

La presencia de la lectina LDG-I, con especificidad por mandsidos (con manosa expuesta o
encriptada, excepto cuando el azlcar terminal fue galactosa a/f), mostré efecto proliferativo en los
queratinocitos epidémicos humanos HaCat solo a la menor concentracion evaluada (1.5 yg/mL; 24
h); mientras que disminuyd la proliferacion celular desde los 25 pg/mL. La lectina LDG-I interactu6
con 8 de las 11 de N-glicoformas ensayadas en el presente trabajo (Capitulo 3), incluyendo algunas
qgue se han reportado como supresoras 0 activadoras de la actividad del EGFR (ver mas adelante
en el texto), ademas de mostrar alta afinidad por oligomandsidos (Gupta el al, 1996) que también
estan presentes en el EGFR (Hanash et al, 2008). La interaccion de LDG-I con mandsidos es
proporcional al nimero de residuos de manosa (Tabla 1-4) y en el EGFR se han identificado N-
glicanos del tipo oligomandésido portando 6 - 8 residuos de manosa (Fig. 4-21).



121

Man(al-6)

>.\1an(u|—6)
2 x Man(al-2) Man(1-3)

Man(B1-4)GlcNAc(B1-4)GleNAc
Man(ol-3)=— Man((xl-_])/

Figura 4-21. N-glicano oligomandésido en la estructura del receptor EGFR. Férmulas estructurales de los
glicanos propuestas por el Consortium for Functional Glycomics y aceptadas por IUPAC. Glicano en Asn337
Man: manosa; N-acetilglucosamina. a y : configuraciones de los enlaces glicosidicos. Recuperado de Zen et
al, 2003.

La delecién del gen de la a1,6-fucosiltranferasa (FUT8), enzima que cataliza la transferencia de un
grupo fucosa al residuo N-acetilglicosamina mas interno (adyacente a la asparragina) en los N-
glicanos via un enlace a1,6, en mamiferos (Anexo XVI), atenua la unién del EGF, la fosforilacion
del EGFR (Liu YC et al, 2011; Wang et al, 2006) y el crecimiento celular mediado por el EGF
(Matsumoto et al, 2008); indicando que la presencia del nucleo a1,6-Fuc (Figs. 4-22 y 4-24) es
necesaria para la adecuada conformacioén del receptor promoviendo su habilidad de unién al
ligando y ejerciendo un efecto estimulante sobre la sefializacién intracelular del EGFR. De las tres
lectinas vegetales ensayadas en el presente trabajo, LDG-I fue la Unica que interactué con N-
glicoformas que presentan el nucleo a1,6-Fuc (Capitulo 3).

Fuc(a1-6)

Gal(p1-4)GleNAc(B1-2)Man{c | -6)
MeuAc]a2-3) > Man{[}1 -4)GleNAcP1-4)GlcNAc
Gal{f1-4)GleNAc(B1-2)Man(o]-3)

Gal(B1-9GleNAc(B1-6)

>Mant{ﬂ.l -6)
Gal(P1-4)GleNAc(B 1-2)
2 x NeuAo{o2-3) Man(j1-4)GleN Ac{B1-4)GlcNAc

Gal(f!-4GleNAc(p1-2)
>Mm1[f:| -3)

Gal(p1-4)GleNAc(p 1-6)

Fucicel-&)

Figura 4-22. N-glicanos del receptor EGFR que presentan nucleo a1,6-fucosa. Las férmulas
estructurales de los glicanos son las propuestas por el Consortium for Functional Glycomics y aceptadas por
IUPAC. Glicanos que se pueden presentar en Asn389 y Asn504. El lado izquierdo del panel es la parte
expuesta de los glicanos, mientras que la GIcNAc mas a la derecha es el residuo de carbohidrato reductor del
aminoacido asparagina en el receptor. Man: manosa; Fuc: fucosa; GIcNAc: N-acetilglucosamina; Gal:
galactosa; NeuAc: acido sialico. a y B: configuraciones de los enlaces glicosidicos. Recuperado de Zen et al,
2003.
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Se ha observado inhibicion de LDG-lI con el monosacarido acido N-acetilneuraminico y con
glicoformas que contienen dicho azucar en el extremo terminal, pero la interaccion dependio del
tipo de enlace con el azdcar subterminal. Los resultados del dotblot mostraron que LDG-I reconoce
glicoformas con acido sialico terminal (Neu5Ac) en enlace a2,3 pero no en enlace a2,6 (Capitulo 3),
y en concordancia con los resultados del presente trabajo, datos previos indicaron que no se
present6 inhibiciébn de la actividad eritroaglutinante de LDG-I en presencia de la glicoproteina
apotransferrina (Ramos et al, 1996), la cual muestra N-glicanos biantenarios complejos con acido
sialico terminal en enlace 02,6 con galactosa subterminal (Satomi et al, 2004). De los 10 N-glicanos
mejor caracterizados en el EGFR, siete de ellos pueden mostrar sialilacion en enlace a2,3 (Figs. 4-
20 y 4-23). La sialilacion del EGFR suprime su dimerizacion y su autofosforilacion (Yen et al, 2015).
Sanders et al, 2013 propusieron que la carga negativa de los residuos de acido sidlico podrian
tener un efecto negativo en la interaccion electrostéatica entre el EGF y el EGFR. Por otro lado, la
actividad sialidasa NEU1 que escinde el &cido sialico en enlace a2,3; promueve la actividad del
EGFR (Lillehoj et al, 2012).

Gal(p 1-4)GleNAc(B1-2Mand{ e 1-6)
MeuAc{n2-3) >Marﬂ1i—d]ﬁ!uHHL‘{ﬁl-4}Ell:Hﬁc
Cialip1-4)GleNAc(P1-2)Man{cl-3)

Fuc(a1-6)

Gal(p1-4)GleNAc(P1-2)Man(c | -6)
MNeuAc{a2-3) > Mand[}1-4)GleNAc(P1-4)1GIcNAC
Gal{i1-4)GleNAc(p1-2)Man(a1-3)

Gal(f1-DGleNAc(B1-6)

Man(cel -6) Fuci{ctl-6)
Gal(B1-4)GleNAc(p1-2)
2 x NeuAc(o2-3) Man( 1 -91GleN AP 1 -Gl NAc

Gal(B1-4)GleNAc(B1-2)
>Mn|1[f:| -3)

Gal(1-3)GleNAc(f1-6)

Figura 4-23. N-glicanos del receptor EGFR que presentan sialilacion a2,3. Férmulas estructurales de los
glicanos propuestas por el Consortium for Functional Glycomics y aceptadas por IUPAC. Glicanos que se
pueden presentar en Asn420, Asn32 y Asn504. El lado izquierdo del panel es la parte expuesta de los
glicanos, mientras que la GIcNAc mas a la derecha es el residuo de carbohidrato reductor del aminoacido
asparagina en la N-glicoproteina receptora. Man: manosa; Fuc: fucosa; GIcNAc: N-acetilglucosamina; Gal:
galactosa; NeuAc: acido sialico. a y : configuraciones de los enlaces glicosidicos. Recuperado de Zen et al,
2003.

LDG-I también puede interactuar con N/O-glicoformas que muestran GIcNAcB1 terminal (Dam et
al, 1998, 2000; Gupta et al, 1996; Rozwarski et al, 1998; presente trabajo), mientras que la
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interaccion de las lectinas tipo Il con dichas glicoformas fue muy débil o nula (Capitulo 3). En este
caso, el residuo de manosa en el trimandsido, y los diferentes tipos de enlace con el que las N-
acetilglucosaminiltransferasas (GnT) unen el residuo de GIcNAc, pueden tener efectos contrarios
sobre el EGFR. Por ejemplo, la presencia de N-glicanos poco ramificados, modificados por la GnT-
[l con un GIcNAc terminal en enlace p1,4 al residuo de manosa localizado en la base del nucleo
trimanosil, para producir el glicotope GIcNAc biseccionada en el EGFR (Fig. 4-24), promueven que
el receptor se localice en microdominios de caveolina-1 donde la sefializacion corriente abajo es
inhibida; mientras que la ramificacion en enlace 1,6 con un residuo de manosa externo (Fig. 4-25),
catalizada por la GTn-V, regula de manera positiva al receptor (Ferreira et al, 2018).

Nucleo

al,6-Fuc
Gni-Vv

!
v R Futs
GnT-il il
GnT-ll %\ﬁh
GnT-1X
GNnT-IV N Giovac
biseccionada

GnT-i

Figura 4-24. Estructura de las ramificaciones producidas por la actividad de glicosiltransferasas en N-
glicanos. GnT: N-acetilglucosaminiltransferasas que catalizan la transferencia de un residuo de GIcNAc
sobre uno de los residuos de manosa del nicleo trimandsido de las glicoproteinas, para producir N-
oligosacaridos ramificados. La GnT-lll cataliza la introduction de GIcNAc en enlace B1,4 al residuo de
manosa localizado en la base del nacleo trimanosil para producir el glicotope GIcNAc biseccionada, el cual
impide el alargamiento de los N-glicanos por obstaculizar la acciébn de varias glicosiltransferasas. La
fucosiltransferasa 8 (Fut8) cataliza la adicién de fucosa en la posicién 6 del residuo de N-acetilglucosamina
inicial del N-glicano produciendo el ndcleo al,6-fucosa. Cuadrado azul: GlcNAc; circulo verde: manosa;
diamante rojo: fucosa. Recuperado de Takahashi et al, 2009.

GleNAc(B1-2)YMan(ol -6
Man([3 1-4)GleNAc(B1-4)GleNAc
GleNAc(B1-6)Man(ocl -3

Figura 4-25. N-glicano en la estructura del receptor EGFR que presenta GIcNAcp terminal. Las férmulas
estructurales de los glicanos son las propuestas por el Consortium for Functional Glycomics y aceptadas por
IUPAC. El lado izquierdo del panel es la parte expuesta de los glicanos, mientras que la GIcNAc mas a la
derecha es el residuo de carbohidrato reductor del aminoacido asparagina en la N-glicoproteina receptora.
Man: manosa; GIcNAc: N-acetilglucosamina. a y B: configuraciones de los enlaces glicosidicos. Recuperado
de Zen et al, 2003.

Se ha observado que la glicosilacion con ramificaciones poli-LacNAc [(GalBl1,4GIcNAc)n] que
parten de la rama GIcNAcB1,6 en el EGFR promueve la formacion de redes por LGALS3 que
regulan la permanencia del receptor en la membrana, la sefializacion intracelular y conlleva a la
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resistencia a anoikis (muerte celular por falta de adhesion a sustrato) (Ferreira et al, 2018). Sin
embargo, la LDG-I no interatiio con N-glicanos que contenian galactosa terminal en ninguna de las
configuraciones de enlace ensayadas (Capitulo 3), por lo que LacNAc y poli-LacNAc (Fig. 4-26) no
representarian ligandos de esta lectina.

Poly-N-acetyllactosamine

(Galg1-4GlIcNAc),
A
18 R
) M o\ (MGATS)
Opa.m\/m.as\/w.es\/m p6

(B3GNT)

(ALG2)
ab

B2
(MGAT2)

(MGAT1)
B2

(ALG1) (ALG13114)

a3
(ALG2)

(ST3GAL) (B4GALT)

Figura 4-26. Estructura tipica de un N-glicano que contiene poli-LacNAc. Poli-N-acetil-lactosamina (Poli-
LacNAc) esta compuesta de repeticiones del disacarido N-acetil-lactosamina (GalB1,4GIcNAc). El EGFR y las
integrinas contienen glicanos con poli-LacNAc. La biosintesis de poli-LacNAc involucra la actividad B-1,3N-
acetilglucosaminiltransferasa (B3GNT), la cual cataliza la adicion de GIcNAc a glicanos terminados en
galactosa. Cuadrado negro; N-acetil glucosamina (GIcNAc); circulo gris: manosa (Man); circulo blanco;
galactosa (Gal); rombo: acido sialico (NeuAc); triangulo: fucosa (Fuc). ALG: gen asociado a la glicosilacion de
asparagina; FUT: fucosiltransferasa, MGAT: N-acetilglucosaminiltransferasa que actla sobre glicoproteinas
con grupos manosil; B4GALT: B-1,4 galactosiltransferasa; ST3GAL, 3-1,4-galactosido aa-2,3 sialiltranferasa,
B3GNT, B -1,3 N-acetilglucosaminiltransferasa. Recuperado de Lee et al, 2018.

