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RESUMEN

El reconocimiento especifico entre los glicanos y un grupo particular de proteinas, las
lectinas, convierte a éstas en moléculas claves para entender muchos de los roles asociados a
glicanos en los procesos bioldgicos. Las lectinas son proteinas que poseen al menos un dominio
con sitio de unidon a carbohidratos a través del cual interaccionan en forma especifica y
reversible con glicocompuestos. Estan ampliamente distribuidas en la naturaleza donde juegan
diversas funciones y se las usa como herramientas para multiples aplicaciones. Su uso en la
identificacion de isoformas de glicoproteinas relevantes para el diagnéstico de ciertas
enfermedades humanas, hace que la busqueda de nuevas lectinas capaces de interaccionar
especificamente con algunas sub-poblaciones de una glicoproteina sea un gran aporte a estos
fines. Las lectinas son ademas potentes herramientas para deteccién y caracterizacién de
glicoconjugados, el analisis histoquimico de células y tejidos, para evaluar cambios en las
superficies celulares durante procesos fisioldgicos o patolégicos, etc. Otra interesante
aplicacion de las lectinas es en el disefio de biosensores basados en la agregacion de
nanoparticulas glicosiladas para la deteccidn de analitos glicosilados. Algunas lectinas aisladas
de cuerpos de fructificacion de hongos basidiomicetes reconocen ciertos oligosacaridos que
estan presentes en glicoproteinas animales y son asi importantes herramientas para la
separacion de glicoconjugados y para la deteccidn histoquimica de oligosacaridos especificos.

En esta tesis se realizé un primer relevamiento sobre la presencia de lectinas en cepas
de hongos basidiomicetes provenientes de colectas realizadas en montes en nuestro pais, lo
que permitié detectar actividad lectina en varias de ellas, demostrando su potencialidad como
fuente de nuevas lectinas. Usando metodologias de afinidad y de intercambio iénico se
purificaron 3 nuevas lectinas, a partir de: micelio de Punctularia atropurpurascens (PAL),
cuerpos de fructificacion de Gymnopilus spectabilis (GSL) y micelio de Pycnoporus sanguineus
(PSL). Esta ultima se purific6 ademas mediante el uso de glico-nanoparticulas magnéticas.

En el caso de PAL, se trata de una glicoproteina con un 16 % de carbohidratos, con
especificidad hacia Glc-NAc y sus formas poliméricas, quitobiosa, quitotriosa y quitosano, entre
otros. En el caso de PSL, la purificacion mostré microheterogeneidad de la proteina tanto en el
peso molecular de las subunidades como en el pl y exhibe especificidad hacia una amplia
variedad de carbohidratos, entre ellos manosa, ramnosa, galactosa y fucosa. Finalmente, GSL
también es una glicoproteina con 16 % de carbohidratos, interacciona especificamente con
acidos glucurdnico, galacturénico y N-acetilneuraminico, hecho este muy interesante, ya que
no hay muchos reportes sobre lectinas flngicas con especificidades hacia acidos sialicos.

Estas 3 nuevas lectinas fungicas fueron utilizadas como ligandos para la sintesis de nuevos
adsorbentes de afinidad y se evaluaron sus capacidades de interaccion frente a 5
glicoproteinas modelo. Los 3 adsorbentes fueron eficientes en separar al menos dos sub-
poblaciones de estas glicoproteinas, con diferentes % de adsorcién y elucién en cada caso. El
adsorbente PAL-Sepharose permite recuperar altos porcentajes de lactoferrina bovina, lo que
permitiria aplicarlo también en procesos de purificacion de esta glicoproteina.

Las tres lectinas fungicas poseen ademas, actividad antimicrobiana in vitro frente a diferentes
microorganismos: PAL inhibié el crecimiento de Aspergillus niger, PSL inhibié el crecimiento de
Escherichia coli, mientras que GSL inhibid el crecimiento de Staphylococcus aureus y
Aspergillus niger.

En resumen, a partir de una coleccién de hongos de nuestro pais se purificaron 3
nuevas lectinas las cuales presentan propiedades antimicrobianas in vitro, hecho casi inusual
con lectinas fungicas reportadas hasta este momento. Estas lectinas demostraron ademas, ser
buenos ligandos de afinidad para el desarrollo de bioadsorbentes con potenciales aplicaciones
tanto en separacion de glicoisoformas de glicoproteinas como en purificacion de las mismas.



1. INTRODUCCION

La ubicuidad de las lectinas refleja su participacién decisiva en
actividades celulares muy diversas. Operan en numerosos procesos
intracelulares e intercelulares, fisioldgicos y patoldgicos. Ejemplos de los
primeros son el reconocimiento de espermatozoide y évulo durante la
fecundacién, adhesion entre células y célula-matriz extracelular en la
embriogénesis y el desarrollo, diferenciaciéon y proliferacién celular,
recambio de proteinas plasmaticas por el receptor hepatico de asialo
glicoproteinas, etc. Dentro de los procesos patolégicos donde intervienen
lectinas se encuentran la unién de bacterias, virus y toxinas a la superficie
celular, inflamacion, transformacion maligna y metastasis, entre otros.

Los carbohidratos de la superficie celular juegan una funcién
importante en la transferencia de sefiales en el reconocimiento célula-
célula y en la adhesién. Ademas, la estructura de los oligosacaridos afecta
el crecimiento celular, diferenciacién, y muerte celular, y funcionan como
sefiales para la salida y guia de las proteinas en la célula. Durante ciertas
enfermedades, ocurren modificaciones en el patron de glicosilacion de las
proteinas. Estos cambios pueden ser la base para el desarrollo de tests
mas sensibles y que ayuden a discriminar el origen de la misma. Se ha
visto que durante el desarrollo de enfermedades hepaticas hay una
reduccion en la sialilacion y un aumento de la ramificacidon, y que durante
el cancer se observa un aumento en la sialilacion y en la fucosilacion,
mientras que en la inflamacidn el tipo de glicosilacidn parece depender de
la enfermedad (Turner 1992).

Las interacciones moleculares basadas en el reconocimiento
especifico entre lectinas y glicanos de la membrana celular cumplen un
papel clave en multiples procesos bioldgicos. Ello se debe, en parte, al

enorme potencial codificador de informacidon de las estructuras de los



glicanos, superior al de proteinas, acidos nucleicos y otras
macromoléculas. Dicho potencial informativo, codificado en la estructura
de los polisacaridos, se descifra a través de su union selectiva a lectinas a
glicanos. Los polisacaridos forman parte de sistemas unicelulares vy
organismos pluricelulares. Se encuentran libres o unidos por enlace
covalente a proteinas y lipidos de la membrana celular, a proteinas de la
matriz extracelular, a las de los fluidos bioldgicos, etc. Los
monosacaridos pueden unirse entre si en varios puntos y varias formas,
teniendo en cuenta la isomeria a/B; con esta capacidad de crear un
repertorio amplio de isdbmeros a partir de unos pocos azucares sencillos,
los polisacaridos constituyen las moléculas de reconocimiento por
excelencia (Gallego del Sol et al. 2006).

Entonces, las lectinas son las moléculas responsables de descifrar
cddigos relativos a los carbohidratos en organismos de toda la escala
evolutiva. Los mecanismos de reconocimiento especifico de glicanos han
surgido de forma independiente en diversos dominios proteicos,
evidenciando la importancia bioldgica de las lectinas (Gallego del Sol et al.
2006).

1.1. Generalidades de las lectinas

Las lectinas son proteinas que poseen al menos un dominio con sitio
de unidn a carbohidratos, a través del cual interaccionan en forma
especifica y reversible con glicocompuestos y la interaccidén es selectiva y
puede ser de alta afinidad. El reconocimiento se da no sélo a través de
residuos glicosidicos terminales especificos de cadenas laterales, sino que
también involucra a residuos internos de oligosacaridos que forman parte
de diferentes glicocompuestos. En el caso de lectinas di 6 multivalentes
cada cadena polipeptidica tiene al menos un sitio de unién a carbohidratos

lo cual permite el entrecruzamiento por ejemplo entre células, a través de
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sus carbohidratos de la membrana plasmatica, o entre macromoléculas
que contienen carbohidratos. Originalmente las lectinas fueron definidas
como proteinas de unidon a carbohidratos de origen no inmune que
aglutinan células y precipitan polisacaridos. Sin embargo, ciertas lectinas
no presentan esta capacidad ya que son monovalentes para la union del
carbohidrato. A su vez, se diferencian de enzimas que reconocen
carbohidratos en que no modifican los carbohidratos a los cuales se unen
(Sharon vy Lis 2007).

Aunque fueron primeramente detectadas en el reino vegetal, hoy se

las considera presentes en todos los organismos: en los ultimos afios se
han identificado lectinas de origen animal, viral, bacteriano y fungico
(Guillot y Konska 1997; Wang et al. 1998; Rini y Lobsanov 1999; Rudiger
y Gabius 2002; Sharon 2008; Medeiros et al. 2009).
Las lectinas varian en tamafio, composicién aminoacidica, requerimiento
de metales, organizacién de dominios, numero de subunidades vy
ensamblaje, asi como en su estructura tridimensional y en la constitucién
de sus sitios de unidn a carbohidratos (Sharon y Lis 2007).

De los cientos de monosacaridos encontrados en la naturaleza, la
gran mayoria de lectinas son especificas s6lo hacia algunos, entre ellos
manosa, glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina,
fucosa y acido N-acetilneuroaminico. Estas proteinas interaccionan tanto
con el monosacarido en solucién, como cuando forma parte de
oligosacaridos complejos y este reconocimiento por estructuras
oligosacaridicas mas complejas puede ser hacia el monosacarido en
posicion terminal 6 intermedia. En glicoproteinas y glicopéptidos, los
oligosacaridos se unen covalentemente a través de dos tipos de enlace: el
N-glicosidico, entre el azlcar reductor terminal y el grupo amida de la
asparagina (N-glicanos) y el O-glicosidico: entre el azlcar y un grupo
hidroxilo de un aminoacido, serina o treonina (O-glicanos) (Figura 1.1). Si
bien los N-glicanos presentan un nucleo comun
(Mana3(Mana6)ManB4GIcNAcB4GIcNAC) presentan una enorme

11



variabilidad en la estructura (con alto contenido en manosa, complejos,
hibridos) y en el nimero de ramificaciones (bi-,tri-, tetrantenarios)
(Sharon y Lis 1997). Las lectinas son capaces de reconocer y discriminar
entre distintos tipos de estructuras. Por ejemplo, las lectinas
Concanavalina A (Con A, lectina de Canavalia ensiformis) y LCA (lectina
de Lens culinaris) ambas son especificas para a-mandsidos y tienen
afinidad por estructuras oligosacaridicas similares pero no idénticas.
Ambas lectinas reconocen estructuras oligosacaridicas unidas por enlaces
de tipo N-glicosidico a una asparagina (Asn) en una cadena proteica, sin
embargo, la sustitucion del nucleo trimanosidico tipico en estas cadenas
de oligosacaridos, por estructuras de tipo lactosaminico (GalB1,4GIcNAc),
o por la adicion de una fucosa (Fuc) en el inicio de la estructura, no es
tolerado por Con A (Figura 1.2 A). Sin embargo, LCA interacciona con
estas estructuras con gran especificidad (Figura 1.2 B). Ademas, la Con A
reconoce con mayor afinidad los oligosacaridos N-linked con estructura
biantenaria que tri o tetrantenaria, demostrando que el tipo de estructura
que los oligosacaridos adopten influye fuertemente en la afinidad
(Debray et al. 1981).

