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ABREVIATURAS

AHE: Actividad hemaglutinante especifica
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GalNAc: N-Acetilgalactosamina
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GlcNAc: N-Acetilglucosamina

HAG: Hemaglutinacién
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LMW: Marcador de bajo peso molecular
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ManNAc: N-Acetilmanosamina
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OGS: Oligosacaridos

PBS: Buffer fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

SBA: Lectina de soja

SSU: Subunidad pequena

WGA: Lectina de germen de trigo



RESUMEN

Las lectinas son proteinas que poseen al menos un dominio con un sitio de
uniéon a carbohidratos, por medio del cual interaccionan especifica y
reversiblemente con glicocompuestos. Son consideradas proteinas ubicuas,
presentes en todos los organismos: se han identificado lectinas de origen
vegetal, animal, viral, bacteriano y fingico.

El reconocimiento lectina-carbohidrato permite su uso en muy diversas
aplicaciones. En particular, se han realizado estudios de la actividad
antimicrobiana de algunas lectinas fingicas para el control de crecimiento de
bacterias y hongos. La actividad antibacteriana ocurriria a través de la
interaccidon de la lectina con componentes de la pared celular bacteriana
incluyendo acidos teicoico y teicurdnico, peptidoglicanos y lipopolisacaridos.
En el caso de hongos, la inhibicion del crecimiento puede ocurrir a través de
la unién de la lectina a las hifas, resultando en una pobre absorcion de los
nutrientes, asi como por interferencia del proceso de germinacion de esporas.

En el trabajo a presentar se prepararon extractos acuosos a partir de frutos
de Cayaponia martiana (tayuya), una especie vegetal nativa de nuestro pais,
y a partir de harina de origen comercial de porotos de soja (Glycine max). Se
purificaron las lectinas de estas especies por cromatografia de afinidad.

Se prepararon también extractos fiingicos a partir de hongos aislados de
la Antartida y se identificaron molecularmente las cepas en las que se detectd
presencia de lectinas. Se determind especificidad de unién a carbohidratos y
se purificO mediante cromatografia de intercambio idnico la lectina de
Penicillium sp., la cepa que presenté la mayor actividad especifica.

Se evalu6 el potencial antimicrobiano de las lectinas purificadas, frente a
distintos microorganismos, mediante ensayos de determinacién de la
Concentracion Inhibitoria Minima. Como resultado se obtuvo que la lectina de
C. martiana inhibe el crecimiento de Fusarium graminearum en
concentraciones superiores a 10.8 pg/mlL, y de Penicillium expansum y
Pseudomonas aeruginosa en concentraciones mayores a 5.4 pg/mkL. La lectina
de Penicillium sp. fue capaz de inhibir el crecimiento de Aspergillus niger en
concentraciones superiores a 100 pg/mL, mientras que la lectina de soja no
inhibi6 el crecimiento de ninguno de los microorganismos evaluados.

Palabras clave: Lectinas, Antimicrobianos, Glycine max, Cayaponia martiana,
Hongos filamentosos, Antartida.



1.INTRODUCCION

1.1. Importancia de la Dbusqueda de nuevos
antimicrobianos:

Alo largo de los siglos, las enfermedades infecciosas continuan siendo una de
las principales causas de muerte y morbilidad a nivel mundial (Jandu et al. 2017).
Muchas bacterias tienen gran relevancia médica porque causan infecciones graves
en humanos, tales como meningitis, endocarditis, gastroenteritis e infecciones del
tracto urinario (Procépio et al. 2017).

El descubrimiento de los antibidticos en 1930 revolucion6 la medicina y cambid
radicalmente el tratamiento de estas enfermedades, resultando en un marcado
aumento de la esperanza y de la calidad de vida (Jandu et al. 2017). En la actualidad
se utilizan agentes antimicrobianos para tratar enfermedades causadas por
bacterias y hongos, y estos tratamientos han reducido de manera significativa la tasa
de mortalidad asociada a estas infecciones tanto en humanos como en animales
(Lagarda-Diaz et al. 2017).

Sin embargo, el uso indebido de antibioticos ha llevado a un aumento en los
reportes de resistencia antimicrobiana debido a la presién selectiva que favorece a
las cepas resistentes (Procopio etal. 2017). Las cepas de microorganismos
resistentes que emergen constantemente debido al uso indiscriminado de
sustancias antimicrobianas en medicina, agricultura y veterinaria generan gran
preocupacion a la comunidad cientifica por las serias infecciones que pueden causar
(Lagarda-Diaz et al. 2017). Los nuevos mecanismos de resistencia que desarrollan
los microorganismos se esparcen ampliamente, amenazando nuestra capacidad de
tratar las numerosas enfermedades infecciosas y aumentando la cantidad de
infecciones intrahospitalarias (Iordache et al. 2015).

La resistencia a microbianos es un fenémeno genético que resulta en una
reduccion de la efectividad de las terapias con drogas, y puede ser causada por
mutaciones durante el proceso de reproduccion del microorganismo, o por genes
importados que se adquieren por mecanismos de transduccidn, conjugacion y
transformacion (Lagarda-Diaz et al. 2017). El hecho de que los microorganismos
sean capaces de adquirir resistencia a drogas por estos mecanismos reduce
criticamente la utilidad de los antibidticos, que no son eficientes para el tratamiento
de cepas con resistencia a multiples drogas (Jandu et al. 2017).

Por estos motivos, existe un creciente interés por desarrollar nuevas estrategias
para inhibir el crecimiento y la supervivencia de microorganismos basandose en la
evaluaciéon de nuevas fuentes de compuestos naturales como alternativas a las
drogas disponibles comercialmente que puedan ser usados independientemente o
en conjunto con antibidticos para incrementar su eficacia (Procépio etal. 2017;
Lagarda-Diaz et al. 2017).



Las lectinas cumplen un rol fundamental en la glicobiologia, donde se las usa
como herramientas para la identificacidn y purificacion de carbohidratos complejos
y glicoconjugados, y también se ha demostrado que median diversas funciones
biolégicas, como citotoxicidad, activaciéon del sistema del complemento en
inmunidad innata, comunicacién célula-célula y patégeno-hospedero y sefializacién
intercelular. Mas recientemente, se ha desarrollado un gran interés por la aplicaciéon
de las lectinas en medicina y agricultura, debido a su potencial antiparasitario y
antimicrobiano. El descubrimiento de lectinas con actividad antimicrobiana podria
aplicarse a terapias antibidticas para incrementar su efectividad (Ilordache etal.
2015).

1.2. Caracteristicas y propiedades de las lectinas:

Existe un importante grupo de proteinas que poseen la habilidad de
interaccionar especifica y reversiblemente con diversas biomoléculas; ejemplos
conocidos son las enzimas, que se unen a sus sustratos e inhibidores, los anticuerpos,
que se unen a sus antigenos y un tercer ejemplo lo constituyen las lectinas, proteinas
con especiales propiedades de unidén a diferentes carbohidratos. A través de estas
propiedades, posen la capacidad de aglutinar células y precipitar polisacaridos y
glicoproteinas. Ello se debe a que la mayoria de estas proteinas tienen al menos dos
sitios de uniéon a carbohidratos (son polivalentes), lo que les permite formar
entramados entre macromoléculas que contienen carbohidratos o entre células al
interaccionar con carbohidratos de la superficie celular. No obstante, se han descrito
lectinas monomeéricas y con un unico sitio de union a carbohidratos, que por lo tanto
no son capaces de aglutinar células (Sharon y Lis 2007).

Las lectinas se definen entonces como un grupo complejo de proteinas y
glicoproteinas de origen no inmune (para distinguirlas de anticuerpos especificos
para carbohidratos) que poseen al menos un dominio no catalitico al que se unen
reversible y especificamente monosacaridos, oligosacaridos y glicoconjugados
como glicoproteinas, proteoglicanos, glicosoaminoglicanos y glucolipidos (Gupta
2012). Para diferenciarlas de enzimas especificas de carbohidratos como las
quinasas, glicosidasas y transferasas, también se definié a las lectinas como
proteinas de union a carbohidratos que no modifican al carbohidrato al que se unen
(Sharon y Lis 2007).

El término “lectina” deriva del latin legere, que significa seleccionar, elegir o
distinguir (Peumans y Van Damme 1995). Estas proteinas también han sido
llamadas aglutininas o hemaglutininas por su capacidad de aglutinar glébulos rojos,
y fitohemaglutininas, por su origen inicialmente atribuido al reino vegetal. Se las
encuentra como mondémeros, homo y heterodimeros, asi como homo y
heterotetrameros, y estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza (De Oliveira
Dias et al. 2015).

La primera caracterizacion de una lectina se le atribuye a Peter Hermann
Stillmark en su tesis doctoral de 1888 en la Universidad de Dorpat (Gupta 2012).
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Aunque fueron descubiertas en primera instancia hace mas de 100 afios en plantas,
se las considera proteinas ubicuas, ya que en la actualidad se las ha encontrado en
la gran mayoria de los organismos: virus, bacterias, animales, plantas y hongos
(Sharon 2008).

Las lectinas tienen un tamafio muy variable, entre 60 y 400 kDa (O’Neill et al.
2010). Sin embargo, se han descrito algunos péptidos antimicrobianos que
presentan la habilidad de reconocer y unirse a carbohidratos y también se los ha
llegado a considerar lectinas (De Oliveira Dias et al. 2015).

Las estructuras de muchas lectinas vegetales han sido dilucidadas, siendo las
lectinas de leguminosas las mas ampliamente estudiadas. Estas lectinas son
abundantes en semillas y forman un grupo de proteinas con una gran homologia, lo
que influye en gran medida sus blancos de reconocimiento (Lagarda-Diaz etal.
2017). Se ensamblan dando una configuracién en barril § compacta, que carece de
a-hélices. Estas estructuras cristalinas han permitido una comprensién mas
detallada de las interacciones atémicas entre carbohidratos y proteinas (Gupta
2012).

De los cientos de carbohidratos presentes en la naturaleza, la gran mayoria de
las lectinas reconocen algunos pocos, entre ellos glucosa (Glc), galactosa (Gal), N-
acetilglucosamina (GIcNAc), N-acetilgalactosamina (GalNAc), fucosa y algunos tipos
de acidos sialicos, en particular el mas conocido el acido N-acetilneuraminico
(Neu5NAc), asi como a un gran numero de oligosacaridos presentes en
glicoconjugados (Sharon y Lis 2007).

Estos carbohidratos estan presentes tanto en la superficie como en el interior
de las células. En la matriz extracelular forman, por ejemplo, una gran y compleja
red de polisacaridos y proteoglicanos: en plantas, los polisacaridos son el principal
componente de la pared celular y en animales, los proteoglicanos estan compuestos
por glucosaminoglicanos no ramificadas de 70 a 200 monosacaridos,
covalentemente unidas a un nucleo proteico pequefio. Tanto en plantas como
animales, los carbohidratos también estan presentes en glicoconjugados como
glicoproteinas y glicolipidos (Bellande et al. 2017). Para manejar esta complejidad
de carbohidratos, las lectinas exhiben mecanismos moleculares variados que les
aportan una gran diversidad y selectividad para el reconocimiento de aztcares.

Los sitios de union a carbohidratos de las lectinas se encuentran en los llamados
dominios de reconocimiento de carbohidratos (CRD), que estan altamente
conservados en cada tipo de lectina. Ademas del CRD, la especificidad de unién
ocurre por medio de una serie de interacciones débiles (Peumans y Van Damme
1998). El carbohidrato se une a la proteina principalmente a través de enlaces de
hidrégeno, participando también en menor medida fuerzas de Van der Waals e
interacciones hidrofébicas. En algunas lectinas, la coordinacion con iones metalicos
también contribuye a la union (De Oliveira Dias et al. 2015). Modificaciones en estas
interacciones afectan la especificidad y asi, la sustitucién de un inico aminoacido en
el sitio de unién puede resultar en un marcado cambio en la especificidad.