El receptor EGFR es una glicoproteina flexible, con dominios extracelulares e intracelulares
articulados moviles (doi: 10.2210/rcsb_pdb/mom_2010_6); sin embargo, el hecho de que LDG-I
pueda interactuar con la mayoria de los N-glicanos presentes en el EGFR (entre ellos glicanos
tanto supresores como activadores de la actividad del receptor), podria generar alta rigidez en su
estructura, impidiendo la conformacion adecuada del receptor para su interaccion con sus ligandos
extracelulares, y con proteinas intracelulares, lo que pudo conllevar a la pérdida de la sefial
proliferativa por saturacién dependiente de la concentracion de la lectina.

Lectinas tipo Il

La presencia de las lectinas LDG-II y LGL-Il tuvo efectos tanto proliferativo como migratorio en los
queratinocitos epidérmicos (1.5 — 25 pg/mL, dependiendo del proceso y de la lectina). LDG-Il y
LGL-ll, mostraron especificidad por galactésidos, con una influencia por el rango de
concentraciones y modificaciones en los glicotopes que cada una de ellas puede reconocer, de
manera similar a como sucede con LGALS3. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos es
plausible pensar que los efectos proliferativo y migratorio sobre los queratinocitos pueda ser debida
a la interaccion de las lectinas tipo Il con alguno(s) de los glicanos presentes en receptores de
membrana o en moléculas de la MEC con los que también interactia LGALS3, o0 en otros
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receptores relacionados con dichos procesos y que contengan glicanos reconocidos por estas
lectinas vegetales, como se discute mas adelante. Entre los ligandos por los cuales muestran
especificidad compartida LDG-1I, LGL-1l y LGALS3 estan los glicotopes Lac, Ta, y LacNAc (Tabla 4-
6); sin embargo, la interaccion con cada lectina es dependiente del tipo y de la forma de
presentacion del glicano (i.e., externo o encriptado; monovalente, polivalente, en cluster).

Tabla 4-6. Similitudes y diferencias en la estructura de los ligandos de galectina LGALS3 y de las

lectinas vegetales LDG-Il y LGL-II *

Similitudes

Las tres lectinas pueden ser purificadas por afinidad al disacarido
lactosa (Lac)

Actividad eritroaglutinante inhibida por Lac y no por manosa.
Preferencia por glicotope 11 en relacién a glicotope If:

(LGALS3: terminal/interno; LDG-II interno; LGL-II terminal/interno).
La interaccion con LacNAc subterminal se ve influida por el
residuo de azucar terminal del glicano.

Fucosilacion en enlace al,2 puede incrementar el reconocimiento
(LGALS3 > LGL-Il > LDG-II)

Fucosilacion con ndcleos Fucal,3 o Fucal,4 reduce el
reconocimiento (como en grupos Lewis Le, LeY, Led).
Para LGALS3 se ha visto alguna interaccién con Le*.
Sialilacién en enlace 02,6 disminuye la interaccién
Diferencias
LGALS3

Interaccién con tipos de glicanos Ierglissnes,

interaccion con

glicolipidos

Nucleos 1y 2 en O-glicanos:
GalB1,3GalNAcal vy
Galp1,3(Galp1,4GIcNAcB1,6)GalNAca

Nucleo 1 > Nducleo 2

Reduce
reconocimiento,

Sialilacion a2,3 -
excepto si el ligando es

poli-LacNAc
L. . - Si ha
Interaccion con antigeno Galili: Interacc)i/én
Galal,3Galf1,4GIcNAc-R
Interaccion con glicanos que contengan
B1,6GIcNAc terminal: Si hay
GIcNAcB1,6Man; interaccion

GIcNAcB1,6GalNAc

Formula estructural de los ligandos

GalB1,4Glc (Lac)

GalB1,4GIcNAcB1 > Galp1,3GIcNAcp1

(LacNAc Il > LacNAc 1)

(glicotope IIB > glicotope IB)

Fucal,2GalB1,4GIcNAcB (H-tipo II)

Fucal,2Galp1,4(Fucal,3)GIcNAc(LeP)
Fucal,2GalB1,3(Fucal,4)GIcNAc (LeY)
GalB1,4(Fucal,3)GIcNAc (Le?)
Galp1,3(Fuca1,4)GIcNAc (LeX)

Siaa2,6 GalB1,4GIcNAc

LDG-II

Preferencia por
O-glicanos en
comparacion con N-
glicanos biantenarios;
probable interaccion
con glicolipidos.

Nucleo 1 > Nucleo 2

Aumenta el
reconocimiento.

No hay
interaccion

Disminuye
interaccion.

LGL-II

Preferencia por
O-glicanos en
comparacion con N-
glicanos biantenarios;
probable interaccion
con glicolipidos.

Interaccién similar
con ambos

Reduce el
reconocimiento.

Interaccién solo
cuando esta
fucosilado como en
grupo B

Disminuye
interaccion.
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Interaccion  con  grupos histo-

sanguineos humanos T >>> O. Interaccion

A: GalNAca1,3(Fuca1,2)GalB1,4GIcNAc con T requiere alta

B: Gala1,3(Fuca1,2)GalB1,4GIcNAc AB>0>T densidad del glicotope. O>T>Tn>B> A
O (H): Fucal,2GalB1,4GIcNAc No interactta con A/B

T: GalB1,3GalNAca ni Tn.

Tn: GalNAca-O-Ser/Thr

*Ligandos de las lectinas LDG-Il y LGL-II a partir de resultados obtenidos en el presente trabajo (Capitulo 3) y por otros
resultados obtenidos en el GRIP reportados en Melgarejo et al, 2005 y Almanza et al, 2004. Los ligandos de galectina-3
son los reportados en Horlacher et al, 2010; Krzeminski et al, 2011 y Stowell et al, 2008.

En general, estas lectinas tipo Il mostraron mayor especificidad (interactuando con menor nimero
de estructuras) que la LDG-I; y entre las glicoformas ensayadas en el presente trabajo, ambas
lectinas tipo Il mostraron preferencia por O-glicanos en comparacion con N-glicanos (Capitulo 3).
Ninguna de las dos lectinas tipo Il mostré inhibicion por manosa (Almanza et al, 2004; Melgarejo et
al, 2005), y tampoco interactuaron con la N-glicoforma que contiene el trimanésido expuesto, lo que
descartaria su interaccion con los oligomanédsidos del EGFR. De manera similar, las dos lectinas
tipo 1l no interactuaron con N-glicanos con GIcNAcf1 terminal, ni con N-glicanos que contienen el
nucleo a1,6-Fuc estimulador de la sefializacion.

La lectina LDG-Il mostré una interaccién mucho mayor que la LGL-1l con glicoformas que contenian
glicanos sialilados en enlace 02,3; y lo anterior concordd con los resultados obtenidos en el acople
molecular, donde la LGL-Il mostré disminucion en la afinidad por los carbohidratos sialilados en
enlace 02,3 (Neua2,3Gal y Neua2,3GalB1,4GIcNAc; con energias de afinidad -6.1 y -6.2 kcal/mol,
respectivamente) en comparacion con la interaccion con el trisacarido Fuca1,2GalB1,4GIcNAc, con
el que mostré energia de afinidad de -6.9 kcal/mol (Capitulo 3). Entonces, uno de los mecanismos
por el cual LDG-Il pudo haber inducido el aumento en la proliferaciéon de los queratinocitos es por
su interaccion con el gangliésido GM3, el cual esta presente en varios tejidos, incluida la piel, e
inhibe la actividad tirosina quinasa del EGFR (Fig. 4-27) gracias a interacciones carbohidrato-
carbohidrato entre la cadena lactosaminica sialilada del glicolipido y los GIcNAc terminales en N-
glicanos del receptor (Yoon et al, 2006). LDG-Il podria reconocer el glicano sialil-lactosa
NeuAca2,3GalB1,4Glc de la porcién glicosidica del GM3, impidiendo la actividad inhibitoria de esta
ceramida glicosilada, aumentando asi la tasa de proliferacion de los queratinocitos. En el 2014 fue
publicado un articulo en el que se demuestra por cristalografia de rayos X, que el dominio de
reconocimiento de carbohidratos de la LGALS3 puede formar complejo con la a2,3 sialil-lactosa del
gangliésido; brindando informacién importante para preveer la capacidad de la LGALS3 de inhibir la
actividad del glicolipido para aumentar la tasa de proliferacion celular (Collins et al, 2014).
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Figura 4-27. Efecto de gangliésidos sobre la actividad del receptor tirosina quinasa EGFR. Dos
mondémeros del EGFR (1), en presencia del factor de crecimiento epidérmico (EGF), dimerizan resultando en
la fosforilacion de residuos de tirosina en la region citoplasmica del receptor (2). La interaccién de GIcNAc
terminales en ciertos N-glicanos del EGFR con el gangliésido GM3 inhibe la sefializacion (3), mientras que la
interaccién con el disialogangliésido GD3 refuerza la sefalizacion (4). Recuperado de Ferreira et al, 2018.

Otra interaccion posible seria la de LDG-II con N-glicanos tri- o tetravalentes presentes en el EGFR
que contengan mas de un acido sialico terminal unido en enlace a2,3 al glicotope I subterminal,
reduciendo el efecto negativo sobre los eventos de dimerizacién del receptor, unién al ligando y
fosforilacion de tirosina, que se han observado por la sialilacion del EGFR (Ferreira et al, 2018). En
este caso, la interaccion de LDG-Il con N-glicanos debe estar dirigida por la multivalencia del
glicotope (Neua2,3Galf31,4GIcNAc)n, donde n > 2.

Dado que las lectinas tipo Il comparten algunos ligandos con la lectina de origen mamifero LGALS3
(Tabla 4-6), el efecto proliferativo de LDG-Il y LGL-Il también podria deberse a la formacién de
redes con glicanos del receptor que permitan una mayor permanencia del EGFR en la membrana.
Ninguna de las dos lectinas tipo Il interactio con N-glicoformas que contenian el glicotope LacNAc
divalente expuesto. Sin embargo, LGL-Il mostré especificidad por glicoformas que contenian O-
glicanos con LacNAc monovalente expuesta o N-glicanos triantenarios que contenian LacNAc
trivalente expuesta. En el caso de la interaccién de LDG-II con glicanos que presentan LacNAc, el
glicotope debe estar encriptado. Lo anterior podria indicar, que de las dos lectinas tipo Il, LGL-II
podria reconocer LacNAc expuesta con presentacion multivalente en N-glicanos. Eventualmente, al
igual que lo hace la LGALS3, LGL-Il podria unirse a extensiones de poli-LacNAc presentes en el
EGFR, formando redes (Fig. 4-28), y regulando el recambio del receptor en la membrana
plasmatica potenciando asi la tasa de sefializacion corriente abajo. En este caso, la presencia del
ligando LacNAc polivalente en forma lineal contrarestaria el hecho que este glicotope se presente
en N-glicanos, y LGL-II podria interactuar en sitios mas externos hacia el medio extracelular y méas
lejanos a los residuos de manosa.
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Figura 4-28. Representacion esquemética de la membrana plasmética con dos tipos de receptores de
crecimiento y su interaccién con una lectina con especificidad por LacNAc. En azul esta representado
un receptor con alto nimero de cadenas de N-glicanos que muestran cadenas de poli-LacNAc que parten de
ramificaciones GIcNAcf31,6, las cuales son ligandos ideales para lectinas con especificidad por LacNAc.
Dicha interaccién forma redes que estabilizan grupos de receptores como el EGFR en la membrana. En
rosado se muestra otro tipo de receptor con un nimero pequefio de N-glicanos con ramificacion GIcNAc31,6
y sin cadenas de poli-LacNAc, imposibilitando que la lectina forme redes de receptores. Adaptado de Ferreira
et al, 2018.

Por otra parte, la actividad proliferativa de la lectina LGL-Il puede también deberse al efecto en la
secrecion del factor de crecimiento epidérmico (EGF), dado que se observdO un aumento
significativo (= 2x) en la concentracion de EGF en sobrenadantes de queratinocitos HaCat
cultivados en presencia de LGL-Il, en comparacibn con EGF en sobrenadantes de células
cultivadas en ausencia de lectina; ninguna de las otras lectinas ensayadas, incluyendo la galectina
LSGALS3, mostré incremento en los niveles basales de ese ligando del receptor; por lo que el efecto
proliferativo especifico de LGL-Il concuerda con el aumento en EGF, al igual que se ha observado
qgue la presencia de otras lectinas puede influir en la produccion de factores de crecimiento en
ciertos tipos de células normales y cancerosas (MacKinnon et al, 2012; Timoshenko et al; 2010).