Union N-glicosidica a una proteina Union O-glicosidica a una proteina
A CH,OH /
CH :
0 G
—0— 40 0—CH ¢
Asparagina Z i OH - H: i Trenning \\
; x
Cadena proteica . Cadena proteica
H NHCOCH, H MHCOCH, S

{al M-Acetilglucasaming {b) Albacetilgalactosamina

Figura 1.1. Uniones N- y O- glicosidicas presentes en glicoproteinas. Extraido de
(Mathews et al. 2002).
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Mana 1.3 A
Manp 1,4GlcNacpGlcNAca 1,N-Asparagina

Mana 1,6

Galp 1.4 GlcNacp 1.4 Mana1,3

(GlcNac)a 1,2 Manp 1,4 GlcNacp GlcNaca 1, N-Asparagina

&

Galp 1.4GIcNacp 1.4Man«. 1,6

al,2 Fuc.

Figura 1.2. N-glicanos reconocidos por las lectinas Con Ay LCA. A: En negrita se
observa el ndcleo trimanosidico reconocido por la lectina Con A. B: Subrayado
se observan las sustituciones lactosaminicas en el nudcleo trimanosidico que
interfieren con el reconocimiento de la lectina Con A, pero que no afecta la
interaccion de la lectina LCA con estas estructuras. Extraido de (Hernandez
Cruz et al. 2005).

La elucidacidon de estructuras cristalinas de lectinas animales con
sus ligandos ha mostrado que los sitios de union son relativamente de
baja afinidad y que la selectividad se logra principalmente por una
combinacion de enlaces de hidrégeno (con grupos hidroxilo de los
carbohidratos) y de fuerzas de van der Waals. A su vez, la mayor
selectividad puede alcanzarse mediante contactos adicionales entre los
carbohidratos y la proteina, a veces involucrando moléculas de agua o
cationes divalentes. La regién de contacto entre el carbohidrato y el
polipéptido tipicamente involucra soélo uno a tres residuos de
monosacaridos. En consecuencia, estos sitios de uniéon de la lectina
tienden a ser de relativa baja afinidad pero alta especificidad. La habilidad
de tales sitios para mediar interacciones bioldgicamente relevantes en el

sistema intacto requiere multivalencia (Varki et al. 1999).
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1.2. Evaluacion de la interaccion entre lectinas y carbohidratos

El ensayo de aglutinacion usando glébulos rojos ha sido el mas
ampliamente utilizado en los trabajos de laboratorio para la evaluacién de
la interaccidén entre proteinas y carbohidratos. La aglutinacion consiste en
la agregaciéon sistematica de células mediada por macromoléculas
especificas (como las lectinas o los anticuerpos) que reconocen
determinadas estructuras moleculares, formando una red que precipita.
Cuando las células que aglutinan son globulos rojos el fendmeno se
denomina hemaglutinacion (Hierholzer et al. 1969).

La aglutinacion esta afectada por muchos factores, como ser la
accesibilidad de sitios receptores, la fluidez de la membrana y el estado
metabdlico de las células. A su vez esta influenciado por condiciones
externas al ensayo tal como temperatura, concentracion celular, entre
otras. La contribucion relativa de los diferentes factores depende de la
lectina y de las células utilizadas.

La inhibicion por carbohidratos (simples o complejos) de la
aglutinacion mediada por lectinas y permite determinar la especificidad
entre la lectina y dichos carbohidratos.

Mas recientemente se han desarrollado otros métodos de deteccidn
como ser microarreglos de diferentes carbohidratos acoplados a pocillos
de placas de microtitulacién (Bryan et al. 2002; Nakamura-Tsuruta et al.
2006; Pohleven et al. 2009) o métodos basados en la similitud de
secuencia entre nuevas proteinas descubiertas y lectinas ya conocidas,
mediante busqueda de homologias en base de datos ya sea a nivel de
proteina o de cDNA (Drickamer y Dodd 1999; Khan y Khan 2011).
También, cuando las lectinas son glicosiladas, pueden ser detectadas in
situ en tejidos o células, por tincion para glicoproteinas derivatizadas
(Gabius 1994).
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1.2.1. Estudio de la interaccion lectina-nanoparticula glicosilada

Las nanoparticulas glicosiladas son otra importante herramienta que
ha contribuido al conocimiento de las interacciones lectina-carbohidrato.
Por un lado permiten compensar la baja afinidad de este tipo de
interacciones con una presentacion multivalente de los ligandos (de la
Fuente y Penadés 2006). A su vez, al tener un tamafo similar al de las
lectinas la interaccion con ellas es mas eficaz. Por otro lado, es posible
poder controlar y analizar su derivatizaciéon (Barrientos et al. 2003), lo
cual permitiria poder disefar una plataforma de interaccién multivalente
con una composicién homogénea de carbohidratos.

Si bien durante los ultimos afios se han venido utilizando las
nanoparticulas para desarrollar biosensores utilizando anticuerpos o
sondas de ADN como elementos de reconocimiento bioldgico, son pocos
los ejemplos de su uso como una herramienta util en el ambito de la
Glicomica (de la Fuente y Penadés 2006). Es posible encontrar ejemplos
del uso de nanoparticulas funcionalizadas con carbohidratos para evaluar
interacciones carbohidrato-carbohidrato (Barrientos et al. 2003; de la
Fuente y Penadés 2004; de la Fuente y Penadés 2005), o para su uso en
terapias antiadhesivas. En cuanto al uso de gliconanoparticulas para el
estudio de interacciones carbohidrato-lectina  existen algunas
publicaciones que utilizan gliconanoparticulas de oro, fluorescentes (QDs)
0 magnéticas (Robinson et al. 2005; Sun et al. 2006).

En el caso particular de las gliconanoparticulas magnéticas el grupo
del Prof. Josephson y del Prof. Weissleder es pionero en utilizar la
propiedad que tienen las nanoparticulas superparamagnétcias de
modificar los tiempos de relajacidon transversal (T2) de los protones del
agua para el disefio de biosensores. El grado de modificaciéon de los
valores de T, depende del estado coloidal de las nanoparticulas
magnéticas, es asi que su agregacién acorta de forma drastica los valores
de T,. Este fendomeno ha sido utilizado por el grupo de Weissleder para

desarrollar biosensores utilizando anticuerpos o sondas de ADN como
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elementos de reconocimiento bioldgico, y también para demostrar que
podria ser usado en la deteccién de analitos glicosilados (Perez et al.
2002; Perez et al. 2004). Con este fin utilizaron la multivalencia que
presenta la Con A para asi generar agregados de nanoparticulas
superparamagnéticas funcionalizadas con glucosa y acoplaron la deteccién
de glucosa a los incrementos de T, generados por desagregaciéon

especifica de estos agregados.

1.3. Roles bioldgicos de las lectinas

Muchas lectinas de plantas, estan implicadas en la proteccion de la
planta frente a animales predadores y fitopatdgenos. Se ha reportado que
diferentes lectinas inhiben la esporulacién y crecimiento flngico de
Trichoderma viride, Penicillium notatum, Aspergillus niger, Botrytis
cinerea, Fusarium moniliforme, Fusarium oxysporum, Alternaria alternata,
Colletotrichum sp. y Gibberella zeae, entre otros (Chen et al. 2005).
También se ha descrito como rol de lectinas vegetales la mediacién de la
union de bacterias fijadoras de nitrégeno a las raices de plantas
leguminosas; algunos de los factores de nodulacion liberados por la
bacteria son glicoconjugados por lo cual se considera que algunas lectinas
vegetales estarian involucradas en esta importante via de sefializacion.
Otras posibles funciones de las lectinas vegetales serian como proteinas
de almacenamiento en semillas, transporte de carbohidratos, estimulacion
mitogénica de células embrionarias, elongacion de paredes celulares, etc.
(Varki et al. 1999).

En el caso de lectinas de origen viral, se ha demostrado por ejemplo
que la hemaglutinina del virus de la influenza reconoce y se une a
receptores que contienen acido sidlico en la superficie de células blanco,

iniciando la interaccion virus-célula (Sharon y Lis 2007).
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Las lectinas presentes en bacterias y parasitos intestinales median
la adherencia especifica de carbohidratos a las células epiteliales en el
tracto gastrointestinal o urinario, facilitando la infeccion. Ocasionalmente,
lectinas bacterianas se unen a carbohidratos en células fagociticas
provocando la muerte de las bacterias por un proceso llamado lectino-
fagocitosis. Un ejemplo lo constituye Escherichia coli que se adhiere a
células epiteliales y esta adhesion es inhibida especificamente por Man y
metil-mandsido (Sharon y Lis 2007).

En animales, las lectinas solubles pueden activar el complemento,
mientras que otras, unidas a membranas, pueden matar organismos
infecciosos, demostrando su participacién en la inmunidad innata. Las
lectinas asociadas a membrana también funcionan en el reclutamiento de
glicoproteinas del sistema circulatorio por parte de diferentes organelos
celulares, en la migracion de linfocitos recirculantes de la corriente
sanguinea hacia los nédulos linfaticos, bazo y otros 6rganos linfoides, y en
el proceso de metastasis. Se ha demostrado que la exposicion de residuos
internos de galactosa (Gal) en glicoproteinas de suero tal como la fetuina
lleva a una marcada disminucién en el tiempo de vida en circulacion de
dicha glicoproteina; la remocién de Gal restaura los tiempos de vida en
circulacion a niveles normales. Las lectinas también inducen el
agrupamiento de receptores sobre linfocitos y otras clases de células, lo
cual es requerido para varias actividades de las lectinas tal como
estimulacién mitogénica e induccién de apoptosis. También actuan
inhibiendo la coagulacién (Varki et al. 1999; Sharon y Lis 2007).

Para las lectinas flungicas se han propuesto diversos roles tales
como participacion en el proceso de formacién de primordio previo a la
formacioén del cuerpo de fructificacidén, formacion de estructuras miceliales
que facilitan la penetracion de hongos parasiticos en el organismo
hospedero, asi como reconocimiento molecular durante la etapa temprana
de micorrizacién (Giollant et al. 1993; Swamy et al. 2004; Leonidas et al.

2007). En el hongo Lentinula edodes se ha demostrado que la actividad
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de la lectina intracelular varia segun las etapas de desarrollo del hongo
(Vetchinkina et al. 2008). En estudios realizados con la levadura
Paracoccidioides brasiliensis se reportd que en presencia de anticuerpos
especificos se interrumpia la unidon lectina-quitina, resultando en la
inhibicién del crecimiento de la levadura (Ganiko et al. 2007). A su vez,
se ha sugerido que las lectinas serian las principales responsables de la
actividad insecticida presente en cuerpos de fructificacion de hongos
(Wang et al. 2002; Trigueros et al. 2003). Recientemente, estudios
realizados con la lectina del hongo Coprinopsis cinerea sugirieron un
posible rol de las lectinas fungicas en la defensa contra predadores por
unién a los carbohidratos especificos del huésped. Se demostré que la
toxicidad del nematodo Caenorhabditis elegans dependia de la interaccion
entre la lectina fungica y un glicoconjugado que contenia fucosa (Butschi
et al. 2010).

1.4. Aplicaciones de lectinas

Las lectinas han demostrado ser invalorables herramientas para la
deteccion aislamiento y caracterizacion de glicoconjugados,
principalmente de glicoproteinas, para histoquimica de células y tejidos y
para evaluar los cambios que ocurren en las superficies celulares durante
procesos fisioldgicos o patoldgicos, desde diferenciacién celular a cancer.