Los sitios de unién de las lectinas contienen residuos polares que forman
enlaces de hidrogeno con los abundantes grupos hidroxilos de los carbohidratos.
Las cadenas laterales aromaticas de residuos de tript6fano, tirosina y fenilalanina
también tienen un rol importante al apilar las caras hidrofébicas de los
carbohidratos. lones de calcio y magnesio en los sitios de unién intervienen a
menudo en enlaces de coordinacidn con el carbohidrato (Bellande et al. 2017).

La alta selectividad y diversidad de las lectinas se logran a través de sitios
secundarios extendidos que fortalecen los contactos con oligosacaridos o
glicoconjugados. La extensidn de los sitios de unién es a menudo Unica para cada
lectina. Incluso combinados, estos enlaces aportan una débil afinidad por el ligando,
en el rango milimolar. Sin embargo, se logra una afinidad fuerte (de micro a
nanomolar) con interacciones multivalentes. Tanto los sitios de unién a
carbohidrato como los ligandos pueden ser multivalentes gracias a las estructuras
ramificadas o formacion de clusteres de polisacaridos en la superficie celular. La
multivalencia de los sitios de unién a carbohidrato puede resultar por la asociacién
de dos o mas dominios de lectina en una tnica proteina, o por la oligomerizacién de
proteinas monovalentes. Existen muchos reportes de dimerizacién y
tetramerizacion de lectinas (Bellande et al. 2017).

1.3. Clasificacion:

Seglin su estructura, las lectinas vegetales se pueden clasificar como
merolectinas, hololectinas, superlectinas o chimerolectinas.

Las merolectinas tienen un unico CRD, por lo que no tienen la capacidad de
aglutinar células ni precipitar glicoconjugados (e.g. la heveina proveniente del arbol
del caucho Hevea brasiliensis). Las hololectinas contienen como minimo dos CRD
idénticos. (e.g. SBA, la lectina proveniente de G. max). Dado que estas lectinas se
pueden unir simultaneamente a multiples carbohidratos, se pueden detectar in vitro
con ensayos de aglutinacion de eritrocitos (hemaglutinacion). Las hololectinas
conforman la clase mas amplia de lectinas vegetales. Las superlectinas presentan
también al menos dos CRD, pero en contraste con las hololectinas, estos dominios
no tienen caracteristicas similares. Por lo tanto, las superlectinas pueden reconocer
carbohidratos estructuralmente diferentes (e.g. la lectina del bulbo del tulipan,
TxLCI, que reconoce residuos de N-acetilgalactosamina y manosa). Las
quimerolectinas son proteinas de fusion que presentan dos cadenas no
relacionadas, una de las cuales se une a carbohidratos, mientras que la otra tiene
una actividad biolégica diferente, generalmente catalitica (e.g. proteinas
inactivadoras de ribosomas RIP de tipo 2, como la ricina que contiene una cadena
polipeptidica con actividad N-glicosidasa, y una cadena de uniéon que reconoce
residuos terminales de galactosa) (Ilordache etal. 2015; Peumans y Van Damme
1998; Gupta 2012).



1.4. Roles bioldgicos y aplicaciones:

Como se menciond, las lectinas se unen a oligosacaridos (OGS) especificos
presentes en la superficie celular, la matriz extracelular y en glicoproteinas
secretadas. Estan involucradas en sefializacion intra- e intercelular y pueden actuar
como moléculas de defensa al reconocer carbohidratos con estructuras anémalas o
exodgenas (Gupta 2012). Los carbohidratos en la superficie de una célula se unen a
los sitios de unién de lectinas presentes en la superficie de otra célula. Por ejemplo,
algunas bacterias utilizan lectinas para anclarse a las células del organismo
hospedero durante la infeccidn. Esta union resulta de numerosas interacciones
débiles que se suman para dar lugar a una atraccion fuerte (Gupta 2012).

En animales, las interacciones lectina carbohidrato estan involucradas en la
vectorizacion de los mecanismos de endocitosis y de transporte intracelular de
glicoproteinas, la induccion de la apoptosis en células tumorales, regulacion de la
migracion y adhesion de células bacterianas y el control de los niveles de proteina
en sangre. En el sistema inmune, reconocen carbohidratos que se encuentran
exclusivamente en los patdgenos, o que son inaccesibles en condiciones normales
en la célula hospedera. Los embriones se anclan al endometrio del Gtero por medio
de la L-selectina, una lectina de la familia de las selectinas, que también median la
diapédesis de leucocitos durante el proceso de inflamacion (Gupta 2012). A nivel del
tracto gastrointestinal, E. coli es capaz de residir por medio de lectinas que
reconocen carbohidratos presentes en el intestino. El virus de la influenza contiene
hemaglutininas, que reconoce residuos de &cidos sidlicos en las glicoproteinas
presentes en la superficie de la célula hospedera, lo que facilita el anclaje del virus a
la superficie celular y su subsiguiente entrada a la célula.

En plantas, las lectinas tienen roles de defensa contra bacterias, virus y otros
patégenos (De Oliveira Dias et al. 2015). Se cree que pueden mediar la simbiosis
entre microorganismos fijadores de nitrogeno y leguminosas, un proceso de gran
importancia en la agricultura y el ciclo del nitrégeno. La gran concentracion de
lectinas en las semillas se reduce durante el crecimiento de la planta, lo que sugiere
un rol en la germinacién vegetal, o en la supervivencia de la semilla. Muchas semillas
de leguminosas contienen una alta actividad de lectina y algunas de estas lectinas,
particularmente Concanavalina A (ConA) han sido ampliamente utilizadas como
sistemas modelo para estudiar las bases moleculares del reconocimiento proteico
de carbohidratos, ya que es relativamente facil de obtener y tiene una amplia
variedad de especificidad por azicares (Gupta 2012).

Por otro lado, se ha reportado que la ingesta de ciertas lectinas vegetales tiene
efectos nocivos o toxicos. Dado que muchas lectinas, como las de leguminosas, son
relativamente resistentes a la desnaturalizaciéon por calor y a la digestiéon
proteolitica, el tracto digestivo se encuentra en constante exposicion a las lectinas
bioactivas presentes en vegetales consumidos (Nakata et al. 2017). Una vez alli, gran
parte de las lectinas son capaces de unirse a carbohidratos presentes en las células
del epitelio intestinal. La unién se da principalmente en las células del intestino



delgado, pero también se unen lectinas a lo largo de todo el sistema digestivo, desde
la cavidad oral hasta el colon. Dado que la glicosilacion superficial varia en las
distintas partes del sistema digestivo, la unién no es uniforme, y se observan efectos
regionales selectivos con diferentes lectinas. Entre los efectos adversos que pueden
causar se encuentran reacciones alérgicas (se han encontrado anticuerpos anti-SBA
y anti-WGA en suero humano) y deficiencias nutricionales, generadas por
interferencias en la absorcion de nutrientes como azucares, lipidos y aminoacidos a
lo largo del intestino (Sharon y Lis 2007). Por ejemplo, la SBA puede producir
cambios estructurales en el epitelio intestinal y resistir a la protedlisis. Estos
cambios pueden interferir en el metabolismo intestinal al interrumpir la
continuidad del borde en cepillo y ulceracion de vellosidades de los enterocitos, que
pueden llevar a un incremento en la pérdida del nitrégeno endégeno y a disminucién
de la tasa de crecimiento en animales que las consumen (Douglas etal. 1999).
Experimentos en los que se alimentan insectos con lectinas vegetales confirmaron
que tienen efectos nocivos en las diferentes etapas de su desarrollo (larvas y
adultos): aumentan la mortalidad, retrasan el desarrollo y reducen la fertilidad
(Lagarda-Diaz et al. 2017). Esto confirma que estdn involucradas en mecanismos de
defensa contra el ataque de insectos fit6fagos y animales herbivoros. Existe la teoria
de que estas lectinas cumplen primordialmente funciones de proteina de
almacenamiento, y cuando se las necesita, pueden ser reclutadas para cumplir
propositos defensivos (Van Holle et al. 2017).

En las dltimas décadas se ha prestado mayor atencién a lectinas que se expresan
en menor cantidad y en tejidos como hojas, flores y raices (no de almacenamiento).
Este cambio de foco y la disponibilidad de tecnologias mas avanzadas que permiten
estudiar proteinas poco abundantes han llevado al descubrimiento de varias
lectinas novedosas que no se expresan constitutivamente, sino que se inducen con
tratamientos especificos de factores de estrés bidtico y abiotico. Estos
descubrimientos se dieron a menudo luego de la identificacion de secuencias
génicas con motivos de lectina, seguida de la busqueda de proteinas con actividad
de union a carbohidratos (Van Holle et al. 2017).

Las plantas sintetizan también otras lectinas en pequefias cantidades, cuando
se exponen a situaciones de estrés como sequia, salinidad alta, tratamiento
hormonal, ataques por patdégenos o depredacion. Estas lectinas inducibles se
localizan en el nucleo o el citoplasma. Basandose en estas observaciones, se
desarroll6 el concepto de que las interacciones lectina-carbohidrato en el ntcleo y
el citoplasma juegan un papel importante en la respuesta al estrés en células
vegetales.

En hongos, aunque atn no estan del todo claros, se han propuesto varios roles
fisioldgicos para las lectinas. Funcionan como proteinas de almacenamiento al igual
que las lectinas vegetales e intervienen en el crecimiento, desarrollo y morfogénesis
del hongo, actuando en la formacién del cuerpo fructifero inicial y de estructuras del
micelio que facilitan la invasidon al hospedero por parte de hongos parasiticos.



Ademas permiten la formacién de micorrizas y la asociaciéon a algas y cianobacterias
presentes en liquenes (Khan y Khan 2011; Varrot et al. 2013).

Debido a la toxicidad reportada de lectinas fingicas contra insectos y células de
mamiferos, se ha propuesto también que una de sus funciones sea la de defensa
contra micofagos como moscas y nematodos, los cuales representan una gran
amenaza para los hongos en su habitat natural (Butschi et al. 2010).

De las lectinas flingicas identificadas, 82% provienen de setas, 15% de mohos y
un 3% de levaduras (Nikitina et al. 2017)

En cuanto a las aplicaciones de las lectinas, éstas son capaces de actuar como
poderosos agentes inmunomoduladores, con capacidad de accién tanto en el
sistema inmune innato como en el adaptativo. Modulan la produccién de citoquinas
y otros mediadores de la respuesta inmune (como especies reactivas de oxigeno,
ROS) y pueden por lo tanto mejorar la defensa contra microrganismos (Jandu et al.
2017). En varios casos, la actividad inmunomoduladora de las lectinas vegetales se
asocia con su interaccion con los carbohidratos de los glicoconjugados presentes en
las superficies de las células del sistema inmune. Estas interacciones pueden
resultar en la transduccién de sefiales que desencadenan mecanismos efectores
involucrados en la respuesta contra infecciones de microorganismos. Las lectinas
inmunomoduladoras también son capaces de incrementar la capacidad fagocitica de
las células inmunes en presencia de bacterias (Jandu et al. 2017).

También, lectinas aisladas de algas y cianobacterias han ganado prominencia
recientemente, debido a su afinidad inusualmente alta por carbohidratos y a su
habilidad potencial de inhibir la infeccion del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH-1) al interactuar con la glicoproteina gp120, que forma parte de la envoltura
del virus. MVL, la lectina de la cianobacteria Microcystis viridis, es un ejemplo de
estas lectinas (Gupta 2012).