En la epidermis, el EGF estimula la proliferacion, diferenciacién y migraciéon de queratinocitos (Wee
& Wang, 2017), ademas contribuye a la reepitelizacion de heridas y a la regulacién de la funcién
barrera de la piel (Tran et al, 2012), asi como también a la supresion de la expresion de ciertos
genes apoptoticos y de marcadores de diferenciacion celular de queratinocitos (Blumenberg, 2013).
Por otro lado, EGF es uno més de los ligandos que pueden unirse a dimeros del EGFR en la
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superficie celular (Herbst, 2004; Hoesl et al, 2018). La familia de receptores ERBB incluye al EGFR
(ERBB1, HER1), asi como a los receptores ERBB2 (NEU, HER2), ERBB3 (HER3) y ERBB4
(HER4) (Citri et al, 2006). Hoesl et al (2018) demostraron que esos cuatro tipos de receptores
ERBB estan presentes en células HaCat, y ademas que aparte del EGF, el EGFR tiene otros seis
ligandos en esta linea celular (HBEGF, TGFA, EPGN, EREG, AREG y BTC). Los receptores ERBB
y sus ligandos juegan un papel importante en la homeostasis de la piel y la regulacion de su
interaccion influye en los procesos de proliferacion y diferenciacion en queratinocitos epidérmicos
(Schneider et al, 2008), por lo cual se hace necesaria la futura investigacién comparativa de los
efectos de todos los ligandos del receptor en la proliferacibn de queratinocitos epidérmicos
humanos.

Se han observado efectos de lectinas de diferente origen sobre la proliferacion y viabilidad celular
(Tabla 4-7). Dichos efectos dependieron de la especificidad y concentracion de la lectina, pero
también del tipo celular. Con respecto a los efectos sobre proliferacién en queratinocitos normales,
éstos mostraron ser modulados por lectinas con especificidad por ciertos galactésidos (como las
galectinas de origen mamifero LSGAL3 y LSGAL7, las lectinas vegetales LDG-Il y LGL-Il, y la
lectina ABL de hongo), en un rango de concentracién entre 1 - 12.5 yg/mL, mientras que, varias
lectinas con especificidad por mandsidos (incluida la lectina LDG-1) o por GalNAc, exhibieron un
efecto proliferativo en células de linaje linfoide, en concentraciones entre 1-10 pg/mL, donde se ha
observado que las respuestas celulares pueden iniciar por la interaccion de las lectinas con el
receptor TCR de células T (Carvalho et al, 2018). Dichas observaciones, junto con los resultados
de aglutinacién de diferentes tipos de eritrocitos, apoyan la idea que las lectinas tienen efectos
sobre los procesos celulares dependiendo del glicofenotipo celular.

La afinidad especifica de cada lectina esta dada por la forma de presentacién de los ligandos que
reconocen y ello influye en su efecto sobre la proliferacion celular (Tabla 4-7). Es asi como las dos
galectinas presentes en la epidermis, LSGAL3 y LSGAL7, con especificidades por cadenas de poli-
LacNAc y LacNAc-Lac (lacto-N-neotetraosa, LNnT; Galp1,4GIcNAcB1,3Galp1,4Glc),
respectivamente, tienen un papel en la reepitelizacion de heridas a través de su interaccion con
receptores de membrana o componentes de la MEC (Panjwani, 2014). Sin embargo, LGALS3
muestra efecto activador de la proliferacion en queratinocitos humanos, mientras que LGALS7
suprime dicho proceso (Chen et al, 2016). La lectina Agaricus bisporus (ABL), que interactia con
N-glicanos con GIcNAcB1,6 y con el glicotope Ta (Galf1,3GalNaca) en O-glicanos, muestra un
efecto anti-proliferativo en queratinocitos humanos normales en el rango 1-3 pg/mL (Parslew et al,
1999); mientras que, las lectinas LDG-Il y LGL-1l que mostraron efecto proliferativo en las células
HaCat (normales) en ese rango de concentraciones, no interactuan con N-glicanos biantenarios
con GIcNAc B1,6 externo, permitiendo el efecto activador de este glicotope; pero si reconocen Ta
(LDG-II >> LGL-Il; Ta monovalente o polivalente para LGL-II; solamente Ta polivalente para LDG-II;
Capitulo 3) que esta presente en muy baja cantidad en glicanos de células normales. La jacalina de
Artocarpus integrifolia (JAC), con especificidad por el glicotope Ta, no afecta la viabilidad en células
normales (Sell et al, 2003), pero si disminuye la fosforilacion del EGFR y de ERK en células de
carcinoma epidermoide A431, que presentan Ta multivalente (Sahasrabuddhe, 2008).
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Tabla 4-7. Viabilidad o proliferacion de diferentes tipos celulares normales en presencia de lectinas
Lectina Especificidad* Efecto** Tipo celular Conc. Método Ref
_ (Hg/mL) '
ABL Né?gﬁinc%i Cé)_ n Antiproliferativa Queratinocitos 1.3 Ccontelldor Palrszllzvs\alget
1 - oulter al,
Galp1,3GalNaca entre 1-3 pg/mL humanos
Disminuye Queratinocitos
LDG-I Man/Glc/ viabilidad desde eidérmicos 15 - 200 Conteo Presente
Oligomanosidos 12.5 ug/mL; CI50: h P HaC ) celular, MTT. trabajo
166 pg/mL umanos HaCat
Proliferativa entre
1.5-12.5 pg/mL, N
Queratinocitos Conteo
LDG-I NeuAa2,3Gal/ aumenta epidérmicos 1.5-200 | celular,MTT, | Fresente
GalB1,3GalNaca/ Lac eépc);rgsR,logg%I p- humanos HaCat western blot J
. >
200 pg/mL.
Poli-LacNAc/ Pr;ﬂ:ﬁ;itga; Queratinocitos Conteo b
LGALS3 NeuAa2,3-poli- - epidérmicos 1.5 celular, MTT, resente
expresion del p- bl trabajo
LacNAc/ LacNAc/Lac/ EGFR humanos HaCat western blot
Proliferativa entre
H-tipo Il/LacNAc/ 1.5 ;ﬁﬁgnﬁg/mL, Queratinocitos ceﬁgrr“i/?ﬁ Presente
LGL-II GalB1,3GalNAca/ expresion del p- epidérmicos 1.5-200 western blot, trabajo
GalNAca/Lac EGFR y de EGF humanos HaCat ELISA
CI50: 33,9 pg/mL
Arcila-
LDG-I . Man/GJc( Proliferativa Linfocitos 2 uM Barrera et
Oligomanosidos al, 2017
NeuAa2,3Gal/ . . . , . Avrcila-
LDG-II Galp1,3GalNaca/ Lac Anti-proliferativa Linfocitos 2 uM B:erze(r)i?et
Proliferativa, Linfocitos T Cuiet al
ALL GalNAc activacion de ERK humanos 6 Citometria L;Oitf’
y p38
) . . Linfocitos T Incorpora Campbell et
ConA Man/Glc; GN2Mans Proliferativa murinos 1 125U al, 1982
. Proliferativa Linfocitos T Incorpora Song et al,
ConA Man/Glc; GN2Mans alas 72h humanos 5 3H-TdR, 2015
) No afecta Linfocitos T Incorpora Campbell et
LAg-I NeuAc/ ManNAc proliferacién murinos ! 1*#5-Udr al, 1982
. . Linfocitos B Incorpora Campbell et
LAg-I NeuAc/ ManNAc Proliferativa murinos 7 1125.Udr al, 1982
N-glicanos con . : : .
- . Proliferativa Linfocitos T Incorpora Song et al
PHA-E GIcNAc biseccionado; 10 3H-TAR 2015
Gal1,4GIcNACB1,2Man alas 72h humanos ’
Gal/GalNAc/Lac/ Proliferativa a 0.5 . Citometria de Kim et al,
KMLC Asialofetuing ey Celulas T CD8* | 0.125-0.5 flojo 2017
No afecta
viabilidad hasta
0.2 pg /mL; . : Liberacion de .
KMLC Gal/GalNAc/Lac/ aumenta “Llnfocnos_NK” 0.001 -0.5 BATDA. Klgloitsal,
Asialofetuina expresion de Natural Killer Western blot
perforina a 0.1
pg/mL

Abreviacion/descripcién. ABL: lectina de seta comestible Agaricus bisporus; ALL: lectina de Artocarpus lingnanensis;
ConA: lectina tipo | de Canavalia ensiformis; KMLC: lectina de planta semiparasitica Viscum album coloratum de Corea;
LAg-I: lectinas tipo | de langosta Homarus americanus; LDG-I y LDG-II: lectinas tipo | y tipo Il de Dioclea grandiflora;;
LGALS], 3, 7, 8: galectinas 1, 3, 7 y 8; LGL-Il: lectina Il de Galactia lindenii; PHA-E: lectina de Phaseolus vulgaris;
Plumieribetina: lectina de Scorpaena plumieri (pez escorpién) PNA: lectina de Arachis hypogaea (mani); RCA: aglutinina
de Ricinus communis; WGA: lectina de germen de trigo. CI50: concentracién de lectina en la que la supervivencia celular
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fue del 50%. Man: manosa; ManNAc: N-acetiimanosamina; Glc: glucosa; Gal: galactosa, GalNAc: N-acetilgalactosamina;
GIcNAc: N-acetilglucosamina; HexNAc: GalNAc o GIcNAc; Lac: lactosa; LacNAc: N-acetillactosamina; NeuAc: acido
sidlico; GN2Manas: pentasacarido complejo biantenario GlcNacf1,2Mana1,6(GlcNacf1,2Mana1,3)Man. BATDA: lantanido
sensible a esterasas liberado durante citolisis. *Carbohidratos o glicoproteinas por los que la lectina ha mostrado
especificidad o que han inhibido su actividad. ** Efectos a 24 h, excepto en donde esta indicado otro tiempo.
Especificidades refinadas de algunas lectinas vegetales son aquellas reportadas en Almanza et al, 2005; Cortazar et al,
2018; Iskratsch et al, 2009; Maupin et al, 2012; Melgarejo et al, 2005. Especificidades refinadas para galectinas
mamiferas son las reportadas en Ahmad et al., 2002; Krzeminski et al, 2011; Stowell et al., 2008. Las demas
especificidades de lectina son aquellas reportadas en la referencia descrita.

4.4.2.2. Migracion celular

La migracion celular es un proceso ciclico en el que ocurren la adherencia y liberacién secuencial
del sustrato, que se da por las interacciones célula — matriz extracelular (MEC) (Anexo X). El
movimiento celular comienza con la formacién de protuberancias (lamelipodios, filopodios) en la
membrana celular seguida por la formacién de nuevas adhesiones que vinculan el citoesqueleto de
actina al sustrato, la generacion de fuerzas de tracciébn que mueven la célula hacia adelante y el
desmonte de las adhesiones en el borde posterior de la celula (Anexo Xl). En los queratinocitos
cultivados en presencia de LDG-Il y LGL-Il, se observaron filopodios y lamelipodios en los bordes
de la herida realizada en la monocapa, y esto es relevante dado que, en los bordes de las células
migratorias durante la cicatrizacion de heridas, los filopodios son criticos para la unién eficiente de
las dos monocapas en colision, y para la alineacién y el patron apropiados del tejido (Jacquemet et
al, 2015).

Las integrinas son receptores transmembranales glicosilados, compuestos de una subunidad a y
una subunidad B, que conectan la matriz extracelular (MEC) al citoesqueleto, comunicando el
interior celular con el ambiente extracelular; y las interacciones integrina-MEC inducen el ensamble
de los complejos dinamicos de adhesiéon que funcionan como plataformas de sefalizacién celular
gue conducen a la reorganizacién del citoesqueleto y a la migracion celular (Peplow et al., 2013).
Se ha reportado que queratinocitos de diferente origen, incluyendo las células HaCat, secretan
glicoconjugados componentes de la MEC tales como laminina LN332, colagenos IV y VI,
fibronectina, calinina, proteoglicano heparan sulfato (Kariya et al, 2010; Oguchi et al, 1985; Peplow
& Chatterjee, 2013).