Como sus interacciones con biomoléculas é con células enteras
pueden ser revertidas mediante competencia por carbohidratos simples,
ello puede ser tomado como evidencia de la presencia de carbohidratos
en la célula. Es asi que la union a la lectina ha sido frecuentemente usada
para demostrar que los receptores de membrana para muchas hormonas,
factores de crecimiento, neurotransmisores y toxinas, son

glicoconjugados.
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La habilidad de las lectinas para afectar la proliferacién y adhesion celular
uniéndose a glicoconjugados de la superficie celular es ampliamente
utilizado en biologia experimental, citologia, genética y oncologia
(Kilpatrick 2000; Marty-Detraves et al. 2004).

Otras aplicaciones han sido tipificacion sanguinea, fraccionamiento
de linfocitos y de células de médula 6sea para el transplante de médula
Osea, estimulacion de linfocitos en pacientes inmuno comprometidos, etc.
(Sharon vy Lis 2007).

Ademas, la presencia de determinadas lectinas en diferentes
especies o géneros las convierten en una herramienta a considerar en
estudios taxondmicos vy filogenéticos (Sharon y Lis 2007).

También han sido utilizadas en el estudio de microorganismos vy
para el estudio de sus estructuras superficiales. Es asi que la presencia de
Bacillus anthracis puede ser confirmada facilmente por aglutinacion con
las lectinas SBA (soybean agglutinin) o HPA (Helix pomatia agglutinin) y
Neisseria gonorrhoeae puede ser identificada con la lectina WGA. Lectinas
de diferentes origenes han sido también utilizadas como herramientas de
diagnédstico para la identificacion de varios serogrupos de estreptococos
alfa hemoliticos. A su vez, se han utilizado lectinas para la deteccién de
acidos teicoicos sobre bacterias tales como Bacillus anthracis, Bacillus
subtilis y Staphylococcus aureus, para examinar la composicién y
organizacién de paredes celulares de levaduras, asi como para la
deteccion y caracterizacidon de glicoconjugados en biofilms bacterianos
(Sharon y Lis 2007).

La union de una lectina a cierto tipo de células puede ser
rapidamente revertida lo que representa una ventaja con respecto a los
anticuerpos ya que en general es imposible remover los anticuerpos de
las células a las cuales estan unidas (Sharon y Lis 2007).

Muchas lectinas, obtenidas principalmente por purificacion mediante
cromatografia de afinidad con carbohidratos inmovilizados, estan

disponibles comercialmente en forma nativa o como derivados; ejemplos
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de esto son las lectinas fluorescentes ampliamente utilizadas en
microscopia y lectinas inmovilizadas para la separacidén y caracterizacién

de oligosacaridos y glicoproteinas.

1.4.1. Aplicacion en el estudio de isoformas de glicoproteinas

La utilizacion de lectinas en la identificacion de isoformas de
glicoproteinas  (glicoisoformas) es actualmente wuna importante
contribucion en el laboratorio para el diagndstico de enfermedades
humanas (Durand y Seta 2000).

Las proteinas individuales, aunque comparten el mismo nombre y
propiedades tales como funcién y estructura, muchas veces existen como
isoformas que muestran heterogeneidad de diferentes tipos. La mas
comun resulta de variaciones en la estructura de los carbohidratos de las
glicoproteinas. Practicamente todas las proteinas identificadas en el suero
son glicosiladas (Sharon y Lis 1997) con algunas excepciones como la
albimina, «-amilasa, proteina C-reactiva y pB-microglobina. Las
glicoproteinas pueden tener desde 1 hasta 200 o mas unidades de
carbohidratos. En los animales superiores, los monosacaridos mas
comunes presentes en glicoproteinas son hexosas (Man, Gal, Glc),
hexosaminas (Glc-NAc, Gal-NAc), deoxihexosas (fucosa), pentosas
(xilosa) acidos uroénicos (glucurdnico, idurdnico) y acidos sialicos. Esta
diversidad puede ser luego aumentada por modificaciones de algunos
grupos quimicos. Los grupos hidroxilos de los monosacaridos pueden ser
fosforilados, sulfatados, metilados y o-acetilados. Los grupos amino
pueden permanecer libres, ser acetilados o N-sulfatados. Los grupos
carboxilo pueden, ocasionalmente, sufrir lactonizacion con grupos
hidroxilos cercanos. Ademas, se han descubierto mas de 30 tipos de acido
sidlico. Las cantidades relativas de los monosacaridos introducidos en las

proteinas estan reguladas a través de una compleja combinacion de
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diversos factores. La diversidad molecular que puede ser entonces
generada a partir de estructuras de oligosacaridos es enorme. Pero, a
pesar de la enorme cantidad de combinaciones posibles de
monosacaridos, las combinaciones realmente utilizadas en la naturaleza
son limitadas. Las funciones mas especificas y esenciales son mediadas
por secuencias de oligosacdridos inusuales, secuencias terminales
inusuales, 6 por modificaciones posteriores de los propios azlcares. Las
gonadotrofinas humanas poseen entre 20 y 30 isoformas diferentes, que
se pueden separar en base a las cargas y asi los nifios, los hombres, las
mujeres joévenes y las de edad avanzada poseen todos formas
distinguibles entre ellos de esta proteina (Lonnberg 2002).

La microheterogeneidad es un hecho comun de la glicosilacion, el
cual aumenta aun mas la complejidad en la determinacién de la
glicosilacién en proteinas. Esto es probablemente debido a la combinacion
de una produccion al azar y a isoformas altamente especificas producidas
para una cierta funcion. La heterogeneidad de una glicoproteina dada se
podria explicar como parte de un proceso rapido de glicosilacién en la
célula, que resulta en la produccién no uniforme o en variaciones
intracelulares especificas, donde cada célula produce una forma.

La importancia clinica de las isoformas de las glicoproteinas radica
en que las estructuras de los oligosacaridos unidos a proteinas pueden
modular procesos bioldgicos afectando por ejemplo la conformacion de la
proteina, los procesos degradativos, las interacciones moleculares y
celulares y el tiempo de recambio (Varki 1993).

La informacién acerca de las proporciones relativas de las diferentes
isoformas y su concentracion absoluta es una herramienta importante
para entender su rol bioldgico y puede ser utilizada en el diagndstico de
enfermedades. En este sentido, la busqueda de lectinas que sean capaces
de interaccionar con algunas subpoblaciones de glicoproteinas, permitiria

aportar una herramienta al diagndstico.
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A continuacion se hace referencia a algunas de las glicoproteinas

usadas en este trabajo.

Transferrina (TF)

Esta glicoproteina del plasma que se encuentra en concentracion
50uM se encarga del transporte de hierro en la sangre y posee al menos 9
isoformas relacionadas con variaciones en sus carbohidratos. El analisis
de las concentraciones de estas isoformas permite monitorear el abuso de
alcohol (Stibler et al. 1986), el sindrome tipo I de glicoproteinas
deficientes de carbohidratos, conocida como Deficiencia Congénita de
Glicosilacion (CDG en inglés) o la pérdida de fluido cerebro-espinal
(Stibler et al. 1998).

Lactoferrina (LF)

Es otra proteina globular perteneciente a la familia de las
transferrinas que muestra una gran afinidad por iones hierro. Fue
primeramente purificada a partir de la leche, sin embargo estd presente
en otros fluidos corporales y es muy abundante en fluidos mucosos. Tiene
actividad antimicrobiana por lo que es considerada un componente de la
inmunidad innata. También tiene actividad antitumoral, anti-inflamatoria
e inmunoregulatoria. La disponibilidad comercial de LF recombinante ha
permitido profundizar en ensayos clinicos dirigidos a evaluar la inocuidad
y eficacia de formulaciones simples o combinadas de la LF con otras
moléculas bioactivas. Debido a que variaciones en el patron de
glicosilacién de LF pueden llegar a alterar su actividad bioldgica, es
esencial la identificacién de las distintas glico-isoformas recombinantes

producidas en distintos organismos (Aguila y Brock 2001).
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Gonadotrofina

La gonadotrofina sérica de yeguas gestantes (PMSG) es una
glicoproteina secretada durante la gestacion, pertenece a la familia de
hormonas glicoproteicas que incluye la hormona luteinizante (LH), la
hormona estimulante del foliculo (FSH) y la hormona estimulante de la
tiroides (TSH). Estas hormonas, son heterodimeros compuestos de dos
subunidades asociadas no covalentemente. Dentro de una especie la
secuencia de aminoacidos de la subunidad a es idéntica mientras que la
subunidad B de cada hormona posee secuencias unicas (hormona-
especifica). Ambas cadenas son glicosiladas y la deglicosilaciéon de la
cadena alfa resulta en pérdida de bioactividad, pero no afecta la unidn
especifica de la hormona a su receptor. Los carbohidratos en PMSG
representan un 45 % del peso total y el 10% es debido especificamente al
acido sialico (Moore y Ward 1980).

Eritropoietina (EPO)

Esta hormona de naturaleza glicoproteica es el principal regulador
de la produccién de glébulos rojos, la cual existe como una mezcla
compleja de isoformas; la mayor parte de éstas corresponden a
diferencias en los carbohidratos, que constituyen el 40% de la masa
molecular de la EPO. Desde 1988, la EPO recombinante humana (rhEPO)
esta disponible comercialmente, con propdsitos terapéuticos para ciertas
clases de anemias, como las causadas por insuficiencia renal (Skibeli et
al. 2001). Sin embargo, esta hormona ha sido también usada con
propdsitos ilegitimos, en dopaje en deportes de alto impacto y desde
1990, estd oficialmente prohibida por el Comité Olimpico Internacional,
por lo que resulta de interés desarrollar nuevos métodos para distinguir

rhEPO de las formas enddgenas (Lasne et al. 2002).
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1.4.2. Aplicaciones de lectinas como agentes antimicrobianos

Otra prometedora aplicacion de las lectinas es como agentes
antimicrobianos.

Los agentes infecciosos resistentes, o sea aquellos que no son
destruidos o inhibidos por los compuestos antimicrobianos usuales, son
una creciente causa de preocupacion en los organismos de salud publica.
La tuberculosis, la gonorrea, la malaria y las otitis infecciosas en nifos
pequefios son solo algunas de las enfermedades que se han convertido en
dificiles de tratar debido a la aparicion de cepas resistentes vy
multiresistentes (NAID 2011). Particularmente importante es el aumento
en la resistencia de Staphylococcus aureus. Esta bacteria gram positiva
coloniza la piel en aproximadamente el 40 % de las personas sanas. Es
comun que cause infecciones en la piel, en tejidos blandos, infecciones
endovasculares, neumonia, artritis séptica, endocarditis, etc. Uno de los
patdgenos clinicamente mas problematico en el presente es el S. aureus
meticilino resistente (MRSA), una de las bacterias mas dificiles de tratar
en pacientes y de erradicar del ambiente hospitalario. En el Reino Unido el
numero de muertos a causa de MRSA fue de 781 en 2009 (ONS 2010).
Recientemente, se ha demostrado que los agentes etioldgicos mas
prevalentes en infecciones en sangre son Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa (Luzzaro et al. 2011). Ademas
especies de los géneros Candida y Aspergillus son patégenos humanos
muy comunes (Segal y Walsh 2006; Pfaller y Diekema 2007). A. niger
puede causar efectos pulmonares severos; la aspergilosis invasiva es una
causa mayor de mortalidad en pacientes inmunocomprometidos (Faber et
al. 2009). Como consecuencia, las industrias farmacéuticas buscan
activamente nuevos agentes antimicrobianos de diversas fuentes.

Entre el enorme nimero de lectinas de origen vegetal publicadas a
la fecha, se han descrito algunas con actividad antimicrobiana (Paiva et
al. 2010; Wong et al. 2010) (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1. Actividad antimicrobiana de lectinas vegetales. Extraido de (Paiva et

al. 2010).

Plant lecan: with anameerabial scnvury.