A nivel clinico, las lectinas se pueden utilizar para identificar glicolipidos y
glicoproteinas presentes en los eritrocitos, y determinar el grupo sanguineo de un
individuo; las lectinas vegetales aisladas de Erythrina velutina interactian
especificamente con los grupos sanguineos A, B y O, mientras que lectinas de
Calpumea aurea, Dolichos biflorus y Sophora japonica se unen a eritrocitos de los
grupos A y B. Otros grupos sanguineos también pueden ser diferenciados por
lectinas vegetales. Por ejemplo, la lectina aislada de Iris amara presenta afinidad por
el grupo M, y las de Bauhinia purpurea y Vicia graminae tienen especificidad por el
grupo N (Chen et al. 2018).

Las lectinas son también ampliamente utilizadas como herramientas en
investigacion, en la deteccion, identificacidon y evaluacion funcional de distintos
glicoconjugados. Para estos propdsitos se utilizan tanto lectinas solubles, como
inmovilizadas en diferentes tipos de soportes.

Dado que parte de nuestro interés se centra en la evaluacion de la actividad
antimicrobiana que desarrollan algunas lectinas, a continuacién se mencionaran
algunos antecedentes de este tema.
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1.4.1. Actividad antimicrobiana:

Las lectinas vegetales descritas con actividad antibacteriana interactiian con
peptidoglicanos, lipopolisacaridos u otras moléculas presentes en las paredes
celulares bacterianas, interfiriendo con el crecimiento y la viabilidad celular y
bloqueando los sitios de interacciéon con células del hospedero, previniendo la
infeccion (Procopio et al. 2017). Estudios de microscopia electrénica han revelado
que el tratamiento con lectina de Araucaria angustifolia promueve alteraciones
morfologicas como la formacién de poros en las membranas de bacterias Gram-
positivas y formacién de burbujas en las paredes celulares de bacterias Gram-
negativas (Lagarda-Diaz etal. 2017). La lectina de Indigofera heterantha, una
leguminosa nativa del Himalaya, exhibié un efecto antibacterial significativo sobre
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, y Bacillus subtilis
(Iordache et al. 2015). En este caso, el efecto antibacteriano de la lectina también fue
significativamente mayor contra las bacterias Gram-positivas. Se propuso que los
altos niveles de peptidoglicanos presentes en la envoltura de estas bacterias podrian
estar relacionados con el mayor efecto inhibitorio de las lectinas respecto a las
Gram-negativas (Costa etal. 2010). StL-20, purificada a partir de Solanum
tuberosum exhibi6 actividad antibacteriana contra E. coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella enteritidis y Shigella boydii (Hasan et al. 2014). Las hojas de Calliandra
surinamensis, una planta ornamental nativa de Brasil y Surinam, contienen una
lectina (CasuL) con actividad citotéxica contra células tumorales, actividad
bacteriostatica contra S. aureus y Staphylococcus saprophyticus, y actividad
antifingica contra Candida krusei (Procopio et al. 2017).

A pesar del considerable numero de lectinas vegetales que han sido
caracterizadas, solo una fraccion de las mismas ha presentado efectos antifiingicos
contra hongos filamentosos. Dado que las lectinas vegetales no pueden penetrar la
pared celular ni la membrana para alcanzar el citoplasma fungico, la inhibicién
directa del crecimiento es poco probable. De todas maneras, se producen respuestas
indirectas debido a que la unién de lectinas a quitina u otros polisacaridos en la
superficie de los hongos puede afectar la supervivencia de estos (Lagarda-Diaz et al.
2017). La unién de lectinas a las hifas puede resultar en inhibicién del crecimiento
fingico como resultado de una absorcion pobre de los nutrientes y a interferencias
con el proceso de germinacién de esporas. También pueden causar diferentes
cambios morfologicos que vuelven a los hongos mas vulnerables a distintas
situaciones de estrés. Por ejemplo, en un estudio, la interaccion con lectinas resulto
en hifas inflamadas, vacuolizacion del contenido celular y en un aumento en la lisis
de la pared celular de las hifas, que resulté en cambio en hongos con mayor
susceptibilidad al shock osmotico. Se reporté que la lectina de germen de trigo
(WGA), una lectina con reconocimiento especifico por oligosacaridos de quitina
inhibe el crecimiento de las hifas y la germinacién de esporas al unirse a los
extremos de las hifas de hongos que contienen quitina (van Deenen et al. 2011).

Las lectinas animales también actian en la defensa contra microorganismos.
Estan correlacionadas con la formacion de poros sobre las membranas bacterianas,

11



que llevan a su permeabilizacion. Algunas de estas lectinas reconocen
especificamente bacterias Gram-positivas y no Gram-negativas (De Oliveira Dias
et al. 2015). Durante la infeccién viral, las lectinas actian uniéndose a la particula e
inhibiendo su replicaciéon y detectando algunos de los patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) de los virus (Cherry 2012).

Aunque no se han publicado tantos estudios de actividad antimicrobiana de
lectinas fuingicas, trabajos realizados por nuestro grupo demostraron que la lectina
del hongo Gymnopilus spectabilis presentaba actividad antibacteriana frente a S.
aureus, mientras que la lectina de P. atropurpurascens, una lectina fungica de unién
a quitina, inhibia el crecimiento del hongo A. niger (Alborés et al. 2013, 2014).

En la tabla 1.1 se muestra una recopilacién de algunas de las lectinas para las
cuales se reporta actividad antimicrobiana.

1.5. Aislamiento y purificacion de lectinas:

El ensayo de hemaglutinacion (HAG) es un método simple y sencillo para
estimar en forma semicuantitativa la presencia de actividad de lectina. Este método
clasico permite detectar su presencia en diferentes materiales bioldgicos de partida,
a través de la habilidad de aglutinar diferentes tipos de células y en particular,
glébulos rojos. Mediante ensayos de diluciones seriadas al medio de soluciones de
lectinas en el ensayo de HAG, es posible estimar la actividad de lectina. Como se
ilustra en la figura 1.1 los glébulos rojos aglutinados, forman una malla que cubre
todo el pocillo. Cuando no hay aglutinacion, las células en suspension, sedimentan y
forman un botén en el fondo del pocillo (Sano y Ogawa 2014; Sharon y Lis 2007).

Hemaglutinacién (+) Hemaglutinacién (-)

Bd O // Lectina O
P |

O'Q ™~ Carbohidrato T~ O G

W\\ o //O O

Formacién de Sedimentacién
entramado por gravedad

“Malla" i

“"Botén”

Figura 1.1: Lectinas aglutinando eritrocitos, extraida y modificada de Sano y Ogawa (2014).

Cuando se trabaja con extractos acuosos de materiales biolégicos diversos, es
posible que diferentes componentes puedan causar una HAG inespecifica. De
obtenerse un resultado de HAG positivo y poder asociarlo a la presencia de lectinas,
se debe demostrar que la aglutinacion se debe especificamente a la interaccion
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Origen
Amaranthus viridis

Araucaria
angustifolia
Archidendron
jiringa
Artocarpus
heterophyllus

Artocarpus incisa

Artocarpus
integrifolia
Astragalus
mongholicus
Branchiostoma
Jjaponicum
Bryothamnion
seaforthii
Bryothamnion
triquetrum
Calliandra
surinamensis
Canavalia
boliviana
Cladonia
verticillaris

Curcuma longa
Eriocheir sinensis
Eucheuma serra
Eugenia uniflora
Euphorbia trigona

Galaxaura
marginata

Gastrodia data
Gymnopilus

spectabilis

Hevea brasiliensis

Tabla 1.1: Lectinas con actividad antimicrobiana.

Especificidad
GalNAc, LacNAc,
Fetuina,
Asialofetuina

GlcNAc
Mur, MurNAc
GlcNAc
GlcNAc
GlcNAc

Lac, Gal

Mucina

Mucina

Fetuina
Man

a-1,4-Poligalactésido

Glc

Man, ManNAc

Man

Carbohidratos
complejos

GlcNAc, Gal

Man

o-Man, GlcNAc

Neu5Ac, GIcNAc,
GalNAc, LacNAc

Quitotriosa

Actividad antimicrobiana

B. cinerea, F. oxysporum
Clavibacter michiganensis, Xanthomonas
axonopodis

Bacterias Gram-positivas

B. subtilis, P. aeruginosa, E. coli, S. aureus

Saccharomyces cerevisiae, Fusarium
moniliforme

S. cerevisiae, F. moniliforme

F. oxysporum, B. cinerea, Drechslera
turcica, Colletotrichum sp.

E. coli; S. aureus

Streptoccocus mutans

Streptoccocus sobrinus, Streptococcus
mitis

S. aureus, S. saprophyticus, C. krusei

S. mutans, Streptococcus oralis

E. coli, B. subtilis, E. faecalis

P. aeruginosa, S, aureus, F. oxysporum, B.
subtilis, Corynespora cassiicola, E. coli, C.
albicans, Setosphaeria turcica
S. aureus;

Vibrio parahaemolyticus;
Aeromonas hydrophila

Vibrio vulnificus

B. subtilis, Klebsiella sp., Corynebacterium
bovis, Streptococcus sp., E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus

A. niger, B. cinerea, F. graminearum

Vibrio sp.

B. cinerea, Valsa ambiens, F.
graminearum, Rhizoctonia solani,
Ganoderma lucidum

S. aureus, A. niger

B. cinerea, F. oxysporum, Fusarium
culmorum, Parastagonospora nodorum,
Phycomyces blakesleeanus, Magnaporthe
grisea, Trichoderma hamatum,
Pyrenophora tritici-repentis

Referencia

(Iordache et al.
2015)

(Iordache et al.
2015)
(Iordache et al.
2015)
(Iordache et al.
2015)
(Iordache et al.
2015)
(Tordache et al.
2015)
(Iordache et al.
2015)

(X. Liu et al.
2013)
(Procopio et al.
2017)
(Iordache et al.
2015)
(Procopio et al.
2017)
(Tordache et al.
2015)
(Iordache et al.
2015)

(Iordache et al.
2015)

(Huang et al.
2014)

(Iordache et al.
2015)

(Iordache et al.
2015)

(van Deenen et al.
2011)
(Iordache et al.
2015)

(Tordache et al.
2015)

(Alborés et al.
2013)

(Iordache et al.
2015)

13



Homo sapiens

Ictalurus
punctatus
Indigofera
heterantha

Lathyrus ochrus
Lens culinaris

Marsupenaeus
japonicus

Mus musculus
Myracrodruon

urundeuva

Ophiopogon
japonicus
Opuntia ficus ssp.
indica
Oryza sativa

Phaseolus
vulgaris

Phthirusa pyrifolia

Pisum sativum

Punctularia
atropurpurascens
Schinus
terebinthifolius
Sebastiania
Jjacobinensis
Solanum
integrifolium

Solanum
tuberosum

Triticum aestivum

Triticum vulgaris

Urtica dioica

Vicia faba

-Galactosido
Man
Mur

Mur, MDP

Glc, Man

Gal

GIcNAc

Man

Glc, Man

Neu5Ac

Fru-1,6P

Man

GIcNAc

Quitina
Carbohidratos
commplejos
Quitina

Quitina

Man

GlcNAc, Neu5Ac

GIlcNAc

Neu5Ac, Glc

Listeria monocytogenes, Neisseria
gonorrhoeae

Edwardsiella ictaluri

K. pneumoniae, S. aureus, E. coli, B.
subtilis

B. subtilis, P. aeruginosa, E. coli, S. aureus

S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, E. coli,

Vibrio anguillarum

C. albicans

K. pneumoniae, B. subtilis, E. coli,
Corynebacterium callunae, S. aureus, P.
aeruginosa, Fusarium sp., S. faecalis

R. solani, F. graminearum

C. albicans, Colletotrichum
gloeosporioides, F. oxysporum, F. solani

M. grisea

Sclerotinia sclerotiorum, Cochliobolus
heterostrophus, R. solani, F. graminearum
S. epidermidis, S. faecalis, B. subtilis, K.
pneumoniae, Fusarium lateritium, R.
solani

Trichoderma viride, F. oxysporum, A.
flavus
A. niger
C. albicans, Fusarium sp., Aspergillus sp.