Las dos integrinas que intervienen en la adhesion y migracion de queratinocitos epidérmicos son
las integrinas a3B1 y a6p4 (Margadant et al, 2010). En queratinocitos, los efectos adhesivos de las
integrinas involucran la union a la laminina LN332 (Kariya et al, 2010; Saravanan et al, 2009). Las
interacciones laminina LN332 - integrina a3B1 promueven la formacién de adhesiones focales
transitorias (AF) en las que ciertas proteinas intracelulares unen los dominios intracelulares de las
integrinas al citoesqueleto de actina (Martins-Green, 2013), y generan sefiales reguladoras de Rho
GTPasas y migracion celular (Anexo XIll); por otro lado, la interaccion con la integrina a6p4
contribuye a la formacién de hemidesmosomas que anclan firmemente los queratinocitos a la MEC
pericelular, y en donde proteinas intracelulares unen dominios intracelulares de la integrina a634
con el citoesqueleto de queratina (Anexo XIllI).

La glicosilacién de las integrinas es un tipo de regulacion por la cual estos receptores pueden
modular su afinidad y especificidad por moléculas de la MEC (Saravanan et al., 2009, Kariya et al,
2010). En varios receptores en la superficie celular y en las proteinas secretadas, la N-glicosilacion
tiene un efecto en el plegamiento y estabilidad de proteinas, y en interacciones proteina-proteina
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(Ohtsubo & Marth, 2006). Es asi como, la N-glicosilaciéon en la subunidad B1 de las integrinas
influye en la adhesién y la migracién de queratinocitos (Kariya et al., 2011), y la N-glicosilacion de la
subunidad 34 permite la formacion de complejos moleculares en microdominios de membrana, y es
necesaria para la adecuada sefializacién que activa las quinasas AKT y ERK (Kariya et al., 2011).
En algunas integrinas la presencia de N-glicanos se requiere para la formacion del heterodimero af3
y para las interacciones integrina-MEC adecuadas (Isaji et al, 2006); ademas, cambios en las
estructuras de N-glicanos de las integrinas pueden afectar las uniones célula-célula, influyendo asi
tanto en la adhesibn como en la migracion celular. La integrina B4 posee N-glicanos con
ramificaciones GIcNAcB1,6 y GIcNAc biseccionada que regulan la adhesion y migracién de los
queratinocitos al afectar la asociacion del dimero de la integrina a6R4 con la laminina-LN332 y con
el EGFR (Kariya & Gu, 2011).

La O-glicosilacion en general ha sido menos caracterizada debido a la falta de secuencias
concenso y de enzimas especificas para la liberacion de O-glicanos (Santos et al, 2014). Sin
embargo, en la subunidad B4 de las integrinas se ha observado O-glicosilacion llevando los
glicotopes Ta y sialil-Ta (Kariya & Gu, 2011; Uemura et al, 2009). Las interacciones integrina-MEC
también pueden modular proliferacion y supervivencia celular, y la interaccién con lectinas puede
darse de manera simultdnea con receptores que afectan varios procesos celulares, dentro de los
mismos dominios de membrana (Chung et al, 2011; Jacquemet et al, 2015; Kariya et al., 2010;
Margadant et al, 2010, Martins-Green, 2013; Oguchi et al, 1985; Peplow & Chatterjee, 2013).

La presencia de lectinas de diferente origen ha mostrado efectos moduladores sobre la adhesion y
la migracion celular (Tabla 4-8), dependiendo de la especificidad de la lectina, del tipo celular (con
repertorios distintos de integrinas), o del tipo de integrina en la misma célula (Martins-Green, 2013).
La interaccion de la LSGAL3 con glicanos de las integrinas a3p1 promueve el agrupamiento de
estas integrinas en la superficie del borde delantero del queratinocito migrante (Liu et al, 2012;
Saravanan et al., 2009), e induce el recambio de las AF, la adhesién y la migracién celular mediada
por la subunidad B1 de la integrina (Margadant et al, 2012); también, puede interactuar con la
laminina LN332 gue se asocia con los hemidesmosomas a través de la integrina a6p4 (Kariya et al,
2010). LSGAL3 estimula la migracién en queratinocitos epidérmicos murinos y humanos, y en
gueratinocitos humanos de cérnea, y modula dicho proceso a través de su interaccion con el
glicotope LacNAc presente en glicanos de las integrinas (Yang et al, 2017).

La presencia de la lectina LDG-I inhibi6 la migracion celular de los queratinocitos epidérmicos
HaCat en todas las condiciones probadas. Estos resultados concuerdan con el hecho de que otras
lectinas, también con especificidad por mandsidos, no promueven la formacién de lamelipodios y
pueden inhibir la unién de integrinas de queratinocitos con componentes de la MEC; mientras que
promueven la migracion en otros tipos celulares como por ejemplo en neutréfilos (Elifio-Esposito et
al, 2011; Yu et al, 2015). La predominancia de glicanos oligomandsidos en la estructura de las
lamininas podria promover la union de LDG-l, lo cual también inhibiria la migracién sobre la
laminina 332 secretada en la MEC de los queratinocitos. Por otro lado, la fucosilacién en enlace
a1,6, una de las modificaciones mas comunes en glicoproteinas y glicolipidos, también puede
regular funciones bioldgicas de moléculas de adhesién y de receptores de crecimiento (Miyoshi et
al, 2008). El nucleo a1,6-Fuc de la integrina a3B1 (principal receptor de laminina 332 en
queratinocitos) es esencial para su funcién durante la migracion celular (Zhao et al, 2006). La LDG-I
fue la Unica de las 3 lectinas vegetales evaluadas que interactio con la N-glicoforma que contienia
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dicho nucleo; y esto podria corelacionarse con la actividad inhibitoria de la migracion de esta
lectina, al interactuar con éste glicotope necesario en la interaccion con la laminina 332. Otros
glicanos con los que puede interactuar la LDG-I y que no son ligandos de las lectinas de tipo Il son
N-glicanos con GIcNAc externo que regulan la funcion biolégica de la laminina en la MEC (Kariya et
al, 1994); y la asociacion de la integrina a6B4 con la laminina LN332 (Kariya & Gu, 2011). Se podria
inferir que la inhibicion de la migracion se debe a la interaccion simultdnea de esta lectina tipo | con
varios glicanos presentes en moléculas no solo de la superficie celular sino también de la MEC,; el
conjunto de todas las interacciones podria impedir la adhesion y la migracion celular en
gueratinocitos.

LDG-Il mostr6 efecto migratorio a 6.25 — 25 ug/mL, y LGL-Il promovi6 la migraciéon a 3.12 y 6.25
Mg/mL. El efecto migratorio de las lectinas LDG-1l y LGL-Il en los queratinocitos epidérmicos fue
inhibido por lactosa, indicando que la interaccién fue dependiente de carbohidratos; de igual forma
gue se ha observado que la formacion del complejo galectina LSGAL3-integrina a6R4-EGFR, que
induce migracion celular, es inhibido por lactosa; y que la asociacion de la integrina a6R4 con el
EGFR es parcialmente dependiente del entrecruzamiento mediado por LSGAL3 a través de sus N-
glicanos (Kariya et al, 2010). LDG-Il y LGL-Il mostraron efectos positivos sobre la migracion de los
gueratinocitos, pueden reconocer ligandos con los que interatia la LSGAL3, y ademas su efecto
fue inhibido por lactosa; por lo tanto, podriamos pensar que el efecto migratorio de las lectinas
vegetales tipo Il también podria deberse a la interaccién de las lectinas con algunos glicanos en el
EGFR y en las integrinas. Por otro lado, el nucleo al,6-Fuc, esencial para las funciones migratorias
de la integrina a3p1 (Zhao et al, 2006), no fue detectado por ninguna de las dos lectinas tipo Il
ensayadas (Capitulo 3), lo que no impediria las funciones de dicho glicotope.

Es de notar que, de manera similar como ocurre en la proliferacién celular, diferentes lectinas con
afinidad por LacNAc han mostrado efectos distintos sobre la migracion de queratinocitos,
dependiendo de la especificidad por modificaciones de dicho glicotope con otros azlUcares
circundantes. Es asi como, las galectinas especificas de la epidermis, LSGAL3 y LSGAL7,
promueven la formacion de lamelipodios y la migracién celular (Kariya et al, 2010; Liu et al, 2012;
Saravanan et al, 2009); mientras que la adicién de LSGAL1 exdgena, con especificidad por LacNAc
terminal monovalente, inhibe la migracién celular (Klima et al, 2009; Saravanan et al, 2009); y la
adicion de galectina LSGALS8, con especificidad por el tetrasacarido que representa al grupo histo-
sanguineo B [Fuca1,2(Gala1,3)LacNAc], inhibié la adhesion de queratinocitos HaCat (Levy et al,
2001) y no promovié la formacion de lamelipodia (Saravanan et al, 2009). Mas adelante, Jung et al
(2013) detectaron que los queratinocitos HaCat expresan el grupo B en su superficie, y observaron
gue la disminucion de la expresién de dicho glicotope, usando ARN de interferencia de la
fucosiltransferasa FUT1, redujo la expresion de fibras de actina y la formacién de lamelipodia, e
inhibi6é la migracion celular; la transcripcion de cdc42, un tipo de Rho GTPasa con un papel clave
en la polimerizacion de la actina, también se redujo en las células HaCat con el grupo B disminuido.
Este estudio abre la posibilidad de que los determinantes histo-sanguineos ABO, en conjunto con
otros glicotopes, también puedan regular el mecanismo de migracion celular.

La sialilacion del glicotope LacNac también pueden afectar la interaccion con lectinas
promigratorias (Fig. 4-29), por ejemplo, la sialilacion en enlace a2,6 de la subunidad B1 de las
integrinas impide la unién a LGALS3 (Kariya et al., 2010) debido a que sitios de union en el residuo
de galactosa de LacNAc estan bloqueados por la presencia de acido sialico a2,6 (de Oliveira et al,
2011; Zhuo et al, 2008); aunqgue la interaccién no disminuye con poli-LacNAc en glicanos sialilados
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en enlace a2,3 (O/N-glicoproteinas o glicoesfingolipidos) (Collins et al, 2014; Stowell et al, 2008).
De manera similar, LDG-II y LGL-II no interactian con glicanos que contienen LacNac sialilado en
enlace 02,6, mientras que LDG-Il interactua con glicanos sialilados en enlace a2,3.
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Lectina
con especificidad

por LacNAc/Lac .
Carbohidrato

2,6 gue contenga
LacNac/Lac

Integrinas o"o.
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Q@ ¢

Figura 4-29. Influencia de la estructura de los glicanos de las integrinas sobre la unién de lectinas con
afinidad por LacNAc. La interaccion de lectinas con glicanos de las integrinas se ve disminuida cuando
LacNAc esta presente como disacarido subterminal unido a acido sialico terminal en enlace a2,6. Los
oligbmeros de integrina propiciados por lectinas con especificidad por LacNAc interactian con reguladores
del citoesqueleto como talina, lo cual conlleva a un aumento en la movilidad. La adicion de carbohidratos
competitivos (Lac, LacNAc o LacNAc-Lac) conllevan a disrupcion de interacciones lectina-integrina en la
superficie celular, disminuyendo la formacion de oligobmeros de integrinas, y esto podria deberse a la
competencia por sitios importantes en la dimerizacién de las integrinas o por el bloqueo de sitios de unién a
los dimeros. Adaptado de Yang et al, 2017.

La preferencia por O-glicanos de las dos lectinas vegetales tipo Il ensayadas podria indicar que el
efecto de LGL-Il se debe a la interaccién con O-glicanos que contengan poli-LacNAc, los cuales
también han mostrado efectos migratorios (Tsuboi et al, 2012); en las integrinas, por ejemplo,
LacNAc puede estar expresada como disacarido terminal o subterminal (N-glicanos); y también
como cadenas de poli-LacNAc (N/O-glicanos). Y, el efecto de LDG-Il podria deberse a la
interaccion con glicanos que presentan el glicotope Ta, que se han detectado en la subunidad 34
de las integrinas (Kariya & Gu, 2011; Uemura et al, 2009). Por otro lado, las interacciones de estas
lectinas también podrian darse con glicoesfingolipidos que contengan glicotopes ligandos,
influyendo asi en la formacién de balsas lipidicas y transduccién de sefales celulares (Collins et al,
2014).
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Tabla 4-8. Migraciéon y adhesiéon en células normales en presencia de lectinas

Tipo celular o

Conc.