Plant thizsme)

Lerhin spemifinory

anfraerabial aomaty

Arauearia angustjfolia (~eed) rletdAe Clavibacter michiganensis. Xanthomenas avonspodiz py.
passiflorae
Artocarpes inciza (weed) GleNAz Fuzarium moniliforme. Saccharomyces ceravisiae
Artocarpus inregrifolia (saed) GleMAc F. moniliforme, 5 ceravisiae
Astragafus mongholicus {roof) Lactose D-Gal  Bofmydis cincerea, Fusarium oxyvsporum, Colletorichum
sp., Drechslera horcia
Engoria unjlora (zeedz) Carbakyrdrave Bacillus subtilis, Conynebacteriiam bovis, Escherichia
copiples coli, Klebsiella <p, FPseudomonas aeruginesa,
Streptococous sp., Staphylococous aurais
Gasmodia dara (conms) e-Man GleNAc B cmeren, Gamoderma  lucrdum.  Gibberelln  zege.
Rhizoctonia selani, Valsa ambiens
Heven brasilisnsts (latex) Chitatriose B. einerea, Fusarium eulmeorum, F. oxysporum f. sp. pisi,
FPhycomyces blakesloearmis, Pyvenophora afticivepentis,
Pyrcularia orvzag, Seploria  nodorum, Irichoderma
hamaitam
Myracrodmion trundeiova (heamivoad)  GlelA: B. subtits, Corynebacterium callunae, E. coli, lebsiefla
preumoniae, P aeruginesa, 5 aurens, Streptococens
Sfaecalis.
Fusarium  solani. F.  oxyportm. F. moniliforme.
Fruzarium decemcallulare. Fusarium lateritium. Fisarium
Jfusaroides. Fusarinm verficilotdes
Ophigpogon japoricus (rhizome) nlan Gibberella saubimeti, R solami
COpuntia ficus indica (cladodes) GleMan Collerotrichum  gloesporicides. Candida albicans, F.
oxysporum, F. rolani
FPhaseohis cocetnens (seeds) Sialic acid Helminthosporium  maydis. Gibberalla sanbinemi. R
salami, Sclerotinia sclavoiiorum
Fhthirusa pyetfolia (leaf) Fru-1.6-F2 B. mbnls. £ preimeontge. Stapiviccocous epidamidis.
5 faecalis
_ F. lateritium, B solant _
FPisum sativimm (seed) Man Aspergillus flovus, F. axysporiom, Trichoderma viride
Sebasrania facobinensis (bark) Carbabydrate F. moniliferme. F. oxysporum
comples
Talisa esculemta (zeeds) han Colletotrichum  lindemuthiamum, F. oxpzporum. 5.
_ ) cerevisiae _
Trificum vulgaris (seeds) GleWAc Fuzarium graminearum, F. oxysporum
Lrtica dioleca (rhizome) GlelNAe B cimerea. € lindemuthionnm. Phoma  bemae
Fhyeamyeer  blakesleermus. Septovin nodorum

Trichaderma hamarnim. T, vivide

DGal: galacrose; Fro-1.6-P2; fuctose- ] S-nphosphate; Glo: ghicose; GleNAc Macendglucosanune; Man: moaonose
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Algunas lectinas animales también podrian inhibir el crecimiento de
microorganismos (Sanchez Riera et al. 2003; Kawsar et al. 2010).
Aunqgque también se han realizado estudios de actividad antimicrobiana in
vitro con lectinas de origen fungico (Han et al. 2005; Chumkhunthod et
al. 2006; Li et al. 2008) dichas lectinas fungicas no produjeron inhibiciéon
del crecimiento microbiano en las condiciones ensayadas.

La actividad antibacteriana exhibida por ciertas lectinas sobre
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas se da a través de la
interaccion de la lectina con algunos componentes de la pared celular
bacteriana incluyendo Aacidos teicoico y teicurdénico, peptidoglicanos y
lipopolisacaridos (Bourne et al. 1994). La inhibicion del crecimiento
fangico puede ocurrir a través de la unidn de lectinas a las hifas,
resultando en una pobre absorcién de los nutrientes asi como por

interferencia del proceso de germinacion de esporas (Selitrennikoff 2001).

1.4.3. Aplicaciones de las lectinas inmovilizadas

Las lectinas, unidas a un soporte soélido (lectinas inmovilizadas)
poseen diversas e interesantes aplicaciones. Por lejos, la mas
ampliamente usada es en la purificacion de glicocompuestos. Como
ejemplo, se ha sintetizado un adsorbente de afinidad usando la lectina de
soja (Glycine max) como ligando, la cual fue inmovilizada y usada en
procesos a escala banco, para la purificacion y produccion del polisacarido
capsular de Streptococcus pneumoniae cepa 14 (Franco Fraguas et al.
2003b).

Otra importante aplicacion es en el ambito de produccion de
glicoproteinas. La bioseparacion y purificacion de productos es el principal
inconveniente para las industrias biotecnoldgicas y farmacéuticas. Los

procesos conocidos como “‘downstream processing”, generalmente
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representan el costo mayor en el proceso de produccion de proteinas.
Esto, junto a los requerimientos cada vez mayores de productos con alta
pureza y actividad, ha llevado a que en las ultimas décadas se haya
incrementado notablemente la aplicacion de tecnologias selectivas en
procesos de gran escala. Ademas, los adsorbentes insolubles ofrecen
importantes ventajas que los ha llevado a un uso cada vez mas
generalizado en trabajos a escala analitica y estan siendo cada vez mas
utilizados en el downstream processing. Poseen alta estabilidad mecanica
lo que permite utilizar mayores presiones, mayores velocidades de fase
movil y particulas menores, lo cual implica mayores velocidades de
transferencia de masa. El escalado desde escala analitica a escala de
produccion resulta mas reproducible, lo que genera productividades
potencialmente superiores y mejoras en el proceso econdmico. (Cartellieri
et al. 2002). La literatura abunda en informacidén acerca del uso de las
lectinas inmovilizadas para la purificacion de una enorme variedad de
glicoproteinas. En particular, se menciona a WGA inmovilizada para la
purificacién de la glicoproteina fetuina, a partir de suero fetal bovino. La
purificacién se realiza en un solo paso, aplicando el suero filtrado a una
columna empaquetada con el adsorbente. El rendimiento reportado es de
1.6 mg fetuina/100ml de suero. La lectina de Sambucus nigra
inmovilizada, se usa para la purificacion de al-glicoproteina acida, la cual
interacciona con la lectina a través de los residuos de acidos sialicos
unidos por enlaces o2,6 (Cartellieri et al. 2002).

Otra aplicacion de enorme potencial de las lectinas inmovilizadas es
en la separacion de isoformas de una glicoproteina. Recientemente, se ha
reportado el uso de columnas de afinidad con WGA inmovilizada, para
diferenciar EPO humana nativa de alguna de sus formas recombinantes
(Franco Fraguas et al. 2008).

Las lectinas inmovilizadas también han sido utilizadas con éxito con
otra finalidad: como adsorbentes para inmovilizacidon por afinidad de

enzimas de naturaleza glicoproteica de interés biotecnoldogico. Con A-
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Sepharose resulta ser un muy buen adsorbente de afinidad para la
inmovilizacion de la glicoproteina B-galactosidasa de Aspergillus oryzae
(Franco Fraguas et al. 2001). Este ha sido puesto a punto y se adapta

muy bien a procesos de hidrdlisis de lactosa.

1.5. Lectinas fungicas: propiedades y aplicaciones

Algunas especies de hongos presentan varias lectinas que pueden
estar estrechamente relacionadas, difiriendo por ejemplo en su punto
isoeléctrico o pequefias variaciones en el peso molecular, o ser muy
diferentes llegando a tener especificidades diferentes (aun presentando
estructuras relacionadas)(Guillot y Konska 1997).

Si bien mucho se sabe sobre lectinas aisladas a partir de cuerpos de
fructificacién, recién en los Ultimos afos se han publicado algunos
trabajos sobre la obtencion de lectinas a partir de micelio y en algunos
casos a partir del extracto extracelular (Tsivileva et al. 2008).

También han sido detectadas en distintas etapas del crecimiento
fingico, involucradas en dormancia, asi como en morfogénesis (Guillot y
Konska 1997).

La mayoria de estas lectinas estan constituidas por dos o cuatro
subunidades que pueden ser o no idénticas, unidas en general por enlaces
no covalentes. Sin embargo existen algunas excepciones como las
lectinas monomeéricas de los hongos Lentinula edodes (Tsivileva et al.
2008) y de Cordyceps militaris (Jung et al. 2007) con pesos moleculares
de 45 y 31 kDa, respectivamente. El rango de peso molecular esta entre
16 y 100 kDa para la mayor parte de las lectinas fungicas reportadas,
aunque la mayoria corresponden a valores entre 26 y 36 kDa (Khan y
Khan 2011). Muchas lectinas fungicas son glicosiladas y la mayoria
presenta un contenido de carbohidratos entre 2 y 16 % (Conrad y Rudiger

1994; Khan y Khan 2011). A su vez, la mayoria de las lectinas fungicas
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presentan puntos isoeléctricos en el rango de 5-8, aunque se han
reportado algunas con pI de 3.75 0 10.6 (Khan y Khan 2011).

A la fecha se han reportado muy pocas estructuras cristalinas de
lectinas fungicas. La lectina de union a fucosa de Aleuria aurantia
presenta una estructura diferente a la demas lectinas conocidas. La
lectina de Flammulina velutipes presenta similitud estructural a la
fibronectina humana. Las lectinas de Xerocomus chrysenteron (XCL) y
Agaricus bisporus (ABL) se asemejan a las actinoporinas, una familia de
toxinas formadoras de poros; ambas reconocen Gal-NAc y Gal, mientras
que ABL también reconoce al antigeno TF (transfer factor), un disacarido
sobreexpresado en glicoproteinas de la superficie celular en carcinomas
humanos. Tanto ABL como XCL presentan actividad antiproliferativa sobre
diferentes lineas celulares. La lectina de Sclerotium rolfsii también
pertenece a la familia de lectinas fungicas especificas del antigeno TF. Las
lectinas de Coprinopsis cinerea (CGL2) y Agrocybe cylindrae (ACG)
comparten un dominio de reconocimiento de carbohidratos con galectinas,
una gran familia de lectinas animales de uniéon a B-galactésidos con un
dominio de reconocimiento a carbohidratos altamente conservado.
Mientras CGL2 tiene especificidad Unica y se une al tetrasacarido de
grupo sanguineo A, ACG reconoce sialoconjugados. La lectina de
Laetiporus sulphureus presenta un dominio N- terminal diferente y un C-
terminal similar al encontrado en algunas toxinas. La lectina de
Psathyrella velutina, a diferencia de otras lectinas fungicas conocidas, se
une a Ca’* de una manera similar que las integrinas (Leonidas et al.
2007).

Se ha determinado la constante de afinidad para algunas lectinas
fingicas. La lectina de Fusarium solani presentd muy bajas constantes de
afinidad para mono y oligasacaridos pero muy altas para glicoproteinas
(Khan et al. 2007). En el caso de la lectina de Ganoderma lucidum se
observé dos veces mayor afinidad por N-glicanos que por O-glicanos

(Thakur et al. 2007). La lectina dimérica del hongo Aleuria aurantia
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presenta cinco sitios de union por subunidad, uno de los cuales tiene alta
afinidad por fucosa y oligosacaridos que contienen fucosa (Olausson et al.
2008). Estudios comparativos de unién de las lectinas de Aleuria aurantia
(AAL) vy Aspergillus oryzae (AOL) revelaron que AOL presentaba
constantes de afinidad 3 a 6 veces superiores para oligosacaridos a-1,6
fucosilados que AAL; a su vez sbélo AAL reconocia oligosacaridos a- 1,3
fucosilados (Matsumura et al. 2009).