F. moniliforme, F. oxysporum

R. solani

E. coli, L. monocytogenes, S. enteritidis, S.
boydii, Rhizopus sp., Penicillium sp., A.
niger
F. graminearum, Blumeria graminis
P. syringe pv tabaci

S. epidermidis, Streptococcus sp.

S. nodorum, B. cinerea, T. viride, C.
lindemuthianum, P. blakesleeanus, T.
hamatum, Pleospora betae

E. coli, P. aeruginosa

Tabla extraida de Iordache et al. 2015 con modificaciones.

(John et al. 2002)

(H. Zhang et al.
2012)
(Iordache et al.
2015)
(Iordache et al.
2015)
(Iordache et al.
2015)

(Q. Zhang et al.
2014; Xu et al.
2014)
(Jawhara et al.
2008)

(Saetal 2009)

(Tian et al. 2008)

(Iordache et al.
2015)

(X. Chen et al.
2006)
(Iordache et al.
2015)

(Costa etal.
2010)

(Iordache et al.
2015)

(Alborés et al.
2014)
(Tordache et al.
2015)
(Iordache et al.
2015)

( Chen et al.
2018)

(Hasan et al.
2014)
(Maetal. 2010)

(Iordache et al.
2015)

(Tordache et al.
2015)

(Iordache et al.
2015)
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lectina/carbohidrato y para ello, se deben realizar ensayos de inhibicion de
HAG. Estos ensayos permiten determinar la especificidad de la lectina en estudio.

Para determinar las propiedades moleculares es esencial contar con lectinas
purificadas (Nascimento et al. 2012). Uno de los principales avances en el campo de
la purificacion de lectinas se dio con el uso de la cromatografia de afinidad utilizando
geles de dextranos entrecruzados para su captura, descrito por Goldstein y sus
colaboradores en 1965. A partir de estos estudios, la mayoria de las estrategias de
purificacion de lectinas incluyen algiin paso de cromatografia de afinidad, ya sea
mediante precipitacién con polisacaridos (segun la especificidad) o mediante
adsorbentes de afinidad preparados por inmovilizacién covalente de carbohidratos
especificos en diferentes soportes, como Sephadex (dextrano entrecruzado) y
Sepharose (perlas de agarosa) (Nascimento et al. 2012). Los autores realizaron una
revision sobre las metodologias empleadas en la purificacién de lectinas, basada en
la informacién reportada en 46 articulos. En este estudio se reportan porcentajes de
recuperacioén de lectinas (basados en actividad de lectina) que varian notablemente
de una fuente a otra, siendo de 0.002 % para el alga marina Amansia multifida hasta
de 92.5% de recuperacidén para las semillas de Erythrina speciosa.

1.6. Lectinas seleccionadas para el presente trabajo:

En esta Tesina se decidié trabajar con lectinas provenientes de dos diferentes
fuentes: vegetales y flngicas. En el caso de las vegetales, se seleccionaron dos
especies vegetales: Cayaponia martiana y Glycine max. La primera, constituye una
fuente muy interesante ya que se trata de una especie nativa de nuestro pais, y en la
que, en relevamientos previos realizados por el grupo, se detecté actividad HAG (Pla
etal, 2003). En el caso de G. max, se trata de una lectina que ya ha sido ampliamente
estudiada y caracterizada, pero que poco se ha reportado sobre su posible actividad
antimicrobiana. En el caso de lectinas flngicas, se utilizaron hongos filamentosos
provenientes de aislamientos realizados por el grupo, a partir de muestras
colectadas en la Antartida.

1.6.1. Cayaponia martiana:

Cayaponia martiana o tayuya se ha utilizado en la medicina popular como
purgativa, depurativa, en malestares digestivos y renales y en afecciones de la piel.
Es una especie trepadora voluble con zarcillos, con frutos de hasta un centimetro de
diametro con franjas amarillas (Figura 1.2). Es una planta helio6fila que aparece en
formaciones campestres, jardines abandonados y en bordes de matorrales, y es
considerada una especie nativa de nuestra region (Ferreira y Rosa 2009).

En extractos acuosos preparados a partir de hojas de C. martiana se detect6
actividad HAG unicamente frente a eritrocitos de conejo y la actividad fue inhibida
por manosa, galactosa, rafinosa, trehalosa y la glicoproteina fetuina (aislada a partir
de suero fetal bovino). En extractos de frutos de esta planta, también se detectd
actividad HAG frente a gldbulos rojos de conejo y esta actividad fue inhibida por
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fetuina. En cuanto a los niveles de actividad, la actividad hemaglutinante especifica
(AHE) fue 20 veces mayor en el extracto de frutos que en el de hojas (Pla et al. 2003).

Figura 1.2: Muestra de Cayaponia martiana utilizada en este trabajo.

1.6.2. Glycine max:

Glycine max (soja) es uno de los cultivos de leguminosas mas importante a nivel
mundial, para la producciéon de harinas con diversos usos en alimentacién. Las
semillas poseen una lectina (identificada como SBA, del inglés soybean agglutinin)
en altas concentraciones. La SBA es una proteina ampliamente estudiada y su
estructura se encuentra dilucidada: es una lectina tetramérica con especificidad por
Gal y GalNAc, aunque su especificidad por GalNAc es 40 veces mayor que por Gal
(Sharon y Lis 2007). Forma complejos con OGS multiantenarios con residuos
terminales de Gal y GalNAc (Olsen etal. 1997). Se han encontrado varias
aplicaciones potenciales para la misma. Se ha demostrado previamente que la
aglutinacion diferencial con SBA puede concentrar células madre pluripotentes a
partir de médula 6sea en un solo paso, y esta técnica es adecuada para manejar los
grandes volumenes de médula 6sea necesarios para realizar trasplantes (Reisner y
Gan 1985). Asimismo, el marcado con SBA se puede utilizar para predecir la
prognosis de pacientes con cancer gastrico (Koyama et al. 1999). Sin embargo, la
aplicacidn de esta lectina como agente antimicrobiano no habia sido evaluada.

1.6.3. Hongos filamentosos:

El estudio de lectinas vegetales, animales, virales y bacterianas ha sido muy
activo y multifacético, en comparacion con el volumen de trabajos que se han
llevado a cabo con lectinas aisladas a partir de hongos filamentosos (Khan y Khan
2011).

Asimismo, si bien se han realizado estudios de lectinas de la familia LecRLK
provenientes de musgos antarticos (S. Liu et al. 2017), y de lectinas provenientes de
varias especies de algas de origen antartico (Souza y Teixeira 2009), no se
encuentran hasta la fecha reportes de caracterizacién de lectinas provenientes de
hongos antarticos.
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2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo General:

Producir lectinas a partir de materiales vegetales y flingicos con niveles de
pureza adecuados para evaluar su potencial como agentes antimicrobianos de
importancia tanto en salud humana y animal, como agricola.

2.2. Objetivos especificos:

2.2.1. Preparacion de extractos acuosos de las especies vegetales Cayaponia
martiana y Glycine max y de hongos filamentosos de origen antartico.

2.2.2. Purificacién y produccién de las lectinas a partir de dichos extractos.
2.2.3. Evaluacion de actividad antimicrobiana de estas lectinas frente a

microorganismos referentes, usados en los programas de screening de
patégenos y fitopatégenos.
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3.MATERIALES Y METODOS

3.1. Fuentes de lectinas:

3.1.1. Material vegetal:

Se usaron frutos verdes y frutos maduros provenientes de C. martiana
colectados en la costa atlantica de nuestro pais y también provenientes del Jardin
Botanico de Montevideo. Muestras del material recolectado se identificaron y
depositaron en el herbario de la Facultad de Quimica.

Se us6 también harina de soja (Glycine max) disponible comercialmente en
nuestro pais, como fuente de lectina.

3.1.2. Material fungico:
3.1.2.1. Colecta de muestras:

En febrero de 2017 se recolectaron muestras de madera en la isla Rey Jorge, la
mayor de las islas Shetland del Sur, en donde se encuentra la Base Cientifica
Antartica Artigas (Fig. 3.1). Las muestras se recolectaron en las zonas préoximas a la
base y fueron conservadas en placas cerradas y en frio hasta su arribo a Montevideo.
El material fingico utilizado fue aislado de estas muestras.

ado por el autor entre el 24/02/2017 y el 03/03/2017.

Figura 3.1: Muestreo en la isla Rey Jorge realiz

3.1.2.2. Aislamiento de hongos:

Se colocaron 3 fragmentos pequefios de cada muestra de madera en placas de
Petri con medio Agar dicloran-rosa de Bengala-cloranfenicol (DRBC proveniente de
Merck KGaA, Alemania), un medio selectivo para hongos y levaduras que inhibe el
crecimiento de bacterias y de mohos de rapido crecimiento, y se incubaron a 20°C
hasta observar crecimiento de micelio. Tomando como indculo el micelio de cada
hongo morfolégicamente diferenciable (no esporulado), se realiz6 la resiembra en
placas con medio Agar patata-glucosa (PDA, Merck KGaA, Alemania). Se incubaron
durante 7 dias a 20°C. Se realizd la siembra en tubos de PDA de aquellos hongos que
fueron aislados en placa, se incubaron a 20°C hasta observar crecimiento del micelio
y se conservaron a 4°C.
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3.1.2.3. Identificacion molecular de hongos:

Para la extraccion de ADN gendmico de 3 cepas se partio del micelio crecido en
placa de PDA, raspando con una espatula estéril. Se coloc6 el micelio en tubos y se
les agregd perlas de vidrio y 500 pL de buffer de lisis con 3% de bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB), 150 mM Tris-HCl pH 8, suplementado con 2.6 M NaCl y
2 mM EDTA. Los tubos fueron agitados en Vortex por 1 minuto a maxima potencia
para liberar el contenido celular al medio (etapa de lisis). Se centrifug6 a 1200 rpm
por 30 segundos para separar los restos del material celular en el fondo del tubo
(precipitado). Se paso6 el sobrenadante a tubos limpios que luego fueron incubados
durante 20 minutos a 65°C en bafo termostatizado. Para la etapa de purificacion del
ADN se agreg6 a los tubos 500 uL de una mezcla de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25:24:1), se agitaron manualmente y se centrifugaron por 7 minutos a
10000 rpm. Se transfiri6 la fase acuosa (sobrenadante) conteniendo el ADN,
evitando perturbar la interfase, a nuevos tubos. Se adicioné isopropanol frio en
cantidad aproximadamente igual al volumen de lisado para precipitar el ADN. Se
incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 15000 rpm
durante 7 minutos. Se retir6 cuidadosamente el isopropanol y se lavé el pellet de
ADN con 500 pL de 70% etanol frio, se resuspendié suavemente y se centrifugé (3
minutos a 15000 rpm). Se retird el etanol y se secé el pellet en estufa a 37°C durante
15 minutos. Por ultimo, se resuspendio el pellet en 100 pL de agua MilliQ estéril.

A partir del ADN gendémico obtenido se amplific6 por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) de la secuencia ITS1/ITS2 (Internal Transcribed Spacer)
utilizando los primers Forward ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) y Reverse
ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3").