Lectina Especificidad* Efecto Método Ref.
estructura (ug/mL)
. . Microscopia
Man/Glc: No promueve Queratinocitos fluorescencia; Saravan et
ConA ' formacion de humanos de cdrnea 25 video; sustrato: al. 2009
GNzMans lamelipodia (HCLE) fibronectina- :
colageno
LDG-I Man/Glc/ Inhibe migracién Qeuei(rjaét:nmoiggts)s 15-925 Ensayo Presente
Oligomandésidos celular hurﬁanos HaCat ’ rasgufio trabajo
Promueve
migracion celular Queratinocitos
LDG-II NeuAa2,3Gal/ a 6.25- 25 yg/mL epidérmicos 15-95 Ensayo Presente
GalB1,3GalNaca/ Lac No influye sobre hunl?anos HaCat : rasgufio trabajo
la migracion a
1.5 pg/mL.
] . Microscopia
No promueve Queratinocitos fluorescencia; Saravan et
LGALS1 LacNAc/Lac formacion de humanos de cornea 25 video; sustrato: |~ " 50q
|ame||pod|a (HCLE) fibronectina- ’
colageno
Q i it Ensayo i |
LGALS1 LacNAc/Lac ibe migraci _Jueratinocitos _rasgurio; Klima et al,
Inhibe migracion epidérmicos porcinos 100 tripsinizacion; 2009
sustrato: placa
Queratinocitos de ]
Poli-LacNAc/ Promueve prepucio neonatal 'mgg;‘:sp?:f Liu etal
LGALS3 | NeuAa2,3-poli-LacNAc/ migracién celular hum_ano.y 15 Sustrato- placa 2012
LacNAc/Lac/ queratinocitos y colageno
epidérmicos murinos
Poli-LacNAc/ Estimula hu?nl;i?s“gg(r:rl;ﬁes Ensayo Kariya et al
LGALS3 | NeuAa2,3-poli-LacNAc/ ey : . 6.3 rasgufio, Ao
migracion celular inmortalizados | 2010
LacNAc/Lac/ magenes
(HNIK)
Queratinocitos
Promueve humanos de cdrnea
Poli-LacNAc/ formacion de inmortalizados ﬂMicroscopi_a <
H H H H uorescencia; aravan et
LGALS3 NeuAa2,3-poli-LacNAc/ Igmellp_odla y (HCITE), culltlvo 5-100 video: sustrato: al, 2009
LacNAc/Lac/ filopodia con primario de células fibronectina-
maximo a 25 epiteliales de cérnea colageno
pg/mL y queratinocitos
humanos Hacat
. . . Microscopia
Poli-LacNAc/ Promueve Queratinocitos fluorescencia; Saravan et
LGALS3 | NeuAa2,3-poli-LacNAc/ miaracion humanos de cérnea 25 video; sustrato: al, 2009
LacNAc/Lac/ 9 (HCLE) fibronectina-
colageno
Poli-LacNAc/ Inhibe adhesion hu%g?]?smr:gﬁrl:]?les ELISA, Kari |
LGALS3 | NeuAa2,3-poli-LacNAc/ . . 30-50 Sustrato: arlya etal,
celular inmortalizados ini 2010
LacNAc/Lac/ laminina
(HNIK)
Microscopia
Promueve Queratinocitos fluorescencia; Saravan et
LGALS7 LacNAc-Lac formacion de humanos de cérnea 25 video; sustrato: al. 2009
lamelipodia (HCLE) fibronectina- ’
colageno
N Queratinocitos Microscopia
0 promueve humanos de cornea fluorescencia; S ¢
LGALS8 | Fuca1,2(Gala1,3)LacNAc formacion de 25 video; sustrato: :Ira;’ggge
lamelipodia (HCLE) fioronectina- '
colageno
Modula la
H-tipo ll/LacNAc/ migracion celular Queratinocitos Sen Presente
LGL-II GalB1,3GalNAca/ de manera no epidérmicos 15-6.25 rasgufio trabajo

GalNAca/Lac

proporcional a la
concentracion.

humanos HaCat




136

Estudio del efecto de lectinas vegetales sobre los procesos de migracion
y proliferacion celular en queratinocitos epidérmicos

Promueve la
migracién a 3.12
pg/mL > 6.25
pg/mL; e inhibe
la migracion a
1.5 pg/mL.
Queratinocitos ﬂMimSCOpia
No promueve uorescencia;
PNA Galp1,3GalNaca/ forrgacién de humanos de cérnea 25 video; sustrato; | Soravan et
GalB1,3Gal lamelipodia (HCLE) fibronectings al, 2009
colageno
. . Microscopia
No promueve Queratinocitos fluorescencia; s .
RCA R-Galp1,4GIcNAc-R formacion de humanos de cornea 25 sustrato: Zf a:&?:
lamelipodia (HCLE) fibronectina- '
colageno
Queratinocitos Microscopia
No promueve fluorescencia;
WGA NeuAa2,3Gal-R/ forrgacic’;n de humanos de cérnea 25 video; sustrato: Saravan et
HexNAcB1,4-R . : L al, 2009
lamelipodia (HCLE) fibronectina:
colageno
Plumieri Inhibe 50% unién Laminina 332 ELISA para de Santana
: : unién de -
_betina Tetramanan ($1,4) de integrina (encontradg en.MEC 0.014 integrina a Evangelista
a3p1 de queratinocitos) lectina etal, 2009

Abreviacion/descripcién. Igual que en Tabla de viabilidad o proliferacion. MEC: matriz extracellular.

5. Discusion general

La interaccién de las lectinas con estructuras glicosidicas en la superficie de las células o en la
matriz extracelular (MEC) puede inducir distintas respuestas celulares. Lo anterior concuerda con el
hecho que células de diferentes organismos u origen tisular pueden expresar glicoconjugados de
MEC o glicoreceptores de membrana que presentan glicotopes especificos y en diferente
proporcion, obteniéndose asi un glicofenotipo celular particular que podria interactuar con un grupo
determinado de lectinas (Radhakrishnan et al, 2014; Lima et al, 2013, Méhul et al, 2003).

Se han realizado aproximaciones para definir el tipo de glicosilaciéon y, algunas veces, los
glicotopes especificos, presentes en glicoconjugados celulares, incluyendo aquellos presentes en
la piel humana (Anexos XIV y XV), y glicotopes que tienen un papel en proliferacion o migracion en
queratinocitos y otros tipos celulares (Holikova et al, 2002; Kariya et al, 2010; Lima et al, 2013;
Méhul et al, 2003; Radhakrishnan et al, 2014; Saravanan et al, 2009; Zhao et al, 2006). A su vez,
lectinas de diferente origen han sido caracterizadas en diversos grados de detalle con respecto a
su estructura y funcion, y a los grupos especificos de los residuos de carbohidratos que pueden
reconocer en los glicoconjugados, probando posibles ligandos naturales o aquellos que estan
disponibles comercialmente (Iskratsch et al, 2009; Maupin et al, 2012).

Los efectos negativos de la lectina LDG-I sobre los procesos de proliferacion y la migracion de los
queratinocitos epidérmicos puede deberse a la interaccion simultdnea de esta lectina tipo | con
varios glicanos tanto activadores como supresores de la actividad del receptor EGFR como de las
integrinas, y también con moléculas de la MEC; y el conjunto de todas las interacciones podria
impedir la proliferacion, la adhesion y la migracion celular en queratinocitos. Mientras que, los
efectos proliferativos y migratorios de las lectinas LDG-Il y LGL-Il, pueden relacionarse con el
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hecho de que esas lectinas tipo Il son mas especificas (al interatuar con menor ndmero de
glicanos), y ademas, que LGL-Il pueda interactuar con poli-LacNAc (interaccion activadora), y que
LDG-Il pueda inhibir glicolipidos supresores como el GM3 sialilado en enlace 02,3, o interactuar
con el glicotope Ta presente en algunas integrinas.

Los glicanos que presentan poli-LacNAc en receptores celulares son un ligando comun de lectinas
gue pueden promover la migracién y la proliferacion en queratinocitos, como el caso de LGL-Il y la
LGALS3 de origen mamifero. Las vias MAPK y PI3K/AKT que inician con la activacion del EGFR,
controlan la proliferacion, supervivencia y diferenciacion; y pueden actuar como una red de
sefalizacién interconectada ejerciendo efectos cooperativos o0 antagonicos dependiendo del
estimulo externo (Fig. 4-32). Este receptor puede ser modulado por LGALS3 (Liu et al., 2012;
Kariya et al., 2010; Saravan et al., 2009; Friedrichs et al., 2008); y también se ha observado
expresion de Akt fosforilada (pAkt) en lisados de células HaCat que fueron cultivadas en presencia
de LGALS3 (Patruno et al, 2015). En los lisados de queratinocitos HaCat cultivados en presencia
de LDG-Il y LGL-Il se observé efecto proliferativo, y también la inmunodeteccién del EGFR tanto a
nivel basal como fosforilado, lo que indicaria que la interaccion de éstas lectinas vegetales con
glicanos de la superficie de los queratinocitos conllevan a la activacion del receptor.

O EGF, VEGF,
l PDGF, IGF

0 O ) Receptor tyrosine kinases
35X£5653§66565666566650000000655666666665
..““um”m.‘ VATATATATATATATAYATATAYAYATARALARRLER LR LA RARATAYAYATAAVAYATVATAY,

—> (Ras
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oy .
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Cell growth, proliferation and survival

Figura 4-30. Vias de sefalizacion proliferativa en mamiferos. Vias PISK/AKT/mMTOR y Ras/MEK/ERK.
EGF: factor de crecimiento epidérmico; VEGF: factores de crecimiento vascular endotelial; PDGF: factor de
crecimiento derivado de plaquetas; IGF: factor de crecimiento insulina like; PI3K: fosfatidil inositol 3 quinasa;
MTOR: molécula blanco de rapamicina. Recuperado de http://www.discoverymedicine.com/Gulden-
Menderes/files/2016/05/discovery_medicine_no_116.

Por otro lado, los ligandos de receptores proteina quinasa (e.g. EGF, HGF, FGF) son reguladores
positivos de la reepitelizacion, iniciando la migracion y proliferacion en los queratinocitos (Koivisto
et al, 2006), entonces el efecto proliferativo y migratorio de la LGL-Il, en ciertas concentraciones,
también se puede correlacionar con el aumento en el EGF en sobrenadantes de células HaCat
cultivadas en presencia de esta lectina. Las Integrinas 1 actuan mancomunadamente con EGF
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para regular la migracion de queratinocitos sobre componentes de la MEC a través de las vias PI3K
y MEK/ERK (Watson et al, 2009). Es interesante notar que las lectinas que promueven la secrecion
de factores de crecimiento difieren entre si en su especificidad por carbohidratos, y que esas
mismas lectinas pueden promover o no la produccion de diferentes factores de crecimiento o la
ocurrencia de diferentes procesos celulares. Por ejemplo, la baja adhesion celular a las lectinas
JAC y WGA inmovilizadas no se correlaciona con la habilidad de estas lectinas de inducir la
produccién del factor de crecimiento VEGF-C en células MDA-MB-231 (Timoshenko et al, 2010).
De igual manera, la baja produccion de EGF en células HaCat cultivadas en presencia de la lectina
LDG-II no se correlacion6 con la habilidad de la lectina de promover proliferaciéon y migracion en
esta linea celular. Esto evidencia que diferentes glicotopes pueden ser responsables de la
adhesion celular y de la modulacién de factores de crecimiento en el mismo tipo celular. Por otro
lado, la variedad de ligandos de LDG-I que eventualmente puedan estar presentes en la superficie
de queratinocitos podria conllevar a efectos opuestos que en sumatoria se inclinan hacia la
inhibiciéon de la proliferacion y la migracidén en este tipo celular.

5.1. Redes de interacciones en queratinocitos en presencia de lectinas extracelulares

Relacionando las especificidades de las tres lectinas vegetales ensayadas y de la LGALS3, con sus
respectivos efectos sobre los procesos de proliferacion y migracién en queratinocitos epidérmicos,
y con las funciones reportadas para ciertos glicotopes presentes en glicoproteinas de membrana de
gueratinocitos como el EGFR vy las integrinas a331 y a6p4, y en el gangliésido GM3; asi como con
la funcién de la neuraminidasa NEUl humana en la membrana; se propusieron redes de
interacciones moleculares que pueden ser reforzadas o atenuadas por la presencia de lectinas
exdégenas en queratinocitos, la mayoria de las cuales inician con la interaccion de las lectinas con
glicoconjugados con los que pueden interactuar en la superficie celular. Las interacciones en estas
redes son del tipo proteina-carbohidrato de glicoproteina; proteina-carbohidrato de glicolipido y
carbohidrato-carbohidrato.