Dentro de las posibles aplicaciones de las lectinas fungicas se ha
demostrado que muchas de ellas tienen actividad antiproliferativa contra
lineas celulares tumorales humanas (Liua et al. 2001; Koyama et al.
2002; Zhao et al. 2009), asi como diversas actividades
inmunomodulatorias (Paaventhan et al. 2003; Wang et al. 2003; Ho et al.
2004).

Ademas, varias lectinas aisladas de cuerpo de fructificacion de
hongos basidiomicetes poseen especificidades hacia determinados
oligosacaridos presentes en glicoproteinas de origen animal y son asi,
importantes herramientas para la separacién de glicoconjugados y para la
deteccion histoquimica de oligosacaridos especificos (Mo et al. 2000).

Existe a nivel comercial, una carencia de herramientas de afinidad
altamente especificas, como pueden ser las lectinas fungicas, que puedan
aplicarse a la purificacién eficiente de una glicoproteina dada, en forma
rapida, a bajo costo y con probabilidad de ser utilizadas a nivel de
procesos de produccién. Si bien se ha reportado la presencia de mas de
cincuenta lectinas en hongos, Unicamente una, la proveniente de Agaricus

bisporus, esta disponible comercialmente.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
Aislamiento, purificacion y  producciéon de lectinas de hongos

basidiomicetes y evaluacion de sus interacciones frente a

glicocompuestos.

2.2. Objetivos especificos
1) Seleccidén de cepas fungicas buenas productoras de lectinas

2) Aislamiento, purificacion y produccion de las lectinas de Punctularia

atropurpurascens, Gymnopilus spectabilis y Pycnoporus sanguineus.

3) Estudio de las interacciones lectina-glicocompuestos y sus posibles

aplicaciones:

i) utilizacion de las tres lectinas purificadas en la
preparacion de adsorbentes de afinidad y evaluacién de
su potencial uso frente a glicoproteinas de interés

biotecnoldgico y

ii) evaluacion de estas lectinas como agentes de defensa

frente a microorganismos
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Hongos basidiomicetes

Los micelios y /o cuerpos de fructificacion de los hongos
Abortiporus biennis, Bjerkandera adusta, Coriolus sp., Corticiacea,
Gymnopilus sp., Gymnopilus spectabilis, Ganoderma resinaceum,
Impicoide sp., Inocutis jamaicensis, Inonotus sp., Poliporacea,
Pycnoporus sanguineus y Trametes versicolor provinieron de colectas
realizadas en monte de Eucalyptus globulus globulus en Uruguay. Los
cuerpos de fructificacion de Gymnopilus spectabilis, Ganoderma lucidum y
Pycnoporus sanguineus fueron colectados en monte nativo en Uruguay y
en el caso de Agaricus bisporus obtenidos en un mercado local.

Los micelios de Grifola frondosa, Lentinula edodes, Phanaerochaete
chrysosporium, Pleurotus djmour, Pleurotus ostreatus Yy Punctularia
atropurpurascens provinieron de la Coleccion de la Catedra de
Microbiologia General (CCMG), Montevideo, Uruguay.

3.2. Preparacion de extractos acuosos

A partir de los micelios de Abortiporus biennis, Bjerkandera adusta,
Coriolus sp., Corticiacea, Gymnopilus sp., Gymnopilus spectabilis,
Ganoderma resinaceum, Impicoide sp., Inocutis jamaicensis, Inonotus
sp., Poliporacea, Pycnoporus sanguineus, Trametes versicolor, Grifola
frondosa, Lentinula edodes, Phanaerochaete chrysosporium, Pleurotus
djmour, Pleurotus ostreatus y Punctularia atropurpurascens crecidos en
medio Agar Extracto de Malta (Oxoid Ltd., Basingstoke, UK) se
inocularon matraces con medio 1.25 % Extracto de Malta (Oxoid Ltd.,
Basingstoke, UK). Los matraces se incubaron a 28 °C en shaker a 100
rom durante 14 dias. Luego del periodo de incubacién se filtré para
separar el micelio y la fraccion extracelular.

Ademas, para los hongos Punctularia atropurpurascens , Pycnoporus
sanguineus y Gymnopilus spectabilis se ensayaron otras condiciones de

crecimiento que se describen a continuacion. Los experimentos se
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realizaron por triplicado y los resultados obtenidos para las diferentes
condiciones de cultivo se compararon mediante analisis de varianza
(ANOVA) y Test de Tukey (Software Infostat). Los valores fueron

considerados significativamente diferentes cuando P <0.05.

Punctularia atropurpurascens
Se realizaron cultivos por triplicado en matraces con medio 1.25 %

Extracto de Malta incubados a 28 °C durante 14 dias, sin agitacion o con
agitacion en shaker a 100 rpm. Ademas se evalud por triplicado la
actividad lectina en el extracto proveniente del cultivo en medio Yeast
Nitrogen Base (YNB, Difco) suplementado con quitina, incubado en shaker
a 100 rpm, a 28 °C durante 14 dias.

Pycnoporus sanguineus
El cultivo se realizd por triplicado tanto en condiciones estaticas

como con agitacion (100 rpm) a 28 °C en medio 1.25 % Extracto de
Malta. Se evaluaron algunas variaciones en los medios de cultivo. Se varié
las fuentes de carbono y de nitrogeno y las incubaciones se realizaron a
28 °C sin agitacion y durante 14 dias. Los medios utilizados para estos
ensayos fueron medio 1.25 % Extracto de Malta, medio Yeast Nitrogen
Base (YNB) suplementado con fructosa, medio YNB suplementado con
galactosa, medio Yeast Carbon Base (YCB, Difco) suplementado con
amonio y medio YCB suplementado con nitrato. También se realizaron en
paralelo cultivos a 25 °C y a 28 °C sin agitacion durante 14 dias en medio
1.25 % Extracto de Malta.

Gymnopilus spectabilis
El cultivo se realizd por triplicado tanto en condiciones estaticas

como con agitacion (100 rpm) a 28 °C en medio 1.25 % Extracto de
Malta durante 14 dias.

En todos los casos el micelio se traté en mortero con N, liquido y el
polvo de micelio obtenido fue resuspendido en buffer 50 mM fosfato de
sodio pH 7.4, suplementado con 0.15M NaCl (buffer fosfato salino PBS).
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Luego de dos horas de incubacién con agitacion se filtré y centrifugd
durante 30 minutos a 8.000 rpm. El sobrenadante obtenido se guardd
para los analisis posteriores.

Ademas se utilizaron cuerpos de fructificacion de los hongos
Gymnopilus spectabilis, Pycnoporus sanguineus y Ganoderma lucidum
obtenidos en Monte Nativo en colectas realizadas en nuestro pais y de
Agaricus bisporus disponible comercialmente. A partir de los mismos se
prepararon extractos acuosos segun se describe. Los cuerpos de
fructificacidon se procesaron con buffer PBS pH 7.4. Se incubd por dos
horas con agitacidon y posteriormente se centrifugd 60 minutos a 8.000
rpm. Los sobrenadantes se utilizaron como material de partida para los

ensayos de actividad hemaglutinante.

3.3. Andlisis de los extractos fungicos
3.3.1. Ensayo de actividad hemaglutinante (HAG)

Se determind la presencia de lectina en base a su capacidad de
aglutinar glébulos rojos animales. Para el ensayo de hemaglutinacion
(HAG) se utilizaron globulos rojos de ratén, oveja, conejo y de origen
equino segun el caso, obtenidos a partir de sangre fresca recogida con
anticoagulante. Los gldbulos rojos se separaron por centrifugacion suave
a 4500 rpm durante 3 minutos y se lavaron 4 veces con buffer PBS.
Luego se separaron los eritrocitos por centrifugacion suave y se prepard
una suspension al 4 % (v/v) en PBS. En algunos casos se tratd la
suspension de globulos rojos con una solucidén de tripsina (1 mg/ml) en
PBS. Se incubd durante 1 hora a 37 ©°C, luego los glébulos rojos se
separaron por centrifugacién suave a 4500 rpm durante 3 minutos y se
lavaron 4 veces con buffer PBS. A partir de este pellet se prepararon las
suspensiones al 4 % (v/v) en PBS.

Los ensayos de HAG se llevaron a cabo en microplacas de titulaciéon
de fondo redondo. En cada pocillo se colocé 25 ul de 0.15 M NaCl, 25 ul
de solucion de seroalbumina bovina (BSA) al 1% en 0.15 M NaCl, 25 ul de
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muestra y 25 ul de suspension de globulos rojos al 4 %. Se mezclé por
agitacién suave y se incubd la placa durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Se registraron como positivos aquellos pocillos en los que se
observd aglutinacién de los globulos rojos y negativos en los que se
observd sedimentacién facilmente redispersable por agitacion (Figura
3.1). Cada muestra se analizé por triplicado. En cada ensayo se incluyo
como control positivo una solucion de Con A y como control negativo
buffer PBS.
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Figura 3.1. Ensayo de actividad hemaglutinante.

La actividad HAG se estimé mediante la realizacién de este mismo
ensayo sobre diluciones seriadas al medio de cada muestra. Se definid el
titulo de lectina o unidad de lectina (UL) como el reciproco de la mayor
dilucion que da aglutinacion visible de glébulos rojos animales luego de 30
minutos de incubacion. Se definid actividad hemaglutinante 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
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determin6é mediante el cociente entre la AHE posterior y la AHE previa a la

etapa cromatografica correspondiente.

3.3.2. Ensayos de inhibicion de HAG

Se determind la especificidad de unidon de la lectina mediante un
ensayo de inhibicion de la HAG mediada por diferentes carbohidratos.
Para estos ensayos se utilizé la concentracion de lectina correspondiente a
la HAGso9,, definida como la correspondiente a la dilucion de la muestra
previa a la ultima que causa HAG visible. El ensayo se realizé siguiendo el
mismo procedimiento que para el ensayo de actividad HAG, pero
sustituyéndose 25 ul de 0.15 M NaCl por 25 ul del carbohidrato en estudio
(en las concentraciones que se indican) y preparados en 0.15M NaCl. Se
utilizaron los siguientes mono-, di-, y trisacaridos: 100 mM 1-amino-1-
deoxi-B-D-galactosa, arabinosa, fructosa, &acido galacturdnico, &acido
glucurénico, glucosamina, Glc, glucosa-6P, ribosa, fucosa, galactosa
(Gal), galactosilamina, manosa (Man), metil-D-manopirandsido, N-acetil-
galactosamina (Gal-NAc), N-acetil-glucosamina (Glc-NAC), ramnosa,
sorbitol, acido N-acetil-neuraminico (identificado en el texto como &cido
sialico), lactosa, melibiosa, sacarosa, trehalosa, rafinosa, 10 mM N-
acetillactosamina, 7.9 mM sialillactosa, 25 mM quitobiosa, 18 mM
quitotriosa. Se evaluaron glicosaminoglicanos como heparan sulfato vy
condroitin sulfato y polisacaridos como quitina y quitosano (2 mg/ml).
También se utilizaron como haptenos glicoproteinas como eritropoyetina
recombinante humana (Eprex de Janssen-Cilag, 33.6 upg/ml y de
Claussen, Uruguay, 80 ug/ml), gonadotrofina sérica aislada de suero de
yeguas prefadas (PMSG, a partir de la sigla en inglés, pregnant mare
serum gonadotropin) en concentracién 4 mg/ml (glicoproteina donada por
la empresa Syntex, Uruguay), ferritina (1 mg/ml), fetuina de suero fetal
bovino (FT, 8 mg/ml), peroxidasa de rabano picante (HRP, 8 mg/ml),
transferrina (TF, 8 mg/ml) y tiroglobulina bovinas (TG, 8 mg/ml). Las

ultimas 5 glicoproteinas mencionadas fueron adquiridas a Sigma. También
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se utilizé la glicoproteina lactoferrina bovina (LF, 8mg/ml), la cual fue una

donacion de la empresa Murray Goulburn, Australia.