La PCR se realiz6 en un sistema de reaccion conteniendo 2.5 pL de buffer 10X
(Tiangen Biotech co. Ltd., China), 1.5 puL de solucién de MgCl 25 mM (Tiangen
Biotech co. Ltd., China), 16.3 pL. de agua miliQ, 2.5 pL. de dNTPs 2 mM (Thermo Fisher
Scientific Inc., USA), 0.5 pL de cada primer y 0.2 pL de Taq polimerasa (Tiangen
Biotech co. Ltd., China), y 1 pL de ADN (25 pL totales).

La reaccion se hizo en un termociclador MultiGene™ Mini Personal Thermal
Cycler (Labnet International, Inc., USA), con 1 ciclo de desnaturalizacién inicial a
94°C durante 5 minutos. Luego se realizaron 30 ciclos de 94°C durante 1 minuto,
alineamiento a 55°C por 1 minuto y extensién a 72°C durante 3 minutos. Por dltimo,
se realizo un paso de elongacidn final a 72°C durante 7 minutos.

Se evalu¢ la calidad del ADN gendmico y de los fragmentos de PCR por corrida
electroforética en gel de agarosa 0.8% (Amresco, USA) en buffer Tris/Borato/EDTA
(TBE) 0.5X. Se sembraron las muestras con buffer de carga Loading Dye 6X (Thermo
Scientific, USA) y con GelRED™ 3X (Biotum Inc., USA) para la visualizacién post-
corrida. Se realizo la corrida a 100 V constantes, y se revelo el gel bajo lampara UV.

Los amplicones se secuenciaron en Macrogen, Inc. (Corea del Sur) y las
secuencias obtenidas se compararon con las depositadas en la base de datos de
GeneBank.
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3.2. Preparacion de extractos acuosos:

3.2.1. Extractos a partir de material vegetal:
Se prepararon extractos acuosos a partir de frutos verdes (151 g) y frutos
maduros (190 g) provenientes de C. martiana (Figura 3.2) y de harina preparada a
partir de porotos de soja (G. max) de origen comercial (77.28 g).
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Flgura 3.2: Frutos maduros (lzqulerda) y verdes (derecha) de C. martmna, selecc1onados para este
trabajo.

Los extractos de frutos verdes y maduros de C. martiana se prepararon
mediante extraccidon con buffer PBS pH 7.4 durante 2 horas a 4°C, centrifugacién a
9000 rpm durante 30 minutos a 4°C y separacion del sobrenadante. A partir del
mismo se concentraron las proteinas solubles mediante precipitaciéon con solucién
saturada 50 % de sulfato de amonio, centrifugaciéon a 9000 rpm durante 20 minutos
a 4°C y resuspension en buffer PBS del precipitado, como se reporta por Pla et al.
(Pla et al. 2003). El sobrenadante resultante se us6 como material de partida para la
purificacion de la lectina.

Para preparar los extractos de G. max se deslipidiz6 la harina de soja, mediante
agregado de 100 mL de n-hexano por cada 50 g de harina, agitando por 90 minutos
y filtrando rapidamente por papel del filtro. El material retenido en el filtro se dej6
secando a temperatura ambiente por 48 horas. A continuacién, se realizé la
extraccion con 170 mL de 0.15 NaCl durante 2 horas, se centrifugé a 9500 rpm
durante 15 minutos a 4°C y se separ0 el sobrenadante. Luego se realizo la
concentracion de proteinas mediante precipitacion con solucion saturada 80 % de
sulfato de amonio, centrifugacion a 9000 rpm durante 20 minutos a 6°C y
resuspension del precipitado en 0.15 M NaCl. El sobrenadante resultante se usé
como material de partida para la purificacién de la lectina.

3.2.2. Extractos a partir de micelios fangicos:

Se prepararon extractos a partir los micelios de 3 aislamientos de hongos
nombrados como F121,F141y F192 (Fig. 3.3). Estas cepas fueron crecidas en medio
Agar Extracto de Malta, inoculandolos luego en matraces con medio 1.25% Extracto
de Malta e incubandolos a 28°C durante 2 semanas, como se describe en Alborés et
al. (2012). El micelio crecido se filtré y pulverizé mediante el agregado de nitrégeno
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liquido en mortero y se resuspendié en 8 mL de buffer PBS. La suspensién se
centrifug6 a 12000 g durante 30 minutos y se trabajo con los sobrenadantes
limpidos, utilizandose estas soluciones como material de partida para la evaluacién
de actividad de lectina.

Figura 3.3: Aislamiento de las cepas (de izquierda a derecha) F121, 141 y F192.

3.3. Determinacion de la actividad hemaglutinante (HAG):

Se realizaron ensayos de HAG usando glébulos rojos obtenidos a partir de
sangre fresca de rata para las lectinas flngicas y de G. max, y de conejo para la lectina
de C. martiana. La sangre fue recogida con anticoagulante y los eritrocitos se
separaron por centrifugacién a 1500 g por 3 minutos a 4°C. Se lavaron 5 veces con
buffer PBS y se preparé una suspension al 4 % (v/v) de glébulos rojos en PBS.

Los ensayos se realizaron en placas de microtitulaciéon con fondo en U. En cada
pocillo se coloc6 25 pL de 0.15 M NaCl, 25 pL de solucién de seroalbiimina bovina
(BSA) al 1% en 0.15 M NaCl, 25 pL de muestra vegetal o fungica y 25 uL de
suspension de eritrocitos al 4 %. Se mezclé por agitacion suave y se incub6 durante
30 minutos a temperatura ambiente. Se consideraron positivos los pocillos en los
que se observo aglutinacion de los eritrocitos y negativos aquellos en los que se
observo precipitacion facilmente dispersable por agitacion. Como control negativo
se utiliz6 buffer PBS.

Se estimo la actividad HAG mediante ensayos de dilucion seriada al medio, de
la muestra a analizar. Se definié como Unidad de Lectina (UL), el inverso de la mayor
dilucion que dio HAG visible luego de treinta minutos de incubacion (Pla et al. 2003).

Se defini6 actividad HAG especifica (AHE) como el cociente entre el titulo
(UL/ml) y la concentracién de proteinas (mg/ml). El factor de purificacién (FP) para
la lectina se determin6 mediante el cociente entre la AHE posterior y la AHE previa
a la etapa cromatografica correspondiente.

La concentraciéon de proteina se determiné por espectrofotometria UV a 280
nm, y mediante el método del 4cido bicinconinico (BCA) usando BSA como estandar.

3.4. Determinacion de especificidad de lectinas fuingicas:

La misma se realiz6 mediante ensayos de inhibicion de la HAG. El ensayo se
realizé en placas de microtitulacion a las que se agreg6 por triplicado en cada

21



pocillo: 25 pL de extracto fungico en la concentraciéon correspondiente a HAGso%
(definida como la concentracion de muestra previa a la ultima que genero
aglutinacién visible de eritrocitos); 25 pL de BSA al 1% en 0.15 M NaCl; 25 pL de
solucion del carbohidrato a estudiar disuelto en 0.15 M NaCl y 25 pL de suspensiéon
de glébulos rojos al 4 %. En los controles positivos (sin inhibicion de la
hemaglutinacidn) se sustituyo el carbohidrato a estudiar por 0.15 M NaCl. En los
controles negativos (sin hemaglutinacion) se sustituyo el extracto fingico por buffer
PBS.

Se evaluaron los siguientes mono- y disacaridos, en concentraciones 100 mM
en 0.15M NaCl: arabinosa, fructosa, acido galacturdnico, acido glucurénico,
glucosamina, glucosa, glucosa-6-P, ribosa, fucosa, galactosa, galactosilamina,
manosa, metil-D-mandsido, N-acetil-galactosamina, N-acetil-glucosamina, ramnosa,
rafinosa, sorbitol, lactosa, melibiosa y sacarosa. El disacarido N-acetillactosamina se
uso en concentracion 10mM en 0.15M NacCl.

3.5. Purificacion de las lectinas:

3.5.1. Cromatografia de afinidad:

La purificacién de las lectinas de C. martiana y G. max se realiz6 mediante
cromatografia de afinidad en columnas. Los adsorbentes de afinidad (manosil-
Sepharose y galactosil-Sepharose) fueron sintetizados utilizando metodologias ya
reportadas previamente por nuestro grupo (Franco Fraguas etal. 2003; Alborés
etal. 2012; Pla et al. 2003).

Se lavo el soporte Sepharose 4B con 200 mL de agua destilada en placa filtrante
y el liquido residual se retiré con succion suave y 10.0 g de este gel escurrido, se
suspendieron en 9.0 mL de 4M NaOH en un matraz Erlenmeyer de 125 mL. Se agreg6
una punta de espatula de borohidruro de sodio y 5.5 mL de epiclorhidrina y se
verificéd pH en 13-14. Se agit6 la suspension a temperatura ambiente por 90 minutos,
se filtré por placa, se lavé con 2M NaOH y luego agua destilada hasta pH neutro. Se
pesaron 6.0 g de gel escurrido y se suspendid en 6.0 mL de una solucién al 10% de
manosa o galactosa 0.5M NaOH. La suspension se agitdé suavemente overnight a
temperatura ambiente y se lavo en placa filtrante con 0.5 M NaOH. Los grupos
epoxido restantes se bloquearon con (-mercaptoetanol (60 pL en 6 mL de 0.5M
NaOH) por 2 horas a temperatura ambiente. El gel obtenido se lavo con agua
destilada hasta alcanzar un pH neutro y se equilibré con una solucién de 0.15M NaCl.
Se guardo en heladera hasta su uso.

3.5.1.1. Purificacion de lectina de Cayaponia martiana:

Se aplicaron 24 mL de extracto de frutos maduros y 30 mL de extracto de frutos
verdes, a columnas empaquetadas con 7.0 mL de gel manosil-Sepharose, se lavo con
buffer PBS hasta Az2sonm menor a 0.05 y se eluy6 la proteina con metil-manésido 0.1
M en PBS. Se recogieron 5 fracciones de 2 mL.
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3.5.1.2. Purificacion de lectina de Glycine max:

Se aplicaron 20 mL de extracto de harina de porotos de soja a una columna
empaquetada con 4.7 mL de gel galactosil-Sepharose, se lavé con buffer PBS hasta
A28onm menor a 0.05 y se eluy6 con galactosa 0.1 M en PBS. Se recogieron una
fraccion de 2 mL y 2 fracciones de 3 mL.

3.5.2. Cromatografia de intercambio idnico:

Las lectinas fingicas se purificaron por cromatografia de intercambio ionico.

Se aplicaron 5.5 mL de extracto a una columna empaquetada con 2.0 mL de gel
de DEAE-Sepharose, se lavé con PBS pH 7.4 y la elucidn de las proteinas se realizd
primero con el mismo buffer PBS suplementado con 0.5 M NaCl; y posteriormente
se eluyé por cambio de pH, con solucién de buffer 50 mM acetato pH 5.6,
suplementado con 0.5 M NaCl. Se recogieron 4 fracciones de 2 mL en ambos casos y
se evalud la actividad HAG de todas las fracciones recogidas.