En las interacciones dadas en presencia de lectinas se observd que uno de los mayores centros de
actividad (hubs), por el cuales se transmite la informacién mas relevante en los queratinocitos (Fig.
4-31), estuvo representado en el nlcleo por la quinasa activada por mitbgenos MAPK1/3, que es
un cuello de botella para la generacion de redes, dado que cuenta con sustratos tanto en el nicleo
como en citosol; entre sus sustratos de fosforilacion en el nlcleo para queratinocitos estan
reportados los factores de transcripcion CREB, ELK1, ATF-1 y FOS; y la quinasa a5 de la proteina
ribosomal S6 (RPS6KAS); y en el citosol la quinasa a1 de la proteina ribosomal S6 (RPS6KA1) y el
factor 1 liberador del nucleétido guanina Ras-especifico (RASGRF1); mientras que inhibe a la
proteina apoptotica BCL2L11 y al supresor de tumor TSC2. Asi mismo, MAPK1/3 es fosforilada por
la quinasa MAP2K1/2, e inhibida por las fosfatasas DUSP1 y DUSP6. En la membrana, los hubs
son el EGFR y la integrina B4 (ITGB4); receptores que poseen en su estructura mayor nimero de
glicotopes activadores o supresores de la actividad, algunos de los cuales pueden ser ligandos de
las lectinas estudiadas.
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Figura 4-31. Mayores centros de actividad (hubs) y sus
funciones asociadas en queratinocitos
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Nodo enlazante de proliferacion y
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La lectina LGL-Il podria tener una interaccién directa de con los receptores a través del glicotope
activador LacNAc expuesta, mientras que LDG-I y LDG-II pueden unir glicotopes diferentes. Los
efectos proliferativos y migratorios funcionales observados en los queratinocitos cultivados en
presencia de LGL-Il en las dosis bajas (1, 5 — 6,25 pg/mL) se correlacionan con la activacion del
EGFR y la secrecion del EGF, en proporciones del doble de la activacion y la secrecién observadas
en presencia de la demas lectinas. Los picos en la activacion del EGFR se observaron a los 10 min
con LGL-Il, a los 5 min con LDG-Il y a los 30 min con LGALSS3, lo cual podria llevar a proponer un
efecto complementario entre la LGL-1l y la LGALS3 enddgena que impide una caida rapida en la
activacion del receptor, como si ocurre con la LDG-II que activé el receptor a los 5 min pero luego,
la activacion disminuy6 rapidamente en el tiempo. El efecto complementario se propone por la
especificidad alta de LGL-Il y LGALS3 por LacNAc expuesta, pudiendo ambas interactuar con
EGFR e integrina p4; mientras que, el efecto proliferativo y migratorio de la LDG-II en dosis entre 1,
5 —25 ug/mL, pudo deberse a la activacion indirecta del receptor a través de la uniéon de LDG-II al
GM3 sialilado, inhibidor del EGFR, aunque también a través de las integrinas y de otros receptores
de los que aun no se tiene informacion completa del tipo de glicosilacion.
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Figura 4-32. Redes de interacciones segun localizacidon, dependientes de las lectinas generados
usando la herramienta bioinformatica Cytoscape.

En la Fig. 4-33 se observan las redes de interconecciones moleculares en presencia de LGL-IIl. El
nédulo enlace entre los procesos de proliferacion y migracion celular, con los procesos de
transcripcion y la traduccion en queratinocitos, esta representado por la HRAS GTPasa, el efector
de intercambiadores y adaptadores relacionados con el EGFR y con la ITGB4, y del adaptador
BCARL1 en las adhesiones focales; y por el otro lado, HRAS interviene en la activacion de AKT a
través de la quinasa protooncogenica RAF1 y de la proteina quinasa dependiente de fosfoinositoles
PDPK1.
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La cicatrizaciébn de heridas cutdneas es un proceso complejo, en el que la promocién de la
migracion y la proliferacién de queratinocitos en la periferia de la herida son pasos necesarios para
el cierre rapido de la herida. Se ha observado que la via de sefializacién de PI3K-Akt-mTOR puede
representar un componente clave del proceso de curacion cutdnea normal. La activacion de la via
PI3K-AKT aumenta la tasa de cierre de la herida en funcion de la activacion de mTOR (Squarize et
al, 2010).

Durante la cicatrizacion normal de las heridas cutaneas, la proliferacion y la migracion de
queratinocitos epidérmicos son promovidas por la formacién de redes en la superficie celular entre
lectinas con especificidad por B-galactésidos, con glicanos de receptores como el EGFR e
integrinas. La ocurrencia de dichos procesos es relevante durante la reepitelizacion de la piel, la
cual ocurre reconstituyendo la epidermis durante la fase proliferativa de la cicatrizacion (Guo et al.,
2010; Pastar et al.,, 2014); e igualmente se han observado in vitro usando diferentes tipos de
queratinocitos. La tasa de reepitelizacion normal es lenta, lo que conlleva a una formacion de
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barrera cutanea tardia y a una mayor oportunidad de ocurrencia de infecciones. En la mayoria de
los casos, las fallas en la reepitelizacion son atribuidas a una reduccion en el potencial de las
células epiteliales de migrar a través del lecho de la herida (Bielefeld et al., 2013). Se ha observado
que la reepitelizacion de heridas aumenta en presencia de LGALS3 exdgena (10 pg/mL, 43%), en
comparacion con las heridas sin LGALS3 exdgena (Panjwani et al., 2014).

El presente trabajo representa la primera vez que se reportan efectos proliferativos y migratorios de
lectinas tipo Il de la tribu Diocleae con especificidad por galactosidos; asi como inhibicion de la
migracion celular por la lectina LDG-I con especificidad por mandsidos y otros glicotopes, en
queratinocitos HaCat. Las lectinas LDG-Il y LGL-1l son moléculas con actividad potencial durante la
reepitelizacién cutanea por presentar efectos tanto proliferativos como migratorios en queratinocitos
epidérmicos, pudiendo asi complementar la actividad de LGALS3, y aumentar la tasa de cierre
durante la reepitelizacion de las heridas cutaneas. Futuros estudios son necesarios para comprobar
el efecto de estas dos lectinas vegetales tipo Il de la Tribu Dioclea (Familia Fabaceae) en heridas
cutaneas in vivo.

6. Conclusiones

El flujo metodolégico de purificacion propuesto nos permitié separar las dos lectinas presentes en
las semillas de las dos especies estudiadas, Dioclea grandiflora y Galactia lindenii, mediante una
cromatografia de intercambio i6énico sobre DEAE del extracto de cada especie, y posterior
cromatografia de afinidad para cada lectina.

Durante el proceso de extraccion se debe tener en cuenta la cantidad de harina, la proporciéon de
buffer y el pH 7.2 para obtener mejores rendimientos de extraccion y titulos especificos en la
obtencién de la lectina de G. lindenii de tipo Il (LGL-I).

La lectina de Dioclea grandiflora de tipo | (LDG-l) pierde actividad durante el proceso de
liofilizacion, por esta razén, durante las etapas de purificacion se debe evitar este proceso para
concentrarla.

La estructura terciaria de la LGL-II in silico tiene 16 hebras B organizadas de forma antiparalela
formando un barril-B, y ocho bucles flexibles que forman la superficie de union al ligando, el
plegamiento es tipo Leguminosa; las mejores interacciones se dieron con el determinante de tipo H-
2 y el disacarido 11 (LacNAc Il), y se encontré que se presenta una frecuencia alta de residuos de
aminoacidos polares y basicos en el sitio de reconocimiento carbohidrato-proteina, tales como Asn
> Ser > Arg.

LDG-I y LDG-II reconocen glicoconjugados que contengan acido sialico terminal en enlace a2,3.
LDG-II fue la mas especifica sobre el glicotope T en cluster; mientras que la LGL-Il cuando Gal y

GIcNAc estan unidos por un enlace B1,4; ademas de una mayor diversidad de estructuras
glicosidicas.
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LGL-II aglutina eritrocitos O > T > Tn > B > rata, A, mientras que no aglutina eritrocitos de oveja,
vaca, caballo, ni perro. LDG-II aglutina T >> cerdo, mientras que no aglutina eritrocitos ABO, ni de
oveja. La LDG-I aglutina eritrocitos de caballo > conejo, perro > cerdo, T, Tn > A, B =2 oveja > O.

Las tres lectinas mostraron interaccién con el anticuerpo anti-HRP (LGL-1l > LDG-Il > LDG-I)
indicando la presencia de glicanos con el nucleo a1,3-Fuc en la estructura de las lectinas. Hasta la
fecha no se habia detectado glicosilacién en la lectina LDG-I, sin embargo, los resultados de su
interaccion con el anticuerpo anti-HRP indicaria que podria contar glucanos en su estructura,
aungue en menor cantidad que los encontrados en las lectinas tipo |l.

Las lectinas LDG-Il y LGL-Il, con especificidad por ciertos galactésidos, mostraron efectos tanto
proliferativo como migratorio en los queratinocitos (1.5 — 25 ug/mL, dependiendo del proceso y de
la lectina).

El efecto migratorio de LDG-Il y LGL-ll fue inhibido por la presencia de lactosa, indicando la
dependencia de reconocimiento de carbohidratos en el proceso.

LDG-I con especificidad por manédsidos y otros glicotopes, mostré efecto proliferativo solo a la
menor concentracion probada (1.5 pug/mL) e inhibié la migracion de los queratinocitos epidérmicos
HaCat en todas las condiciones ensayadas.

Los efectos sobre la proliferacion y migracion de las lectinas se correlacionan con la especificidad
de sus glicotopes ligandos.

LDG-Il y LGL-Il interactian con menor nimero de estructuras glicosidicas que la LDG-I.

De las tres lectinas, LGL-Il interactua directamente con el glicotope LacNAc expuesta, glicotope
activador de proliferacién y migracion celular, presente en EGFR e integrinas.

La presencia de LGL-Il en cultivos de queratinocitos promovié un aumento significativo (= 2x) en la
concentracion del factor EGF.

LDG-Il y LGL-II no interactiian con el trimandsido expuesto, ni con GIcNAc terminal o con el nuicleo
a1,6-Fuc, glicotopes que estan presentes en la estructura de los receptores de membrana.

LDG-I puede interactuar con glicoformas tanto supresoras (NeuAca2,3 terminal y GIcNAc 31,4
terminal biseccionada), como activadoras (nucleo a1,6-Fuc y GIcNAc en ramificaciones 31,6) de la
actividad del EGFR y de la integrina B4; y con oligomandsidos presentes en la laminina 332;
interacciones simultaneas que pueden conllevar a rigidez de los receptores impidiendo su actividad
en proliferacion, adhesion y migracion, y a saturacion de los sitios de unién proporcional a la
concentracion de la lectina.

En las redes de interacciones moleculares del tipo proteina-carbohidrato de glicoproteina; proteina-
carbohidrato de glicolipido y carbohidrato-carbohidrato, propuestas para los queratinocitos
epidérmicos humanos en presencia de lectinas, los mayores centros de actividad en la membrana
fueron el EGFR y la integrina B4 (ITGB4); y en el nucleo fue la quinasa activada por mitégenos
MAPK1/3.
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El ndédulo enlace de los procesos de proliferacion y migracién celular, con los procesos de
transcripcion y la traduccion en queratinocitos, estuvo representado por la HRAS GTPasa, el
efector de intercambiadores y adaptadores relacionados con receptores de membrana y con
adhesiones focales; asi como actor en la activacion de la via de supervivencia celular concertada
por AKT.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo representan una primera aproximacion a la
elucidacion de los mecanismos moleculares por los cuales lectinas vegetales, con determinada
especificidad de ligando, pueden modular dichos procesos en queratinocitos, potencializando o
disminuyendo el efecto de lectinas enddgenas; y aportan a la busqueda de moléculas activas con
potencial cicatrizante de lesiones cutaneas.