Eventualmente, se determind Ila minima concentraciéon de
carbohidrato capaz de inhibir la hemaglutinacidon. Para ello se utilizaron
diluciones seriadas al medio del carbohidrato en estudio y una dilucién de
lectina correspondiente a la que causa un 50 % HAG (penultima dilucion
seriada de la lectina que permite apreciar aglutinacion visible, HAGsg).
Se definié la concentracion inhibitoria minima (CIMyag) como la minima
concentracidon de carbohidrato utilizada en el ensayo capaz de inhibir la
HAG.

Desialilacidon quimica de glicoproteinas
Se realizd segun (Franco Fraguas et al. 2003a). Se pesé 8.0 mg de

las glicoproteinas LF, FT, TF, PMSG y TG y se agregd 500 pl de 0.2 N HCL.
Para el caso de EPO se tomo6 una ampolla comercial conteniendo 500 pul
(concentraciones 33.6 pg/ml o de 80ug/ml) y se procedid como en los
otros casos. Se calentd en bano a 80 °C durante una hora, se enfridé hasta
25 °C y se neutraliz6 con 0.5M NaOH. Se gel filtr6 en columnas NAP-5
(Sephadex G-25).
3.3.3. Determinacion de la concentracion de proteinas

Para proteinas solubles, se determind la concentracién usando el
método del acido bicinconinico (BCA) (Smith et al. 1985). Se incubaron
100 pl de una diluciéon apropiada de muestra con 2 ml de reactivo BCA
durante 15 minutos a 60 °C. Se enfrido hasta temperatura ambiente y se
registrd la Aseo nm. Se realizd una curva de calibracion utilizando
seroalbumina bovina (BSA) como estandar en el rango de 0 - 0.3 mg/ml.
Cada muestra se ensayd al menos por duplicado.

Para determinar concentracidon de proteinas inmovilizadas se utilizo
la técnica del BCA optimizada (Giacomini et al. 1998). El derivado de
Sepharose se lavd en placa con agua destilada y se escurrié el exceso de

liguido por vacio. Se pesaron por triplicado alicuotas de 100.0 mg del gel
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escurrido y se agregd 2ml de reactivo BCA, se incubd 15 minutos a 60 °C

y se procedid como se describié anteriormente.

3.3.4. Electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Las muestras fueron analizadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y reductoras
(usando B-mercaptoetanol) utilizando geles homogéneos (PhastGel 12.5,
GE Healthcare) y geles con gradiente (PhastGel Gradient 8-25, GE
Healthcare). Las electroforesis se realizaron en equipo PhastSystem
(Pharmacia, Uppsala, Suecia) segun las especificaciones del fabricante.
Las muestras a analizar fueron pretratadas de la siguiente forma: 25 pL
de la muestra se mezclaron con 25 uL de buffer 10mM Tris/HCI pH 8.0,
suplementado con 1 mM EDTA, 2 % SDS y 10% glicerol (sample buffer),
1 pL de B-mercaptoetanol y 1 pL de azul de bromofenol. La mezcla se
calenté durante 5 minutos en bafio de agua a ebullicidn. Se dejo enfriar y
se utilizd para el andlisis. En la corrida electroforética se incluyeron
estandares de peso molecular (14.4-97.0 kDa, GE Healthcare, Suecia)
utilizando una mezcla de a-lactalbiumina (14.4 kDa), inhibidor de tripsina
(20.1 kDa), anhidrasa carbdnica (30.4 kDa), ovoalbumina (43 kDa),
seroalbumina (67 kDa) y fosforilasa b (94 kDa). Las proteinas fueron
visualizadas por tincién con plata siguiendo el protocolo recomendado por

el fabricante.

3.3.5. Determinacioén de pl

Se realizd6 mediante isoelectroenfoque (IEF) utilizando el mismo
equipo Phast System. Las muestras se corrieron en geles Phast-Gel IEF 3-
9 y se utilizd un kit de calibracidén de pI (3-9) como estandares. Los geles
fueron revelados mediante tincién con plata de acuerdo al protocolo

suministrado por el fabricante.
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3.4. Purificaciodon de las lectinas
A continuacidon se describen las técnicas utilizadas en cada caso

individual para la purificacién de las 3 lectinas propuestas en esta tesis.

3.4.1. Purificacion de la lectina de Punctularia atropurpurascens
(PAL)

Se utilizaron extractos de micelio obtenidos luego de 14 dias de
fermentacion a 28 °C, con agitacion 100 rpm, en medio 1.25 % Extracto
de Malta. La purificacidon se realiz6 mediante cromatografia de afinidad,
usando cuatro adsorbentes diferentes, tres de ellos disponibles en el
laboratorio (quitosan-, fetuin- y Glc-NAc-Sepharose). Para estos casos
se aplicaron 2 ml de extracto a cada columna (diametro 1.5 cm, alturas
1.8, 2.5 y 2.5 cm, respectivamente) empaquetada con el adsorbente. El
material no adsorbido fue recolectado y la columna se lavd con buffer PBS
hasta no detectar HAG ni UA,so nm en las fracciones. Se realiz6é elucidn
competitiva usando 0.1 M Glc-NAc colectandose fracciones de 2 ml las
cuales fueron gel filtradas en columnas pd-10 (Sephadex G-25) y usadas

para posteriores analisis.

El otro adsorbente de afinidad ensayado lo constituyd una quitina
insoluble, siendo el propio soporte el ligando de afinidad. Se tomd 0.5 g
de quitina, se suspendié en 4 ml de PBS y la suspension se filtré en placa
filtrante. Se pesaron 0.2 g de soporte hinchado, el cual se tratd con
exceso de buffer PBS y dicha suspensidén se pasd a columna (diametro 1
cm) dejando sedimentar por gravedad. Se aplic6 3 ml de extracto de
micelio gel filtrado y se dejéo en contacto toda la noche. Se lavd la
columna con PBS y la elucién se realizé con fracciones de 1 ml de acido
acético 0.2 M, recogidas en tubos con 2 ml de PBS para neutralizar. En
cada fraccion eluida se realiz6 ensayo de HAG y aquellos con actividad de
lectina fueron unidos, liofilizados y resuspendidos en 0.5 ml de PBS para

analisis electroforéticos.
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3.4.2. Purificacion de la lectina de Pycnoporus sanguineus

Se utilizaron dos estrategias de purificacion: una mediante
cromatografia de intercambio idnico y otra mediante estrategias de
afinidad. Los extractos aplicados en todas los ensayos de purificacion que
se describen a continuacién provienen de micelio del hongo Pycnoporus
sanguineus crecido en cultivo estatico, en medio 1,25 % Extracto de
Malta, a 28 °C y durante 14 dias de fermentacion.

Purificacion mediante cromatografia de intercambio i6nico

Se prepardé un columna de DEAE-Cellulose (diametro 1.5 cm)
empaquetada con 3.0 ml de gel. Se aplicaron 7 ml de un pool de
extractos de micelio. El material no adsorbido fue recolectado y la
columna se lavé con buffer PBS hasta no detectar HAG ni UA2go nm en las
fracciones. Se eluyé con 0.5 M NaCl recogiéndose fracciones de 3 ml y
aquellas con actividad HAG fueron unidas, dializadas exhaustivamente
contra agua destilada durante 24 hs y luego liofilizadas.

Purificacion mediante estrategias de afinidad

Se sintetizaron los adsorbentes Manosil-Sepharose (Man-
Sepharose) y Galactosil-Sepharose (Gal-Sepharose) mediante
inmovilizacion covalente del ligando en Sepharose (Franco Fraguas et al.
2003b). Para ello el soporte (Sepharose-4B) se lavd con agua destilada en
placa filtrante mediante vacio. El gel escurrido se suspendié en 4M NaOH,
se agregd epiclorhidrina en exceso y una punta de espatula de
borohidruro de sodio y se incubd con agitacion suave a temperatura
ambiente durante 90 minutos. Se lavd el gel con 2M NaOH y luego con
0.5 M NaOH. El gel escurrido se incubd con la soluciéon del carbohidrato
correspondiente a inmovilizar (20 % de Man o Gal en 0.5 M NaOH). La
suspension se incubd con agitacidn suave a temperatura ambiente
durante toda la noche. El gel se lavd en placa filtrante con solucién de 0.5

M NaOH. Los grupos epodxido activos remanentes se bloquearon con B-
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mercaptoetanol incubando con agitacién durante 1-2 horas a temperatura
ambiente. El gel se lavé con 0.5 M NaOH, agua destilada y PBS.

Se aplicaron 3 ml de un pool de extractos de micelio de Pycnoporus
sanguineus a una columna de Man-Sepharose (diametro 1 cm, altura 1
cm). Se recogié el material no adsorbido y la columna se lavd con buffer
PBS hasta no detectar HAG ni UAg nm. Se eluyd con 0.1 M manosa en
PBS, recogiéndose fracciones de 1 ml.

En otro experimento se aplicaron 18 ml de un nuevo pool de
extractos a la columna de Man-Sepharose. El material no adsorbido fue
recolectado y la columna fue lavada con buffer PBS hasta no detectar
HAG ni UA,g0 nm en las fracciones. Se eluyé con 0.1 M de metilmandsido,
las fracciones se gel filtraron en columnas pd-10 (Sephadex G-25) y se
realizaron los analisis correspondientes.

El material recuperado en el percolado y lavados anteriores fueron
aplicados a una columna de Gal-Sepharose (didmetro 1 cm, altura 2 cm).
El material eluido fue gel filtrado como se describié anteriormente.

Finalmente, se empled una estrategia de afinidad para la
purificaciéon de la lectina mediante el uso de nanoparticulas magnéticas
(MNPs) funcionalizadas con Gal. Esta parte del trabajo se realizdé en el
marco de una pasantia en el Instituto de Nanociencia de Aragodn,

Zaragoza, Espana.

Funcionalizacién de las MNPs con Galactosa

Las MNPs utilizadas para el ensayo de purificaciéon fueron de origen
comercial (Ademtech o Chemicell), de 200 nm de diametro y con grupos
carboxilos en la superficie.

Se ensayaron diferentes condiciones de activacién para la
funcionalizacién de MNPs (Carboxyl Adembeads, Ademtech) con 4-
aminofenil-galactosa (Sigma). La activacion se realizé utilizando

hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC).
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Para obtener una alta densidad de ligando pero sin producir la
agregacion de las nanoparticulas se utilizaron diferentes concentraciones
de EDC y NHS para la activacion (Tabla 3.1).

Para cada ensayo se incubé 1 mg de las MNPs con 90 ul de 10 mM
buffer acido 2-(N-morfolino)etano sulfénico pH 6 (buffer MES), 5 pl de
NHS y 5 pyl de EDC. Se incubdé 20 minutos con agitacion a 37°C. Se
centrifugd 1 min a 13.400 rpm y rapidamente se separd el sobrenadante.
Se lavé 2 veces con 200 pl buffer MES y se agregd 100 ul de 4-
aminofenil-galactosa (2.1 mg/ml) en buffer MES. Se incubd durante dos
horas con agitacion a 37°C. Se realizd un ensayo en paralelo incubando
100 pl de 4-aminofenil-galactosa sin MNPs. Se centrifugd y en los
sobrenadantes se determind la concentracion de 4-aminofenil-galactosa
no unida a las MNPs, mediante el método del fenol sulfurico (Dubois et al.
1956). A partir de solucidn stock de 4-aminofenil-galactosa (400 ng/ ml)
se realizé curva de calibracion en el rango de concentracion 0 - 60 ug/ ml.
Se tomd 1 ml de solucién de la muestra, el blanco (agua destilada) 6
solucion estandar en tubos de ensayo, se agregdé 0.5 ml de 5 % fenol y
rapidamente 2.5 ml de acido sulfurico concentrado. Se llevo a vortex y se
dejo reposar 10-15 minutos, se incubd en bafio de agua a 30 °C por 15

minutos y se mididé la Ao NmM.