3.6. Evaluacion de pureza de las lectinas:

Se realizé6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) utilizando el equipo PhastSystem (Pharmacia,
Suecia) y geles comerciales con gradiente 8-25. A un volumen de 12.8 puL. de muestra
se agregaron 40uL de buffer 10mM Tris/HCI pH 8.0, suplementado con 1 mM EDTA,
2 % SDS y 10% glicerol (sample buffer), 1 uL de f-mercaptoetanol y 1 pL de azul de
bromofenol. Las muestras se hirvieron por 5 minutos en bafio de agua a ebulliciéon y
se enfriaron. Para las lectinas vegetales se us6 como marcador de peso molecular el
Kit de calibracion de bajo peso molecular (LMW, GE Healthcare) con: a-lactalbiimina
(14.4 kDa), inhibidor de tripsina (20.1 kDa), anhidrasa carbénica (30.0 kDa),
ovoalbumina (45.0 kDa), seroalbimina bovina (66.0 kDa) y fosforilasa b (97.0 kDa).
Para las corridas correspondientes a las lectinas fingicas se us6 un Kit alternativo
de LMW (Sigma), que contiene a-lactalbumina (14.4 kDa), inhibidor de tripsina
(20.1 kDa), tripsin6geno de pancreas bovino (24.0 kDa), anhidrasa carbénica (30.0
kDa), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (36.0 kDa), ovoalbimina (45.0 kDa)
y seroalbiimina bovina (66.0 kDa).

Los geles se revelaron por tincion con plata o azul de Coomassie, segun las
especificaciones del fabricante para cada caso.

3.7. Ensayos de actividad antimicrobiana de las lectinas:

Se realizaron los ensayos usando: la lectina de G. max purificada por
cromatografia de afinidad en Gal-Sepharose; la lectina de C. martiana purificada por
cromatografia de afinidad en Man-Sepharose y las lectinas del hongo filamentoso
que presentdé mayor HAG y AHE, purificadas por cromatografia de intercambio
ionico.
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3.7.1. Microorganismos evaluados y condiciones de cultivo:

Para el estudio se seleccionaron distintas especies de bacterias, levaduras y
hongos filamentosos. Los microorganismos evaluados fueron: Acinetobacter
baumanii, Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Xanthomonas vesicatoria, Candida albicans, Aspergillus
flavus, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium graminearum y Penicillium
expansum.

Las bacterias A. baumanii, B. subtilis, E. cloacae, E. faecalis, E. coli, K. pneumoniae,
P. aeruginosa, S. typhimurium, S. aureus y X. vesicatoria fueron cultivadas por 24
horas a 35°C en placa de Agar nutriente (Oxoid LTD., Inglaterra). La levadura C.
albicans se cultivo por 24 horas a 37°C en placa de PDA y los hongos filamentosos A.
flavus, A. niger, B. cinerea, F. graminearum y P. expansum se cultivaron por 48 horas
a 28°C en tubos de PDA.

Se prepararon suspensiones partir de estos cultivos frescos; las bacterias y la
levadura se suspendieron en suero fisioldgico hasta alcanzar una turbidez
correspondiente a MacFarland N°1 (3x108 células bacterianas/mL). Para preparar
las suspensiones de esporas de hongos filamentosos, a los tubos crecidos se les
agrego6 2 mL de suero fisiolégico con Tween 0.1%, se agit6 en Vortex por 1 minuto y
se pasé la solucién a un tubo limpio. Se realiz6 recuento de las esporas al
microscopio en cdmara de Neubauer.

3.7.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana:

Se utilizo el ensayo de determinacidon de concentracion inhibitoria minima
(CIM), para evaluar el efecto de las lectinas estudiadas sobre el crecimiento de los
microorganismos evaluados y a la misma vez, para determinar cual es la
concentracion minima de la lectina a la que ya no se observa crecimiento.

La técnica se realiz6 en placas de microtitulacién de fondo plano. Se realizaron
diluciones seriadas al medio de la lectina con caldo Mueller-Hinton (MHB) (HiMedia
Laboratories Pvt, Ltd, India) y se agregaron 10 pL de suspensiéon de
microorganismo alcanzando un volumen de 200 pL en cada pocillo.

Se cultivo la placa con bacterias y/o levaduras por 24 horas a 37°C, y las placas
con hongos por 48 horas a 28°C. En los controles positivos de crecimiento se
agregaron 200 pL. de MHB y 10 pL de suspensidn, y a los controles negativos 200 pL
de MHB. Para la visualizacién se utiliz6 2,3,5-Trifeniltetrazolio cloruro (TTC, Merck
KGaA, Alemania) como revelador.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Lectina de Cayaponia martiana:

Se prepararon extractos acuosos a partir de frutos verdes y maduros de C.
martiana determinandose, mediante ensayo de HAG con glébulos rojos de conejo,
niveles de actividad de 640 UL/mly 1280 UL/mL, respectivamente.

Como se reporta por Pla et al, la lectina de C. martiana presenta afinidad por
manosa, entre otros carbohidratos, por lo que se opt6 por purificar la proteina por
cromatografia de afinidad (P14 et al. 2003).

En un primer experimento se empaquetaron 3 columnas (1.0 cm de diametro
interno cada una) con 7.0 mL de gel manosil-Sepharose preparado previamente por
el grupo de trabajo (6.3 pmoles de manosa/mL de gel escurrido, dato aportado por
el grupo). Se utilizé esta estrategia de trabajo, dado que en trabajos previos se
observé que luego de los primeros volimenes de extracto aplicados, el flujo de
trabajo se reduce en forma importante por efectos de taponamiento al tope de la
misma; este efecto se veria muy aumentado si se trabajaba con una Unica columna
empaquetada con 20 mL de gel. Se aplicé entonces, el extracto de frutos maduros
simultdaneamente en las 3 columnas (C1, C2 y C3) y se realizé la elucién con 0.1 M
metil-manésido (MMan) en PBS. A cada fraccién cromatografica se midié A2so nm y
actividad HAG. En la tabla 4.1 se muestra la AHE de las fracciones eluidas y en la
Figura 4.1 se muestran los perfiles de elucion y de actividad HAG de cada corrida en
cada columna.

Tabla 4.1: Purificacién de lectina de extracto de frutos maduros de C. martiana en Manosil-Sepharose

Proteina HAG AHE

Fraccion  UA2g0/mL (mg/mL) (UL/mL) (UL/mg prot.)

Extracto

T 32.7 34.9 1280 37
C1 Eluido 3 0.582 0.621 320 515
Eluido 2 0.122 0.130 320 2459

“ Eluido 3 0.206 0.220 160 728
C3 Eluido 2 0.234 0.250 160 641
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Figura 4.1: Perfil de elucién de lectina de C. martiana y actividad de lectina de las distintas fracciones, a
partir de extracto de frutos maduros.

Alos efectos de determinar la HAG en cada fraccién, se tomo una alicuota de 1.0
ml y se gel filtr6 en columna NAP-5 (Sephadex G-25) para remover el MMan que
podria interferir en el ensayo. Posteriormente, se mezclaron todas las fracciones
eluidas y con actividad HAG y el pool se dializé contra agua destilada para remover
el metil-manésido, recuperandose un volumen final de 27 mL de dializado. Para
concentrar la muestra se liofilizé durante 48 horas y se resuspendi6 en 1.5 mL de
agua destilada, obteniéndose una solucidn de lectina purificada, con 4.0 mg/mL y
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640 UL/mL (AHE=160). Considerando esta AHE de la lectina purificada respecto a
la del extracto de partida, se obtiene un factor de purificacién de 4.0. Cuando se
realiz6 control de esta purificaciéon, mediante SDS-PAGE, en la Figura 4.2 se puede
ver que, si bien se logra una purificacion de las proteinas con respecto al extracto
original luego de la cromatografia, y se observa una banda intensa de 30 kDa que se
corresponderia con la lectina de C. martiana, se detectaron numerosas bandas que
indican la presencia de otras multiples proteinas, lo que concuerda con el bajo factor
de purificacién (4.0) alcanzado.

97.0 kDa
66.0 kDa

45.0 kDa

30.0 kDA
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Figura 4.2: SDS-PAGE revelada con método de tincidon de plata. 1: extracto de frutos maduros de C.
martiana; 2: eluidos con actividad hemaglutinante, dializados y liofilizados; 3: LMW; 4: percolado de
primera columna.

En otro experimento en paralelo, se repitié la cromatografia de afinidad, pero
utilizando el extracto de frutos verdes de C. martiana. Para este estudio se sintetiz6
un nuevo batch del adsorbente manosil-Sepharose. Para ello se procedi6 a
protocolos desarrollados en el laboratorio y descritos en Materiales y métodos
(Seccion 3.5.1.). El adsorbente sintetizado contiene 6.0 pumoles de manosa/mL de gel
escurrido. A continuacién, se empaqueté una columna con 6.5 mL del nuevo
adsorbente. A ésta se aplicaron 30 mL de extracto de frutos verdes de C. martiana, y
se eluydé nuevamente con 0.1 M metil-mandsido en PBS. En la tabla 4.2 se muestra la
AHE de la fraccion eluida y en la Figura 4.3 se muestra el perfil de elucién y de
actividad HAG de la corrida, habiendo procedido como antes, gel filtrando el eluido
para remover el metil-manésido.
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Tabla 4.2: Purificacion de lectina de extracto de frutos verdes de C. martiana en Manosil-Sepharose

Fraccién UAzg0/mL Proteina HAG AHE
280 (mg/mL) (UL/mL) (UL/mg prot.)
Extracto aplicado 70.4 75.1 640 9
Eluido 2 0.044 0.047 640 13636
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g2 400
320 £
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> 15
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Figura 4.3: Perfil de elucién de lectina de C. martiana y actividad de lectina de las distintas fracciones, a
partir de extracto de frutos verdes.

Se analizaron, mediante SDS-PAGE, las primeras 3 fracciones de elucién y se
incluy6 también el extracto verde de partida y las fracciones purificadas a partir de
frutos maduros, como se muestra en la Figura 4.4. Nuevamente se obtuvieron
fracciones con multiples bandas proteicas.

Figura 4.4: SDS-PAGE revelada con método de tincidon de plata. 1: extracto de frutos verdes de C.
martiana; 2: eluidos con actividad hemaglutinante, dializados y liofilizados de extracto de frutos
maduros; 3: primera fraccion de elucion de extracto de frutos verdes, gel filtrada; 4: segunda fraccion

de elucion de extracto de frutos verdes, gel filtrada; 5: tercera fraccion de elucién de extracto de frutos
verdes, gel filtrada; 6: LMW.
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Dado los resultados obtenidos, se decidié dializar los eluidos obtenidos de
extracto verde, y posteriormente realizar un pool con éstos, con las fracciones
purificadas de frutos maduros, trabajando en adelante, con la mezcla de fracciones
proteicas enriquecidas en lectinas, provenientes de extractos de ambos frutos.

El volumen total de este pool fue de 37 mL, y el mismo se re-cromatografi6 en
la misma columna de afinidad utilizada anteriormente, para intentar mejorar el
grado de purificacion de la lectina. Se analizaron mediante SDS-PAGE la segunda,
tercera y cuarta fraccién eluida y se muestran en la Figura 4.5. Se observa
claramente, una Unica banda en la segunda fracciéon eluida (carriles 4 y 8),
correspondiente a la lectina purificada a partir de frutos maduros y verdes de C.
martiana.
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Figura 4.5: SDS-PAGE revelada con método de tincion con plata.
1: extracto de frutos verdes de C. martiana; 2: eluidos con actividad hemaglutinante, dializados y
liofilizados de extracto de frutos maduros; 3: eluidos de extracto de frutos verdes, gel filtrados; 4 y 8:
segunda fraccion de elucion de pool de eluidos de ambos extractos, gel filtrada; 5: LMW; 6: tercera
fraccion de elucién de pool de eluidos de ambos extractos, gel filtrada; 7: cuarta fraccion de elucion de
pool de eluidos de ambos extractos, gel filtrada.

Se encuentra recuadrada la banda correspondiente a la lectina pura de C. martiana.