7. Anexos

Anexo |. Reaccion de oxidacién de fenoles catalizada por polifenoloxidasas.
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Las quinonas formadas por la oxidacién de fenoles pueden unirse de forma covalente a grupos activos como sulfidrilo e
imino en las proteinas de la planta y a aminoacidos libres, formando complejos proteina-fenol que pueden reducir la
solubilidad y la estabilidad de las proteinas, o causar pérdida completa de la actividad debido a precipitacion o inhibicién
(Van Driessche et al., 1984). Las quinonas pueden condensarse produciendo pigmentos de color café. La tioUrea
remueve de manera eficiente y en un rango de pH amplio (3 — 9.6), los cationes de cobre de las polifenoloxidasas (PPO)
vegetales, inhibiendo asi dichas enzimas y evitando la conversion de polifenoles a quinonas. La tiodrea no afecta
proteinas que contengan cisteina, triptéfano o Tyr, residuos cuyos espectros de absorcion pueden experimentar cambios
con el uso de otros inhibidores de fenoloxidasas, tales como el metabisulfito de sodio (Na2S20s), el cual afecta el
triptéfano y ademas inhibié la actividad eritroaglutinante de la lectina del tubérculo de tomate al ser usado durante la
extraccion y didlisis; o el dietilditiocarbamato (DIECA) que afecta cisteina y cistina (Van Driessche et al, 1984) y redujo
apreciablemente la actividad lectina LSBo de Salvia bogotensis (Vega & Pérez G, 2006). Igualmente, en ensayos
preliminares Almanza et al. (2004) y Vega & Pérez G (2006) observaron disminucion en los titulos de aglutinacién de los
extractos de semillas de G. lindenii y S. bogotensis, respectivamente, cuando se realizé la extraccion en presencia del
agente que precipita polifenoles, polivinilpolipirrolidona (PVPP). La pérdida de actividad lectina en presencia de PVPP se
atribuye a la adsorcion de las proteinas sobre la PVPP. El acido ascérbico exdégeno redujo la actividad LSBo y no
disminuyd los pigmentos del extracto, mientras que este agente si disminuy6 la actividad PPO en lechuga (Landi et al,
2013). Imagen adaptada de Queiroz et al 2008 y Lee et al, 2009.
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Anexo Il. Activacion de Sepharose por divinil sulfona (DVS)
o) O
I
-OH + CH2=CH-S_CH=CH2  ——— -O-CHz-CHz-ﬁ-CH=CH2

I
0 O

La DVS reacciona con la matriz de Sepharose 4B (polimero polihidroxilado de agarosa al 4%) para dar lugar
a divinil DVS-agarosa activada. Este polimero intermedio es atacado por grupos nucledfilos como los
hidroxilos presentes en la lactosa. Ref: Hermanson et al, 1992.

Inicialmente, se tomaron 10 mL de Sepharose 4B resuspendida en metanol 5%. Con ayuda de un
embudo y una bomba de vacio, el soporte se lavé con 100 mL de agua desionizada y se equilibré
con 100 mL de carbonato de sodio 0.5 M, pH 11. El gel se resuspendié en 10 mL de la misma
solucion. Luego, en cabina de extraccion, al gel en agitacion muy suave se le adicion gota a gota
1.5 mL de DVS, y la mezcla se dejo a temperatura ambiente durante 2 h. Para eliminar la DVS se
realizaron lavados con agua desionizada (100 mL) y posteriormente con carbonato de sodio 0.5 M
(100 mL). El soporte activado se resuspendié en 10 mL de carbonato de sodio 0.5 M que contenia
Lac 0.3 M y se dejo en agitacion suave durante 24 h, con el fin de que se realizara el acople.
Finalmente, el soporte se lavd con agua desionizada (200 mL), y en cabina de extraccion, el gel se
resuspendié en 10 mL de carbonato de sodio 0.5 M que contenia 0.5 mL de B-mercaptoetanol, con
el fin de bloquear los grupos activados residuales. La mezcla se dejo reaccionar durante 2 h a
temperatura ambiente con agitaciéon muy suave. El gel acoplado se lavé con agua desionizada (200
mL) seguido de una solucion de NaCl 0.1 M (200 mL), se equilibr6 en PBS pH 7.2-7.4 y se empac6
en una columna con capacidad para 10 mL.

Anexo lll. Reaccién del acido biscinconinico (BCA) con el ion cuproso

Cul+

Sal sédica de BCA Reaccion BCA-Cobre

El principio de la cuantificacion de proteina por el método del acido bicinconinico (BCA) se basa en la
reduccion del Cu*2 a Cu*® por las proteinas, en condiciones alcalinas (reacciéon de Biuret), y la formacién de
color parpura por la quelacion de dos moléculas de BCA por una del ion Cu*! (Smith et al., 1985).
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Anexo IV. Preparacion de buffer PBS con iones

Con el fin de evitar que el PBS en presencia de cationes divalentes se precipite cuando se
refrigera, se preparan las soluciones A 10Xy B 10X, que se diluyen y se mezclan al momento del
ensayo:

Por 1 L de cada soluciéon 10X:

Solucién A 10X:
174 mM Na;HPO, ... 23.43 g
35 mM NaH:PO; .... 4.83 g

Soluciéon B 10X:
50mMCaCl;...7.2 g

35 mMKCI... 2,6 g

50 mM MnCl ... 6,3 g
1370 mM de NaCl ...80 g

En el momento del ensayo, tomar 5 mL de la solucién Ay 5 mL de la solucién B, en 40 mL de agua,
para obtener PBS 1X con iones Ca*> y Mn? a 5 mM. No refrigerar. Adaptado de
http://www.protocol-online.org/biology-forums/posts/5075.html.

Anexo V. Biotinilacion de proteinas

Inicialmente, se mezclaron 0.5 mg de sulfo-N-hidroxisuccinimida éster de biotina (sulfo-NHS-LC-
biotina) con 0.5 mg de lectina en PBS 1X (p/p). La mezcla se dej6 interactuar toda la noche a
temperatura ambiente. Luego, se realizaron tres lavados para eliminar la sulfo-NHS-LC-biotina en
exceso, por ultrafiltracion con centrifugacion, usando dispositivos con MW cut off de 10 kDa
(Centricon ®). Todo el procedimiento anterior se realiz6 dos veces durante dos dias seguidos, para
aumentar la eficiencia de marcacion dada la hidrélisis del éster de la biotina.

N,

0
| 0 er-\( : pH 7-9
OH
h\‘[r W +H3h 0

0

0
Reaccidn espontanea de sulfo-N-hidroxisuccinimida ester de biotina con aminas formando enlaces amida.
(Hermanson G. T, 1996).

Para cada lectina biotinilada, sobre una membrana de nitrocelulosa, se sembraron en puntos
separados 5 L de cada dilucién. De igual manera, se sembré un blanco de BSA. Cada membrana
se dej6 en reposo durante 1h a temperatura ambiente. Luego, se realizaron 3 lavados de la
membrana, cada uno de 5 min, usando PBS-Tween 0.1%. La incubacién con estreptavidina
peroxidasa 1:500 en PBS-BSA 1%, se dej6 durante 1h en agitacion suave a temperatura ambiente.
Después de cinco lavados, se realizé el revelado usando una solucion de 0.5 mg/mL de DAB en
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PBS y, 10 puL de H.O, al 30% (frio). La reaccion se detuvo con agua desionizada una vez
aparecieron los puntos de color café sobre la membrana, y ésta se dejd secar sobre papel
absorbente. El conjugado estreptavidina peroxidasa fue preparado por acoplamiento de la
estreptavidina (1 mg) a la peroxidasa (5 mg), siguendo la metodologia descrita por Hermanson et
al, 1996.

Anexo VI. Analisis de glicoformas realizados por la Universitat fur Bodenkultur Wien (BOKU)

El andlisis de las glicoformas se realizé en el Laboratorio de Glicobiologia Molecular de la
Universidad BOKU (Viena, Austria) siguiendo una metodologia que fue desarrollada en dicho
laboratorio (Kolarich & Altmann 2000). EI método permite el andlisis de glicoproteinas separadas
por SDS-PAGE, en el cual bandas electroforéticas correspondientes a 4 ug de glicoproteina son
suficientes para permitir la deteccion de las principales especies de los glicanos. Se comienza con
el procedimiento establecido para el mapeo de péptidos por espectrometria de masas. Dichos
péptidos obtenidos por tripsinizacion son subsecuentemente deglicosilados con N-glicosidasa
(Figura 1S). Los oligosacéridos se limpian pasandolos por una columna trifasica (Dowex 50W x 8 +
LiChroprep RP-18 (40-63 um) + AG3) y se analizan por MALDI-MS usando una mezcla de las
matrices acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB), 1-hidroxiisoquinolina (HIC) y arabinosazona (ARA).
Este método ha sido utilizado con varias glicoproteinas vegetales, asi como de invertebrados y
vertebrados (Kolarich & Altmann 2000; Iskratsch et al., 2009).

w OH N-Glycanase
Asn in polypeplide H ?" Asp in polypeptide
| |
0 NH CH; H o o M
" 1 H o \ " |
NH——C-CH, CH + H:0——0 + OH-CCH,-CH
c=0 o s -
¥ " NH T
H L H
CH,

Oligosaccharide-GIcNAc-[}1-N-Asn-peptide
Oligosaccharide-1-amino-GIcNAc Asp-peptide

+ H0
" (l)"
o NH
\0 + 3
HO
W HOH
H -0
CH,

Oligosaccharide-GlcNAc

Figura VI-1. Mecanismo de reaccion de la N-glicosidasa (PNGasa). La PNGasa hidroliza el enlace amida de la -
aspartilglicosilamina 'y  produce glicosilamina, la cual es luego hidrolizada no enzimaticamente
(http://jcggdb.jp/GlycoPOD/protocolShow).



148 Estudio del efecto de lectinas vegetales sobre los procesos de migracion
y proliferacion celular en queratinocitos epidérmicos

En las muestras de transferrina nativa (NeuANeuA) se observa la dominancia de la estructura
biantenaria sialilada (m/z 2245). Usando glicosidasas y glicosiltranferasas como se describe en la
metodologia del Capitulo 2 del presente trabajo, se han obtenido porcentajes de conversion entre
el 50-100% de las diferentes glicoformas de transferrina (Tabla VI-1). En las muestras de fetuina
nativa (F5) se observa dominancia de estructuras triantenarias por MALDI-TOF MS de los N-
glicanos liberados (especies di- y trisialiladas de m/z 2222, 2588 y 2878). En la muestra de
asialofetuina (F4) se comprobo la presencia de un asialoglicano triantenario mayoritario (m/z 2029)
(Figura 2S). En la asialoagalactofetuina (F2) se encontraron estructuras asialogalacto bi- y
triantenarias (M/z 1339 y 1542). En la Tabla 1-2S se presentan datos de MALDI-MS para N-
glicoformas presentes en transferrina o fetuina.

Tabla VI-1. Glicanos de glicoformas de transferrina

Glicoforma m/z Conversioén % Conversion

NeuANeuA 2245 - -

GalGal 1664 NeuANeuA a GalGal 80%
aGalaGal 1987 GalGal a aGalaGal 100%

GnGn 1339 GalGal a GnGn 100%
BGNBGN 1745  GnGn a BGNBGN 100%
GnGnF3 1493 GnGn a GnGnF3 50%

MM 934 GnGn a MM 100%

£ | 20298

z |

=
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E |
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= |

E |
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Figura VI-2. Glicanos de asialofetuina bovina. Las proporciones de las intensidades de los picos en el andlisis de
carbohidratos reflejan la abundancia de los diversos glicanos. Datos de la Universidad BOKU.
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Tabla VI-2. Interpretacion de datos de MALDI-MS para N-glicoformas presentes en
transferrina o fetuina

Composicion molar Promedio de masa
Nombre abreviado .
. calculado de [M+Na]
de estructura de glicano D
Hex | HexNAc | Pen | dHex (Da)
3 2 0 0 MM (Man3) 933.8
4 4 0 0 GalGn (GalGal sin un.re5|duo de 1502.4
galactosa terminal)
5 4 0 0 GalGal 1664.5
F4 triantenaria sin un residuo de
5 4 0 0 galactosa terminal 1867.7
5 5 0 0 F4 triantenaria 2029.8
5 5 + un §1C|do F5 triantenaria con un solo NeuAc 23430
sialico terminal

Abreviaciones de nombres de los glicanos estan explicadas en el Capitulo 3. Datos de la Universidad BOKU.

Anexo VII. Reconocimiento de glicoformas por lectina RCA-I

LectinaRCA-I (control interno, presente trabajo):

NeuA Gal Gn BGN aGal MM
- - . . L ]

..

GnF6 F2 F3 Fa F5

LectinaRCA-I (Iskratschetal, 2009):

Fz2 F3 F4 F5 Gal Gn PBGN aGM aGal Mewd
L ] L] L ] & ] " F L | .