Tabla 3.1. Optimizacion de funcionalizacion de MNPs con galactosa aminada

EDC NHS Galactosa aminada
(Wmol) (Wmol) (umol)
1.25 1.875 7.5
2.5 3.75 7.5
2.5 3.75 3.75
5 7.50 3.75
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Una alicuota de las MNPs glicosiladas (contenidas en el precipitado)
fue utilizada para determinar el potencial Z (medida de la carga
superficial de las MNPs) y el resto se lavd con buffer para su posterior
utilizacién en el ensayo de purificaciéon de la lectina. Las medidas del
potencial Z se realizaron a 25 °C con el equipo Brookhaven Zeta PALS.
Los valores obtenidos para cada muestra fueron el promedio de diez
medidas.

En otro experimento se repitid el ensayo de funcionalizacién descrito
anteriormente (5 pmol EDC y 7.5 pmol NHS en 10 mM buffer MES pH 6 )
pero la unién del ligando Gal se realizd6 a pH 8 (7.5 pmol 4-aminofenil-
galactosa). Nuevamente, una alicuota de las MNPs glicosiladas
(contenidas en el precipitado) fue utilizada para determinar el potencial Z.

En un tercer experimento se utilizaron las MNPs de Chemicell
descritas anteriormente. La funcionalizacion se realiz6 de acuerdo al
protocolo previamente descrito para las MNPs de Ademtech bajo las
siguientes condiciones: 5 pmol EDC y 7.5 umol NHS en buffer MES pH 6 y

7.5 ymol de 4-aminofenil-galactosa en 10 mM buffer bicarbonato pH 8.5.

Purificacion de la lectina con Gal-MNPs

Se utilizd un pool de extractos de micelio de Pycnoporus sanguineus
(volumen total: 25 ml) liofilizado, obtenido en las condiciones
previamente descritas (cultivo estatico, en medio 1.25 % Extracto de
Malta, a 28 ©C).

En el primer ensayo de purificacion se incubé 1 mg de Gal-MNPs
(Ademtech, obtenidas a pH 8) con 135 pl de extracto de micelio (15 mg
de liofilizado resuspendido en PBS) durante dos horas a 37°C. Se
centrifugd 5 min a 13400 rpm, se guardd el sobrenadante y el
precipitado, conteniendo Gal-MNPs, se lavo 2 veces con buffer MES y se
eluyd por competencia con Gal (25 mg en 200 ul de MES); se incub6 toda
la noche, se centrifugd durante 5 min a 13400 rpm y se separd el

sobrenadante (fraccién eluida).
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Se repitid el procedimiento de purificacion pero con la siguientes
modificaciones: se utilizaron las MNPs de Chemicell funcionalizadas con
Gal, se realizaron tres lavados con 500 ul buffer PBS 0.1% Tween 100mM
NaCl y se realizaron dos eluciones con 0.2 y 0.5 M Gal.

En ambos casos se realizd SDS-PAGE en condiciones reductoras
(con B-mercaptoetanol) y utilizando geles con gradiente (8-25). Las
muestras a analizar fueron pretratadas de la siguiente forma: 40 pL de la
muestra se mezclaron con 10 pL de buffer de ruptura y se calentd
durante 5 minutos en bafio de agua a ebullicién. Se dejé enfriar y se
sembraron 20 pl de cada muestra para el analisis. En la corrida
electroforética se incluyeron estandares de peso molecular (10-260 kDa,

ProSieve, USA). Las proteinas fueron visualizadas por tincién con plata.

3.4.3. Purificacion de la lectina de Gymnopilus spectabilis

En este caso se utilizaron dos estrategias cromatograficas:
cromatografia de afinidad (Man-Sepharose) e Intercambio idénico (DEAE-
Cellulose).

La columna de Man-Sepharose (didametro 1 cm) fue empaquetada
con 12 ml de adsorbente y equilibrada con buffer PBS. Se aplicaron 150
ml del extracto clarificado de Gymnopilus spectabilis con bomba
peristaltica a una velocidad de flujo de 42.0 mi/h. Se lavd con PBS y se
eluyd con 0.1 M de Man en PBS. Se recolectaron fracciones de 4 ml y se
gel filtraron en columna pd-10 (Sephadex G-25). Las fracciones con
actividad HAG fueron unidas y analizadas mediante electroforesis.

Para la cromatografia de intercambio idénico se hinchd DEAE-
Cellulose (17.0 g) en agua destilada durante 24 horas a temperatura
ambiente y luego se equilibré con buffer PBS. Se filtré por vacio y el gel
se mezcld con 350 ml de extracto de G. spectabilis en un procedimiento
en batch (agitacién en shaker a 100 rpm durante 2 horas). La suspension
se filtré en placa, guardandose el percolado. El gel se lavé con buffer PBS

y se realizd la elucién incrementando la fuerza idonica con buffer PBS
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suplementado con 1M NaCl. Se recogieron 3 fracciones y se realizd
precipitacion salina con sulfato de amonio (60 % de saturacion) de las
mismas. Se centrifugd a 5000 rpm durante 1 hora y el precipitado se
resuspendid en PBS.

Se repitid el procedimiento con una nueva alicuota de extracto
crudo de G. spectabilis pero en este caso las fracciones eluidas fueron
liofilizadas, resuspendidas en un minimo volumen de agua destilada,
dializadas contra agua destilada y nuevamente liofilizadas.

En todos los casos, las fracciones fueron usadas para analisis
electroforético (SDS-PAGE) y HAG.

3.5. Especificidad de GSL por carbohidratos
Se determind la especificidad de unién a carbohidratos de GSL
mediante ensayos de inhibicion de HAG utilizando el mismo panel de

carbohidratos previamente descrito para el ensayo con el extracto crudo.

3.6. Contenido en carbohidratos de la lectina

Se estimd utilizando un kit comercial para determinacion de
carbohidratos en glicoproteinas (Pierce, Rockford, IL). Se usaron lisozima
y seroalblumina bovina como controles negativos y ovoalblmina,
apotransferrina humana, fetuina vy glicoproteina ai-acida como
glicoproteinas estandar. Las muestras de GSL purificada fueron analizadas

a 0.25y 2.5 mg/ml como se indica en el kit.

3.7. Inmovilizacion de lectinas fungicas

Las lectinas purificadas PAL y PSL fueron usadas como ligandos de
afinidad e inmovilizadas covalentemente a través de los grupos amino a
NHS-activated-Sepharose 4B (GE Healthcare), segun el protocolo del
fabricante. Para ello se colocdé 1 g de NHS-activated-Sepharose en
columna pd-10 vacia, se lavé con 6 ml de 1mM de HCI (pre-enfriado a 4
°C) y se escurrid con vacio. Se disolvid la muestra de lectina liofilizada en
4 ml de buffer 0.2M NaHCOs 0.5 M NaCl pH 8.3 (coupling buffer), se
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agrego al gel escurrido y se incubd una hora a temperatura ambiente. Se
lavé en forma alternada con porciones de 6ml de buffer 0.5M Etanolamina
0.5M NaCl pH 8.3 y de buffer 0.1M Acetato 0.5M NaCl pH 4.0,
repitiéndose 3 veces estos lavados alternados. Finalmente se lavd con 6
ml de agua destilada, se escurrié por vacio, se separaron 100 mg de gel
para analisis de proteinas y el resto del gel se lavé con buffer PBS y se
guardd hasta su uso.

La lectina de Gymnopilus spectabilis fue también inmovilizada
covalentemente a Sepharose 4B activada con reactivo tetrafluoro borato
de 1-ciano-4-(dimetilamino)-piridinio (CDAP) (Franco Fraguas et al.
2003c). Se lavd 3 g de Sepharose con agua destilada, luego con
acetona:agua (3:7) y finalmente con acetona:agua (6:4). Se drené el gel
por vacio y se transfirid 3 g de gel escurrido a un matraz. Se agreg6 3 ml
de acetona: agua (6:4), se mantuvo la mezcla en bafio de hielo. Se
agregd solucién de CDAP (75 mg en 2ml de acetona: agua) bajo agitacién
vigorosa durante 3 minutos. Se agregd 360 ul de la solucidon de 0.2M
Trietilamina (TEA) durante 2 minutos. Se dejé reaccionar durante 3
minutos y se transfirio rdpidamente a un matraz conteniendo 50 ml de
0.05 M de HCI previamente enfriado. Se pasd a placa filtrante y lavé el gel
con agua destilada fria. El gel activado lavado y escurrido se suspendi6 en
la solucién de lectina (en 0.1M NaHCOs pH 8.3) y se mezcld por rotacidn
durante 4 horas a temperatura ambiente. El gel se lavdo con 50 ml de
buffer 0.1M NaHCOs; pH 8.3, 50 ml de agua destilada, se separd una
alicuota para determinaciéon de proteina inmovilizada y el resto se
suspendid en buffer PBS y se guardd hasta su uso.

El contenido de lectina inmovilizada se determiné utilizando el
método del BCA optimizado (Giacomini et al. 1998) como se describio

anteriormente.
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3.8. Interacciones entre glicoproteinas y lectinas fungicas

inmovilizadas

Se prepararon mini-columnas de vidrio empaquetadas con los
adsorbentes de afinidad sintetizados (con aproximadamente 0.40 a 0.60
ml de gel sedimentado): PAL-Sepharose, GSL-Sepharose y PSL-
Sepharose. Se aplicaron a las mismas 200 pl de soluciones de las
glicoproteinas FT, LF, TF, TG, PMSG y EPO. En cada corrida
cromatografica se lavdo con PBS vy las glicoproteinas adsorbidas se
eluyeron con soluciones de los monosacaridos especificos segun la lectina
fangica inmovilizada, o alternativamente se realizd elucién inespecifica
con 0.2 M acido acético. La presencia de proteina en cada fraccion de las
cromatografias se siguid espectrofotométricamente mediante A280,,. En
el caso de PAL-Sepharose se evaluaron las glicoproteinas PMSG, FT, LF y
EPO. Se lavd con PBS y se eluyd por competencia con 0.1 M GIcNAc. En el
caso de PSL-Sepharose se prepararon en paralelo dos mini-columnas
empaquetadas con derivados provenientes de 2 lotes de inmovilizacion.
En una de ellas se realizd elucion especifica con 0.1 M Man y en la otra se
realizo elucion inespecifica con 0.2 M acido acético. Se evaluaron en este
caso las glicoproteinas LF, PMSG, FT y TF. Finalmente, con GSL-
Sepharose se realizaron varias cromatografias, eluyendo en algunos casos
con 0.1 M Man y en otros casos con 0.2 M acido acético como se describid
anteriormente y se evaluaron las glicoproteinas: LF, PMSG, FT, asialo-LF y

asialo-TF.

3.9. Interacciones entre gliconanoparticulas y GSL
Estos estudios se realizaron en el marco de una pasantia en el

Instituto de Nanociencia de Aragdn, Zaragoza, Espafa.