Esta fraccion se gel filtr6 para eliminar MMan y fue luego liofilizada. Se
resuspendié la lectina en 3 mL de agua destilada, obteniéndose una A2so de 0.05 y se
uso6 para los ensayos antimicrobianos. En paralelo, se liofiliz6 el mismo volumen del
buffer PBS pH 7.4 y se lo resuspendié en 3 mL de agua destilada, para ser utilizado
luego como control, en los ensayos de CIM.

4.1.1. Determinacion de la concentracion de lectina de C. martiana:
Por método de BCA se determindé que la lectina purificada tiene una
concentracion de 43 pg/mL.

4.1.2. Evaluacion del potencial antimicrobiano de la lectina de
C. martiana:
En el ensayo de determinacidn de la concentracion inhibitoria minima (CIM),
este valor proviene de la concentracién de proteina presente en el tltimo pocillo en
el que no se observa crecimiento. Si se observa crecimiento en todos los pocillos, se
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considera que, de existir inhibicién, ésta se da a concentraciones proteicas mayores
a las usadas para el ensayo.

Se evalud el potencial antimicrobiano de la lectina por ensayo de determinacién
de CIM frente a diferentes especies de hongos y bacterias. En todos los ensayos se
realiz6 un control con el buffer utilizado para resuspender la lectina, para descartar la
posibilidad que la alta concentracion salina presente en la solucién en la que se
encuentra la lectina estuviera causando inhibicién del crecimiento. En la tabla 4.3 se
muestran los resultados obtenidos.

Tabla 4.3: CIM de lectina de C. martiana frente a distintos microorganismos.

Microorganismo CIM (pg/mL)

A. flavus >10.8
F. graminearum 10.8
P. expansum 5.4
A. baumanii >10.8
E. cloacae >10.8
E. faecalis >10.8
K. pneumoniae >10.8
P. aeruginosa 5.4
S. aureus >10.8
X. vesicatoria >10.8

La lectina de C. martiana inhibié el crecimiento de una bacteria Gram-negativa
de importancia clinica: P. aeruginosa. Resultados similares fueron obtenidos con la
lectina de Myracrodruon urundeuva (urunday) que inhibié P. aeruginosa con valores
de CIM de 4.68 pg/mL, asi como otras bacterias Gram-negativas como K. pneumoniae
(CIM de 9.37 pg/mL) y E. coli (CIM 1.17 de pg/mL) (Sa et al. 2009). Ademas, lectinas
aisladas de hojas de Phthirusa pyrifolia presentaron actividad contra la bacteria
Gram-negativa K. pneumoniae pero a concentraciones de lectina muy superiores
(CIM de 2 mg/mL) (Costa et al. 2010).

La lectina de C. martiana inhibi6 también el crecimiento de F. graminearumy de
P. expansum, dos hongos fitopatogenos. Se reportan resultados similares para la
lectina de Solanum tuberosum, que inhibio el crecimiento de hongos de los géneros
Rihzopus, Aspergillus y Penicillium (Hasan et al. 2014). Ophiopogon japonicum, una
lectina también especifica para Man, inhibi6 el crecimiento de de F. graminearum,
pero a una CIM mayor a la presentada por la lectina de C. martiana (0.06 mg/mL),
mientras que una lectina extraida de Euphorbia trigona (cactus catedral) inhibié el
crecimiento de F. graminearum en concentraciones de 0.1 mg/mL (Tian et al. 2008;
van Deenen et al. 2011).
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4.2. Lectina de Glycine max:

4.2.1. Deslipidacion de harina de porotos de soja:

Se trabajé con dos marcas de harina de soja de origen comercial, que se
nombraron A y B. Se parti6 de 50.0 g de cada una, y luego del proceso de
deslipidacion con n-hexano se obtuvo 40.94 g de harina A y 36.34 g de harina B. El
porcentaje de peso perdido fue 18% y 27% respectivamente.

4.2.2. Actividad hemaglutinante de los extractos:

Se realizo la extraccidon con 170 mL de 0.15 M NaCl y se obtuvo 93.6 mL de
extracto de harina A y 95.0 mL de extracto de harina B. Por ensayo de determinacién
de actividad HAG con gloébulos rojos de rata se determiné un titulo de 80 UL/mL en
los extractos de ambas harinas. Antes de realizar la precipitacidn de proteinas con
sulfato de amonio, y dados los similares valores de actividad HAG, se mezclaron
ambos extractos y se prosigui6 trabajando con la mezcla de los dos.

El precipitado se resuspendié en 27 mL de 0.15 M NaCl, y se determin¢ el titulo
de lectinas del mismo, siendo éste 640 UL/mL.

4.2.3. Purificacion de lectina de G. max:

Como se reporta por Franco Fraguas et al. (2003), la lectina de G. max presenta
afinidad por galactosa, entre otros carbohidratos. Se purifico por lo tanto la lectina
por cromatografia de afinidad, aplicando 20 mL del extracto a una columna
empaquetada con 4.7 mL de galactosil-Sepharose sintetizado previamente por el
grupo. Se eluyd la proteina con 0.1 M galactosa en PBS. En la Figura 4.6 se muestra
el perfil de elucion y de actividad HAG de las fracciones obtenidas y en la tabla 4.4
se muestra la AHE de estas fracciones.

Tabla 4.4: Purificacion de lectina de G. max en Galactosil-Sepharose

Fraccién UAzso/my, Lroteina  HAG AHE
(mg/mL) (UL/mL) (UL/mg prot.)
Extracto aplicado 750 800 640 0.8
Eluido 8.4 9.0 160 18
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Figura 4.6: Perfil de elucion de lectina de G. maxy actividad de lectina de las distintas fracciones.

4.2.4. Evaluacion de la pureza de lectina de G. max:
Se realiz6 una SDS-PAGE con la segunda fraccién de eluciéon y con SBA de origen
comercial. En la Figura 4.7 se muestra el resultado de la corrida.

Z
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. 67.0 kDa

* 30.0 kDA

| .h e

Figura 4.7: SDS-PAGE revelada con método de tincién con azul de Coomassie. 1: segunda fraccién de
elucidn; 2: SBA de origen comercial

Se observa fuertemente marcada la banda de 30 kDa correspondiente al
monomero de SBA y dos bandas mas tenues de mayor peso molecular, que también
se encuentran presentes en SBA de origen comercial. Esta fraccion purificada se
utilizo en los ensayos antimicrobianos.

4.2.5. Determinacion de la concentracion de lectina de G. max:

La concentracion de proteina en la segunda fraccion de lectina eluida fue de 9.0
mg/mL. El volumen de la fracciéon fue de 3 mL, por lo que la cantidad total de
proteina purificada a partir de los 20 mL de extracto aplicados a la columna fue de
27 mg. El volumen total de extracto fue 27 mL, por lo que la cantidad total de lectina
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obtenida a partir de 77.28 g de harina (40.94 g de harina A y 36.34 de harina B) es
de 36.3 mg, dando un rendimiento de 25 mg de lectina/50 g de harina, que se
encuentra en el orden de los valores reportados por el grupo.

4.2.6. Evaluacion del potencial antimicrobiano de la lectina de G.
max:

Se evalud la potencial actividad antimicrobiana de la lectina de G. max, frente a
especies de hongos (Penicillium expansum, Fusarium graminearum, y Aspergillus flavus,
Candida albicans) y bacterias (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis, Xanthomonas vesicatoria, Klebsiella pneumoniae.,
Acinetobacter baumanii, Enterobacter cloacae, y Enterococcus faecalis). No se observo
inhibicion del crecimiento de ninguno de los microorganismos a las concentraciones
evaluadas (< 2.3 mg/ml).

4.3. Lectinas fungicas:

4.3.1. Actividad hemaglutinante de los extractos:

Se prepararon extractos acuosos a partir de 3 aislamientos de hongos
filamentosos a las que se nombré F121, F141 y F192. Se partié de 0.75 g de micelio
secode F121,3.57 gde F141y 2.31 gde F192, obteniéndose 5.0 mL, 7.0 mL y 2.0 mL
de extracto, respectivamente. Se evalu6 la actividad HAG de cada uno frente a
glébulos rojos de rata. Los 3 aislamientos presentaron actividad de lectina y los
titulos respectivos se muestran en la tabla 4.5.

Tabla 4.5: Titulo de lectina de los extractos fiingicos.

Proteina HAG AHE
Cepa  UAzso/mL (mg/mL) (UL/mL) (UL/mg prot.)
F121 2.26 0.2 160 1012
F141 15.6 1.1 1280 1176
F192 4.83 0.3 320 947

Si bien existen estudios sobre lectinas de la familia LecRLK provenientes de
musgos antarticos (S. Liu et al. 2017), y de lectinas provenientes de varias especies
de algas de origen antartico (Souza y Teixeira 2009), hasta la fecha no se han
encontrado reportes de caracterizacion de lectinas provenientes de ninguna especie
de hongo antartico, por lo que este fue un resultado novedoso que llevé a continuar
con la caracterizacion de las lectinas.

4.3.2. Identificacion molecular de las cepas:
Se prosiguio a identificar molecularmente las 3 cepas mediante la amplificaciéon
y secuenciacion de las regiones ITS1/ITS2. Dichas secuencias gendémicas son
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altamente variables y se encuentran préximas a la region codificante del 5.8S, entre
las secuencias codificantes de la subunidad menor (SSU) y la subunidad mayor (LSU)
del operdn ribosomal. Los primers ITS1 e ITS4 son ampliamente utilizados para la
identificacion de hongos porque permiten amplificar las regiones ITS1/ITS2 de un
gran rango de especies fungicas (Martin y Rygiewicz 2005). Se compararon las
secuencias obtenidas con las disponibles en la base de datos del GeneBank y se
obtuvo en los 3 casos un porcentaje de identidad del 99% con cepas tipo. En la tabla
4.6 se resumen los resultados obtenidos.

Se identifico a F121 como Antarctomyces pellizariae y a F192 como Thelebolus
globosus. Se ha purificado y estudiado las propiedades de una proteina antifreeze a
partir de Antarctomyces psychrotrophicus, la unica otra especie perteneciente al
género Antarctomyces hasta ahora (Xiao et al. 2010). Se ha reportado también que
la actividad citotéxica del exopolisacarido Thelebolan purificado a partir de especies
del género Thelebolus media la apoptosis en células (Mukhopadhyay et al. 2014). En
cambio, no se encuentran reportes sobre lectinas de ninguna especie perteneciente
a estos géneros.

En el caso de F141 se observo que la cepa tiene 99% de similitud con seis cepas
tipo, todas pertenecientes al género Penicillium, pero diferentes especies. Estudios
futuros deberan realizarse para la identificacion a nivel de especie, utilizando otras
estrategias tal como la identificacién molecular utilizando otras regiones génicas.
Una seccidn del gen de la B-tubulina (TUB2Z) es también ampliamente conocida y
utilizada en filogenética fingica y se recomienda su uso como marcador secundario
para la identificacién de especies del género Penicillium (Stielow et al. 2015; Raja
etal. 2017).

Tabla 4.6: Identificaciéon molecular de cepas a partir de BLAST con region ITS.

Ident. Query Codigo de

Alsl. Cepa (%)  cover acceso
F121  Antarctomyces pellizariae T 99 50 KX576510.1
Penicillium polonicum T 99 65 AF033475.1
Penicillium viridicatum T 99 65 NR 119496.1
F141 Penicillium tricolor T 99 65 NR 077206.1
Penicillium thymicola T 99 49 NR 137883.1
Penicillium verrucosum T 99 49 NR 119495.1
Penicillium albocoremium T 99 48 NR 138271.1
F192 Thelebolus globosus T 99 61 NR 138367.1

4.3.3. Especificidad de union a carbohidratos de lectinas de
Penicillium sp.:

En el marco de esta tesina de grado, que tiene como principal objetivo la
produccion de lectinas y la evaluacion de su actividad antimicrobiana, se continué
trabajando unicamente con la cepa F141, que presenté mayor actividad de lectina
(Penicillium sp.). Asimismo, por el hecho de que el resto de las cepas también
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presentaron actividad lectina y porque no se encuentran reportes sobre éstas, seria
interesante continuar con su caracterizacidn en posteriores estudios.