Reconocimiento de glicoformas por lectina RCA-I por medio de ensayos dotblot. Arriba: ensayo de control interno
de reconocimiento por lectina RCA-I realizado en el presente trabajo en condiciones similares a las de Iskratsch et al.
(2009). Abajo: reconocimiento de glicoformas por RCA-I realizado por Iskratsch et al. La descripcién de las glicoformas es
la detallada en la Fig. 3-5 del presente trabajo. Nota: aGN es una glicoforma usada por Iskratsch et al., pero no durante el
presente trabajo. NeuA corresponde a transferrina nativa con glicanos biantenarios con residuos terminales de acido
acetilneuraminico en enlace 02,6 con galactosa (Siaa2,6 en Fig. 3-7 presente trabajo).
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Anexo VIII. Principio del ensayo de viabilidad celular usando colorante MTT

MTT Formazan
g
N e, NADH
/N >
< | - , L
\— EL NPT ) \\NAD' | N
d U N
ok}
5 f’/

CH,

Yellow colour CH,
Purple calour

Las enzimas oxidorreductasas celulares dependientes de NAD(P)H presentes en la mitocondria pueden, bajo condiciones
definidas, reflejar la cantidad de células viables presentes. Estas enzimas reducen el colorante amarillo MTT a formazan
insoluble, purpura. Recuperado de Mosmann, 1983.

Anexo IX. Curva estandar de concentracion de Factor de crecimiento epidérmico (EGF)

1,6

1,2

y=0,0057x+0,0734
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Densidad 6pticaa450 nm
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Para realizar la curva se usaron concentraciones seriadas entre 250 pg/mL y 3.9 pg/mL del EGF recombinante humano y
el control de 0 pg/mL.
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Anexo X. Representacién esquematica de los pasos de migracion celular
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El proceso de migracion celular requiere de la extension de potrusiones celulares (lamelipodia y
filopodia), la interaccion de moléculas superficiales de esas potrusiones con ligandos en la MEC
subyacente para crear adhesiones focales transitorias célula — MEC, la contraccion celular mediada por
actomiosina y la translocacion del cuerpo celular hacia adelante con el desprendimiento concomitante de
las adhesiones en el extremo posterior de la célula. Las integrinas contribuyen a la regulaciéon de la
migracion celular mediando el reconocimiento de moléculas de la MEC que permiten las adhesiones
célula — MEC, y la modulacién de vias de sefializacion intracelular, que conducen a la reorganizacion del
citoesqueleto y la migracion celular (Peplow et al., 2013). Imagen recuperada de Tschumperlin, 2013.
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Anexo Xl. Formacion de filopodios y lamelipodios
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Protuberancias en la membrana celular durante la migracion celular. (a) En el borde delantero de la célula se regula
el remodelamiento y polimerizacion de la actina (mediados por Arp2/3) para impulsar las protrusiones de membrana
(lamelipodia) y el movimiento celular hacia adelante. (b) La polimerizacién lineal de actina conduce a la formacién de
filopodios que exploran el entorno celular. (c) La formacién de filopodios es facilitada por proteinas (eg. IRSp53) que
tubulan la membrana plasmatica, y por la actividad motora de la miosina que dirige la convergencia de fibras de actina en
la periferia celular. Dentro del filopodio, fascina y a-actinina entrecruzan los filamentos de actina, y forminas o Ena/VASP
promueven la elongacién de filamentos de actina. La miosina transporta proteinas hacia las puntas de los filopodia,
incluyendo integrinas, que cumplen un papel en el mantenimiento de los filopodia y sensan el entorno. Recuperado de
Jacquemet et al, 2015. Este proceso requiere de la GTPasa pequefia Racl, del regulador de polaridad celular Par3 y el
fosfatidilinositol (3,4,5)-trisfosfato (PIP3). Las fuerzas de traccion filopodiales se generan por una combinacion del flujo
retrégrado de actina y el agrupamiento helicoidal de filamentos de actina dentro del eje de filopodio (Jacquemet et al,
2015). En queratinocitos se ha observado que La fosforilacion de la subunidad B4 promueve el desensamble de los
hemidesmosomas y la traslocacion de la integrina a6B4 hacia los lamelipodios, donde ayuda a estabilizar estas
estructuras (Wilhelmsen et al, 2006).
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Anexo XIl. Formaciéon de adhesiones entre célulay proteinas de la MEC
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Las adhesiones a través de integrinas conectan el sustrato con la actina y generan sefiales reguladoras de Rho
GTPasas y migracion celular. La coneccion estructural a la actina esta mediada por talina, vinculina y a-actinina. La
sefializacion esta mediada por complejos de adhesion. El modulo paxillina/quinasa de adhesiones focales FAK modula y
se conecta con factores de intercambio de guanina (GEFs) que a su vez modulan las actividades Rac y Rho, las cuales a
su vez regulan las actividades del complejo Arp2/3 y de la miosina Il. Las fuerzas de contraccion generadas por las
proteinas motoras de miosina Il se coordinan con la polimerizacion de la actina en el borde delantero durante la
migracion. En células epiteliales, la miosina Il promueve el movimiento retrégrado de filamentos de actina alejandolos de
la zona activa de polimerizacion de actina en el lamelipodio. Este flujo retrogrado puede reducir la tasa de protrusién neta.
Las fuerzas tanto del flujo retrégrado como de la polimerizacion de la actina pueden "dirigirse" hacia el sustrato a través
de las adhesiones basadas en integrinas unidas a los filamentos de actina, lo cual mejora la velocidad de protrusion,
porque la fuerza total de la polimerizacion de la actina actla en las adhesiones y la membrana en el borde delantero de la
celula migrante. La actividad de la miosina Il es modulada por fosforilacion de su cadena ligera reguladora de la miosina
(RLC), y su ensamblaje en filamentos se regula por fosforilacién de su cadena pesada. Entre las quinasas que pueden
fosforilar la RLC estan la quinasa de cadena ligera de miosina (MLCK) y la proteina quinasa asociada a Rho (ROCK); la
miosina fosfatasa hidroliza el fosfato. Recuperado de Devreotes & Horwitz, 2015.
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Anexo XIIl. Estructuras de adhesiones focales y de hemidesmosomas.

Focal Adhesion Hemidesmosome

Intermediate
filaments

() Actin
A filaments

Las adhesiones focales (FAs) conectan la MEC a los filamentos de actina. Las integrinas se unen a proteinas
de la MEC via su dominio extracelular, y a proteinas intracelulares (talina, quinasa de adhesiones focales
FAK, p130Cas y vinculina) para formar las FAs. La talina une las B-integrinas a los filamentos de actina. La
fuerza de traccién en las FAs causa la exposicion del sitio de unién a la vinculina de la talina por cambios
conformacionales, lo que resulta en el aumento de la asociaciéon de la vinculina-talina y la unién de los
filamentos de actina -FAs. Los hemidesmosomas conectan la MEC a filamentos de queratina. La integrina
a6B4 se une MEC via su dominio extracelular, y a la plectina via su dominio citoplasmico. En la epidermis, el
colageno XVII también se une a la MEC via su dominio extracelular, y a BPAG1 via su dominio citoplasmico.
Plectina y BPAG1 unen a la integrina a6B4 y al colageno XVII a los filamentos intermedios de queratina,
respectivamente. Ambos complejos de adhesion pueden interactuar con moléculas de la MEC como
laminina, colageno IV, nidogen y perlecan. Recuperado de Ohashi et al, 2017.
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Anexo XIV. Glicofenotipo de la piel humana sana.
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ID de la estructura

Representaciéon de los glicanos méas abundantes en la piel humana (N-glicanos arriba; O-glicanos abajo) apartir de
biopsias de 14 pacientes sanos. ID: nimero de identificacion del glicano. El cuadrado blanco en cada panel muestra la
posicion de los tipos de enlace en las estructuras. Recuperado de Mdginger et al, 2018.

Moginger et al (2018) investigaron la glicosilacion en biopsias de piel humana usando
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas y electroforesis en gel capilar con
deteccion de fluorescencia inducida por laser, identificando 107 estructuras en el N-glicoma de la
piel humana sana, el cual esta dominado por N-glicanos biantenarios de tipo complejo (82%) que
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exhiben niveles similares de sialilacion a2,3 y a2,6 (Panel A). Cuando esta presente, la fucosa en
enlace a1,6 esta unida al nucleo de los N-glicanos. Los componentes menores del N-glicoma de la
piel son de los tipos oligomandsido (5%), hibrido (3%), biseccionado (2,6%) y paucimanosido
(1,4%). El O-glicoma es mucho menos diverso mostrando solo 13 estructuras diferentes a partir de
los nucleos 1 o 2, los cuales pueden contener desde cero hasta tres residuos de acido sialico, y
una pequena proporcidn posee fucosa unida en enlace a1,2 (Panel B). Las estructuras ID5, ID3 e
ID12 representan mas del 60% de los O-glicanos de la piel humana sana. En carcinomas de piel se
han observado cambios en la glicosilacién, como por ejemplo, aumentos en la proporcion de N-
oligomanosidos y de O-glicanos del nucleo tipo 2 (Mdginger et al, 2018).
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Anexo XV. Algunas lectinas que interactian con las diferentes capas de la epidermis *

Capade la epidermis

Lectina Especificidad
PHA-L N-glicanos tri- 0 tetraantenarios con ramificaciones 31,6
BS I GIcNAC

WGA NeuAa2,3Gal-R; HexNAcB1,4-R

Estratos corneo PWM GIcNACc[(B1,4)GIcNACc)]5; [GalBl,4GIcNAc]2
y lucido
RCA R’-GalB1,4GIcNAc-R; Gala/f
SBA (a,B)GalNAc/Gal
SNA NeuAa2,6Gal-R; NeuNAca2,6GalNAc
UEAI a-Fuc; L-Fucal,2GalB1,4GIcNAcB1,6
Con A Oligomanosidos; GNz2Mans; a-Man; a-Glc;
RCA R’-GalB1,4GIcNAc-R; Gala/f
Estratos espinoso HPA a-GalNAc -R/Ser/Thr
y granuloso SBA (a,B)GalNAc/Gal
PNA Galp1,3GalNAc
SNA NeuAa2,6Gal-R; NeuNAca2,6GalNAc
GNA a-Man
PHA-L N-glicanos tri- o tetraantenarios con ramificaciones 1,6
Estrato basal PWM GIcNAc [(B1,4)GIcNAC)]-5; [GalB1,4GIcNAc]2
RCA R’-GalB1,4GIcNAc-R; Gala/f
SNA NeuAa2,6Gal-R; NeuNAca2,6GalNAc

* BS IlI: lectina 1l de Bandeiraea simplicifolia; ConA: lectina tipo | de Canavalia ensiformis; GNA: lectina de Galanthus
nivalis; HPA: lectina de Helix pomiata (caracol); PHA-L: lectina de Phaseolus vulgaris (leucoaglutinina); PNA: lectina de
Arachis hypogaea (mani); PWM: lectina de Phytolacca americana RCA: lectina | de Ricinus communis; SNA: lectina de
Sambucus nigra; SBA: lectina de soya; UEA: lectina de Ulex Europaeus; WGA: lectina de germen de trigo. Man: manosa,;
Glc: glucosa; Gal: galactosa, GalNAc: N-acetilgalactosamina; GIcNAc: N-acetilglucosamina; Galf1,4GIcNAc: N-
acetilllactosamina; NeuA: acido sidlico; GN:2Mans: pentasacarido complejo biantenario
GlcNacB1,2Mana1,6(GlcNacB1,2Mana1,3)Man. Tabla a partir de datos de Méhul, 2003, y especificidades refinadas de
algunas lectinas son las reportadas en Iskratsch et al, 2009 y Maupin et al, 2012.

Usando lectinas comerciales marcadas con fluoresceina se identificaron carbohidratos presentes
en las capas de la epidermis humana. RCA-1 y SNA, con especificidad por R’-GalB1,4GIcNAc-R y
NeuAa2,6Gal-R, respectivamente, interactian con todas las capas de la epidermis. En la epidermis
humana la N,N-diacetilactosadiamina (LacdiNAc; GalNAcB1,4GIcNAc) es uno de los glicotopes con
mayor expresion, y N-glicanos oligomandsidos se encuentran en mayor proporcion en la epidermis
gue en la dermis (Uematsu et al, 2009).
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Anexo XVI. Reaccion de la a1,6-fucosiltranferasa sobre N-glicanos.

Sustrato

GlcNAcp1-2Manat
Manp1-4GlcNAcf1-4GIcNAc-Asn
GlcNAcpi-2Manod ¢

__(GDP= Fucosa

al,6-Fucosiltransferasa (FUT8) 'HE:__; GDP
Producto
Fuca1 \
GleNAcp1-2Manad

6
Manp1-4GlcNAcB1-4GlcNAc-Asn-
GlcNAcp1-2Manat 7

Recuperado de Matsumoto et al, 2008.
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