Para estudiar la especificad de union de la(s) lectina(s) de Penicillium sp., que a
diferencia de las lectinas vegetales con las que se trabajg, no se tenia informacién
bibliografica previa, se realizaron ensayos de inhibicién de la HAG. En estos, se
agrega la lectina a evaluar con un panel de distintos carbohidratos, y una solucién
estandarizada de glébulos rojos. Aquellos carbohidratos que son reconocidos por la
lectina se unen a ésta en su CRD e impiden que las lectinas se adhieran a la superficie
celular por lo que no se forma el entramado de células y se observa precipitacion de
glébulos rojos. Las lectinas que no reconocen el carbohidrato en solucion se
adhieren normalmente a la superficie celular y se observa hemaglutinacion.

Se caracterizo6 por lo tanto la especificidad de union a carbohidratos de la lectina
de Penicillium sp., y se obtuvo que presenta afinidad por acido galacturénico, acido
glucurdnico, fructosa, metil-mandsido y sacarosa, un espectro relativamente amplio
de carbohidratos, como se observa en la tabla 4.7.

Resultados similares se reportaron para la lectina del hongo Gymnopilus
spectabilis, que también presenta una amplia especificidad hacia distintos
carbohidratos, incluyendo los monosacaridos acidos, acido galacturdnico y acido
glucurédnico (Alborés et al. 2013).

Tabla 4.7: Efecto de carbohidratos sobre actividad hemaglutinante de Penicillium sp.
Carbohidrato HAG
Acetil-galactosamina  +
Acetil-glucosamina +
Acetil-lactosamina +
Acido galacturénico -

Acido glucurénico

+

Arabinosa

Fructosa
Fucosa
Galactosa
Galactosamina
Glucosa
Glucosamina
Lactosa
Manosa
Melibiosa

Metil-mandsido

+ + + + + + + +

Rafinosa +
Sacarosa -

Sorbitol +
HAG (+): Carbohidrato no inhibe HAG; HAG (-): inhibe HAG
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4.3.4. Purificacion de lectina de Penicillium sp.:

Se opt6 por purificar la lectina mediante cromatografia de intercambio i6nico,
siguiendo la estrategia utilizada previamente por el grupo, para el aislamiento de la
lectina de G. spectabilis. En primera instancia se aplico el extracto fliingico a una
columna empaquetada con DEAE-Sepharose, equilibrada con buffer PBS pH 7.4. Se
eluy6é con buffer suplementado con 0.5 M NaCl. Se sigui6 el perfil de elucién por
Abs2g0 y se evalu0 la actividad de lectina en cada fraccidon por HAG, como se muestra
en la Figura 4.8. En la tabla 4.8 se muestra la AHE de las fracciones.

Tabla 4.8: Purificacion de lectina de Penicillium sp. en DEAE-Sepharose.

—@— UA280/mL

Fraccién UAzg0/mL Proteina HAG AHE
280 (mg/mL) (UL/mL) (UL/mg prot.)
Extracto aplicado 15.6 1.1 1280 1176
Percolado 3.91 0.27 1280 4681
Lavado 7.65 0.53 1280 2393
Eluido 1 1.23 0.09 2560 29860
9 3000
8 i
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/ I
6 i 2000
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Figura 4.8: Perfil de elucion de lectina de Penicillium sp. (pH 7.4, elucién: 0.5 M NaCl) y actividad de
lectina de las distintas fracciones.

Se observo que eluye lectina s6lo en los primeros 2 mL luego de la adiciéon de
NaCl, pero que en el percolado y lavado adn se detecta un alto titulo de lectina, que
no se unio al intercambiador al pH de trabajo. Se utiliz6 la fracciéon del lavado
anteriory se aplicé ala misma columna, equilibrada ahora con buffer 50 mM acetato
pH 5.6. Se eluy6 con el mismo buffer suplementado con 0.5 M NaCl. El perfil de
elucién y actividad de las fracciones se muestran en la Figura 4.9 y la AHE de las
fracciones en la tabla 4.9.
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Tabla 4.9: Purificacion de lectina de Penicillium sp. en DEAE-Sepharose

Fraccién UAzg0/mL Proteina HAG AHE
280 (mg/mL) (UL/mL) (UL/mg prot.)
Extracto aplicado 7.65 0.53 1280 2393
Percolado 2.24 0.16 1280 8171
Lavado 6.72 0.47 5120 10903
Eluido 1 0.346 0.02 10240 423214
Eluido 2 0.934 0.07 5120 78390
8 !@ 12000
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5
£ .
g 4 6000 £
< 5
3
4000
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Figura 4.9: Perfil de elucion de lectina de Penicillium sp. (pH 5.6, elucién: 0.5 M NaCl) y actividad de

lectina de las distintas fracciones a pH 5.6

En este caso se observd que las 2 primeras fracciones luego del agregado de
NaCl tienen alta actividad de HAG, pero se contintia observando actividad HAG en
percolado y especialmente en el lavado. Estos resultados parecen indicar que en el
extracto hay proteinas con actividad hemaglutinante que tienen puntos isoeléctricos
distintos entre si, o sea, que el extracto contiene mas de una lectina, que podria
explicar la diversidad de carbohidratos que inhibieron la HAG del extracto fungico.

4.3.5. Evaluacion de la pureza de lectinas de Penicillium sp.:

Se realizaron SDS-PAGE con fracciones que presentaron HAG positiva con
glébulos rojos de rata. Estas fueron, como se muestra en la Figura 4.8, el extracto, el
percolado, el lavado y el primer eluido (Eluido 1) obtenidos al trabajar a pH 7.4, asi
como el lavado, la primera (Eluido 1') y la segunda (Eluido 2’) fraccién de elucién
obtenidas al trabajar a pH 5.6.

En las Figuras 4.10 y 4.11 se ve el resultado de estas electroforesis.
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Figura 4.10: SDS-PAGE revelada con método de tincién con plata.
1: extracto de Penicillium sp.; 2: percolado a pH 7.4; 3: primera fraccion de elucién a pH 7.4; 4: lavado a
pH 7.4; 5: LMW.
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Figura 4.11: SDS-PAGE revelada con método de tincién con plata.
1; 4: LMW,; 2: primera fraccion de elucién a pH 7.4; 3: lavado a pH 5.6; 5: primera fraccion de eluciéon a
pH 5.6; 6: segunda fraccion de elucién a pH 5.6

En el Eluido 1 se distinguen unas 6 bandas intensas que van desde 28 kDA hasta
60 kDa, mientras que en el Eluido 1’ y Eluido 2’ se distinguen muy tenuemente
uUnicamente las dos bandas de mayor peso molecular.

4.3.6. Evaluacion del potencial antimicrobiano de las lectinas de
Penicillium sp.:

Se evaluo el potencial antimicrobiano de las fracciones que presentaron HAG
positiva frente a diferentes microorganismos mediante ensayo de determinacion de
la CIM en placas de microtitulacién. Con los microorganismos evaluados se observo
inhibicion del crecimiento de Aspergillus niger (un hongo de importancia clinica)
solamente en los ensayos con la primera fraccién de eluido a pH 7.4 y con las 2
primeras fracciones de eluido a pH 5.6 (Tabla 4.10). Estas fracciones con actividad
antifungica (CIM entre 0.1 y 0.3 mg/mL) son las que presentaron mayor actividad
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especifica de lectina (Tablas 4.8 y 4.9). Resultados similares se reportan para la
lectina de Euphorbia trigona que inhibe el crecimiento de A. niger en
concentraciones superiores a 50 ug/mL (van Deenen etal. 2011). Otras lectinas
también han presentado actividad antifingica frente a A. niger, como la lectina de
Solanum tuberosum (Hasan et al. 2014), de G. spectabilis (Alborés et al. 2013) y de P.
atropurpurascens (PAL). PAL presenté una CIM de 80 pg/mL (Alborés et al. 2014).

Tabla 4.10: Concentraciones inhibitorias minimas de fracciones con actividad lectina de Penicillium sp.
frente a distintos microorganismos.

CIM (mg/mL)

Microorganismo Percolado Eluido Percolado Lavado Eluido Eluido
7.4 1 5.6 5.6 1 2

A. flavus >1.1 >0.3 >0.6 >1.9 >0.1 >0.3
A. niger >1.1 0.3 >0.6 >1.9 0.1 0.3
F. graminearum >1.1 >0.3 >0.6 >1.9 >0.1 >0.3
P. expansum >1.1 >0.3 >0.6 >1.9 >0.1 >0.3
C. albicans >1.1 >0.3 >0.6 >1.9 >0.1 >0.3
B. cereus >1.1 >0.3 >0.6 >1.9 >0.1 >0.3
B. subtilis >1.1 >0.3 >0.6 >1.9 >0.1 >0.3
E. coli >1.1 >0.3 >0.6 >1.9 >0.1 >0.3
K. pneumoniae >1.1 >0.3 >0.6 >1.9 >0.1 >0.3
P. aeruginosa >1.1 >0.3 >0.6 >1.9 >0.1 >0.3
S. typhimurium >1.1 >0.3 >0.6 >1.9 >0.1 >0.3
S. aureus >1.1 >0.3 >0.6 >1.9 >0.1 >0.3
X. vesicatoria >1.1 >0.3 >0.6 >1.9 >0.1 >0.3
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5.CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se purifico la lectina de extracto de harina de G. max y de frutos de C. martiana
por cromatografia de afinidad en columnas empaquetadas con galactosil-Sepharose
y manosil-Sepharose, respectivamente.

Ademas, se detectd presencia de lectina en extractos de tres cepas de hongos
aislados de maderas recolectadas en la Antartida. La identificacion molecular
permitié la identificacion a nivel de especie de dos de ellas, Antarctomyces
pellizariae y Thelebolus globosus. Sin embargo, la tercera presentd 99% de identidad
con seis especies pertenecientes al género Penicillium, por lo que seria de interés
futuro continuar con la identificacion hasta llegar a nivel de especie.

Se purificé por cromatografia de intercambio idnico la lectina a partir del
extracto de la cepa con mayor AHE de las tres evaluadas: Penicillium sp. Dicha lectina
mostré reconocimiento especifico por distintos carbohidratos, como 4acido
glucurdnico, acido galacturénico, metil-manésido, fructosa y sacarosa. Resultaria
interesante continuar con la caracterizaciéon bioquimica de la lectina de esta cepa,
determinando por ejemplo su punto isoeléctrico, peso molecular, estabilidad, etc.

Evaluando el potencial antimicrobiano de las tres lectinas purificadas, se
observé que la lectina de C. martiana inhibe el crecimiento de F. graminearum (CIM
10.8 pg/mL), de P. expansum (CIM 5.4 pg/mL) y de P. aeruginosa (CIM 5.4 ug/mL).
También se observo que la lectina de Penicillium sp. inhibe el crecimiento de A. niger
(CIM 100 pg/mL). En cambio, no se detecté inhibicién del crecimiento de ninguno
de los microorganismos tratados con lectina de G. max en las concentraciones
evaluadas.

Trabajos futuros podrian incluir la purificacidn de las lectinas detectadas en los
extractos de Antarctomyces pellizariae y Thelebolus globosus, determinando su
especificidad de union a carbohidratos y evaluando su potencial antimicrobiano.
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