Funcionalizacién de las MNPs
La funcionalizacion se realizd con 4-amino-manosa sintetizada en el

Instituto de Nanociencia de Aragdén y con 4-aminofenil-glucosa de origen
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comercial (Sigma). Se incubé 0.5 mg de MNPs con 13.9 mg de EDC
(adicionado en fracciones cada 15 minutos), 2.5 mg de 4-aminofenil-
glucosa o 4-amino-manosa en 250 pl de 50 mM &cido bodrico y 50 mM
borato de sodio pH 9 (SSB buffer), durante dos horas. El exceso de
ligando se separd por centrifugacion durante 1 min a 13.400 rpm
utilizando centricones (50 kDa cut off) (Moros et al. 2010). El mismo
procedimiento se empled para el lavado con buffer PBS.

Se realizd electroforesis en geles de agarosa (2%) preparados en
buffer 0.5X tris-borato-EDTA (TBE). Para la preparacidon de las muestras
se mezclaron 80 pl de MNPs o Man-MNPs en agua con 20 ml de
glicerol: TBE (1:4). La corrida electroforética se realizé a 80 V durante 30

minutos.

Estudios de agregacion entre las glico-MNPs y GSL

Se estudié la agregacion entre las MNPs glicosiladas y la lectina
mediante medidas del tiempo de relajacion de los protones del agua (T2)
a distintos tiempos de incubacién, en un relaxémetro (Bruker Minispec).
Para ello se diluyeron las MNPs glicosiladas control en PBS hasta lograr
una relajatividad inicial en torno a 200 mS (T,). Se ahadieron 5 ul de
solucién de lectina en PBS (6.6 pg de lectina) a 350 yl de Man-MNPs y

Glc-MNPs y se midio T en funcién del tiempo.

3.10. Actividad antimicrobiana in vitro de las lectinas fungicas

Para estos ensayos se utilizaron tanto los extractos fungicos de
partida como las lectinas purificadas (PAL, GSL y PSL) y se utilizaron
métodos de difusidon en agar y determinacion de concentracidn inhibitoria
minima.

Se evaluaron las siguientes muestras, todas con actividad HAG
positiva: a) extractos acuosos de micelios de Punctularia
atropurpurascens, b) lectina de P. atropurpurascens purificada mediante

cromatografia de afinidad en quitosan-Sepharose, c) extractos acuosos de
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micelios de Pycnoporus sanguineus, d) lectina de P. sanguineus purificada
mediante cromatografia de afinidad en Man-Sepharose, e) lectina de P.
sanguineus purificada mediante cromatografia de afinidad en Gal-
Sepharose, f) lectina de P. sanguineus purificada mediante cromatografia
de intercambio idnico, g) extractos acuosos de cuerpos de fructificacidon
de Gymnopilus spectabilis, h) lectina de G. spectabilis purificada mediante

cromatografia de intercambio idnico.

3.10.1. Microorganismos evaluados y condiciones de cultivo

Los microorganismos testeados en este estudio fueron
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Escherichia coli (ATCC 11105),
Candida albicans (ATCC 10231) y Aspergillus niger (ATCC 16404). En el
caso de S. aureus y E. coli, fueron cultivados 24 horas a 35 °C en sangre
agar base (Difco) mientras que los hongos y levaduras fueron cultivados a
28 °C en Sabouraud agar (Oxoid), 48 y 24 horas, respectivamente.
3.10.2. Estudios de actividad antimicrobiana in vitro mediante

ensayo de difusién en agar

A partir de colonias de bacterias (S. aureus y E.coli) se prepard una
suspension en suero fisioldgico cuya turbidez correspondié a MacFarland
NO 1 y se adiciond 1.0 ml de esta suspensiéon a 100 ml of Mieller-Hinton
agar (Oxoid). En el caso de la levadura C. albicans la suspension
correspondié a MacFarland N° 3 y se adicion6 1 ml de dicha suspensién a
100 ml de Sabouraud agar. Para hongos filamentosos (A. niger) se
adiciond una suspension de conidias a 100 ml de Sabouraud agar para
dar una concentracion final de 1 x 10° conidias por ml de medio.

Las muestras (extractos fungicos o lectinas purificadas) fueron
aplicadas puntualmente (50 pl) en placas de TLC (ALUGRAMR SIL G
Macherey-Nagel). Como controles positivos se utilizaron Gentamicina
(100 pg/ml) y Nistatina (100 UI) para bacterias y hongos,
respectivamente. Las placas de TLC se colocaron en placas de Petri, se

cubrieron con 15 ml de medio inoculado con el microorganismo a ensayar
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(Rahalison et al. 1991) y se incubd a 35 °C durante 24 horas para S.
aureus, E. coli y C. albicans y 28 °C durante 48 horas para A. niger.
Luego de la incubacién se adicion6 0.1 % 2,3,5-cloruro de
trifeniltetrazolio (TTC) para bacterias y levaduras y se incubd 1 hora a 35

OC. Se observé la presencia de halos de inhibicidon del crecimiento.

3.10.3. Concentracion inhibitoria minima (CIMy,)

Para aquellas soluciones de lectinas que causaron inhibicién del
crecimiento en los ensayos de difusion en agar (produjeron halos de
inhibicidén), se determind la concentracién inhibitoria minima (mminima
concentracion a la cual no se produce crecimiento microbiano) mediante
la técnica de microdilucién, en microplacas de titulacion de fondo plano.
Para ello las muestras se liofilizaron y se retomaron en agua destilada (10
mg/ml). Para el ensayo se utilizaron 100 pl de caldo Mueller-Hinton, 100
Ml de solucion de lectina y 10 pl de una suspension del microorganismo
(10® microorganismos/ml). Las microplacas se incubaron a 35 °C durante
24 horas para bacterias y C. albicans y a 28 °C durante 48 horas para A.
niger. Como controles se realizaron ensayos con 100 pl de caldo Mueller-

Hinton, 100 ul de agua estéril, con o sin 10 ul de cada suspension.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Relevamiento de lectinas en hongos basidiomicetes

La mayoria de las cepas fungicas analizadas provienen de colectas
realizadas en montes naturales o cultivados en nuestro pais. Se realizé un
relevamiento de lectinas en extractos preparados a partir de micelio o
cuerpos de fructificacion de 23 cepas de hongos. La actividad HAG se

determind utilizando eritrocitos de ratén y de oveja.

Como resultado, los extractos de los hongos Abortiporus biennis, Coriolus
sp, Ganoderma lucidum, Ganoderma resinaceum, Phanaerochaete
chrysosporium, Poliporacea y Pycnoporus sanguineus causaron HAG de
eritrocitos de raton pero no de oveja (Tabla 4.1). Con los extractos de
Gymnopilus spectabilis ocurrié lisis de los gldbulos rojos por lo que se
realizd una gel filtracion de los extractos en columnas comerciales pd-10
(Sephadex G-25). Mediante esta estrategia, si los componentes del
extracto responsables de la lisis son moléculas de peso molecular
menores a 5000 Da (limite de exclusion del Sephadex G-25), se lograria
visualizar el resultado de la HAG. En este caso, luego de la gel filtracion,
se observd HAG positiva frente a eritrocitos de ratén y HAG negativa
frente a eritrocitos de oveja, mostrando que la gel filtracién en pd-10 fue
efectiva para levantar la lisis. Los extractos de Pleurotus djmour vy
Punctularia atropurpurascens causaron HAG tanto frente a eritrocitos de
ratbn como de oveja (Tabla 4.1). Adicionalmente, se realizd un
tratamiento de los glébulos rojos de oveja con solucidon de tripsina. Este
tratamiento en general aumenta la sensibilidad de los eritrocitos (Wang y
Ng 2003), pero en este caso, se obtuvieron los mismos resultados

negativos de HAG con los extractos ensayados.
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Tabla 4.1. Actividad HAG en extractos fungicos.

Extracto fungico Proteinas HAG
(mg /7 ml)

O] R
Abortiporus biennis (m) 2.8 - +
Agaricus bisporus (cf) 2.5 + +
Bjerkandera adusta (m) 3.1 - -
Coriolus sp. (m) 3.4 - +
Corticiacea (m) 54 - -
Ganoderma lucidum (cf) 1.0 - +
Ganoderma resinaceum (m) 3.6 - +
Grifola frondosa (m) 1.0 + +
Gymnopilus spectabilis (cf) 2.0 lisis, - lisis, +
Gymnopilus spectabilis (m) 3.6 lisis, - lisis, +
Gymnopilus sp. (m) 4.3 - -
Impicoide sp. (M) 2.1 - -
Inocutis jamaicensis (m) 7.0 - -
Inonotus sp. (M) 6.5 - n.d.
Lentinula edodes (m) 1.5 - n.d.
Phanaerochaete chrysosporium (m) 1.5 - +
Pleurotus djmour (m) 1.0 + +
Pleurotus ostreatus (m) 2.1 lisis +
Poliporacea (m) 0.8 - +
Punctularia atropurpurascens(m) 2.8 + +
Pycnoporus sanguineus (cf) 0.7 - +
Pycnoporus sanguineus (m) 2.0 - +
Trametes versicolor (m) 5.0 - -

O: GR de oveja; R: GR de ratén, n.d.: no determinado
(m): micelio, (cf): cuerpo de fructificacidon
(+) indica HAG positiva; (-) indica HAG negativa.
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Los extractos de Phanaerochaete chrysosporium, Punctularia
atropurpurascens y Pycnoporus sanguineus fueron también evaluados

frente a eritrocitos de conejo, observandose HAG positiva.

Para los 15 extractos acuosos que dieron HAG positiva frente a eritrocitos
de raton, se determind la actividad HAG especifica, expresada como

unidades de lectina por mg de proteina (Tabla 4.2).

De acuerdo a la bibliografia la deteccidn de la lectina de A. bisporus,
una de las primeras lectinas fungicas reportadas, se realizd a partir de
cuerpos de fructificacion y utilizando eritrocitos humanos en el ensayo de
HAG; en estas condiciones se detectd una actividad especifica de 67
UL/mg de proteina (Presant y Kornfeld 1972). Los ensayos de actividad
HAG en esta tesis se realizaron con extracto de micelio del hongo A.
bisporus y utilizando eritrocitos de ratén; en estas condiciones la actividad

especifica fue de 128 UL/mg de proteina (Tabla 4.2).

Los ensayos de HAG realizados con extracto de micelio del hongo
Grifola frondosa dieron resultados de HAG positiva tanto con eritrocitos de
ratobn (40 UL/mg de proteinas) como de oveja. De acuerdo a la
bibliografia consultada, la presencia de lectinas en cuerpos de
fructificacién y micelio de este hongo se detecté mediante HAG frente a
eritrocitos de conejo y humanos (Nagata et al. 2005; Stepanova et al.
2007); la actividad especifica detectada con eritrocitos de conejo para el
extracto de micelio fue de 3 UL/mg de proteina. Los valores superiores de
actividad especifica obtenidos en esta tesis sugieren una mayor
sensibilidad del ensayo de HAG utilizando eritrocitos de ratéon para la
lectina de este hongo. El extracto de micelio de Pleurotus ostreatus causé
lisis de eritrocitos de oveja y luego de gel filtrado, la HAG fue negativa.
Sin embargo, dicho extracto aglutind eritrocitos de ratdon con una
actividad especifica de 31 UL/ mg de proteina (Tablas 4.1 y 4.2). Si bien

se ha reportado el aislamiento y purificacion de una lectina por este
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hongo, la deteccidon de actividad HAG se realizd con extractos de cuerpo
de fructificacién y utilizando eritrocitos humanos y de conejo; dados los
fendmenos de lisis que también se reportaron, no se indican en dicho

trabajo los valores de actividad especifica (Conrad y Rudiger 1994).

La actividad de lectina especifica frente a eritrocitos de raton en
extractos provenientes de cuerpos de fructificacion de Ganoderma
lucidum fue de 80 UL/ mg proteina. Aunque ya se ha publicado la
presencia de lectinas provenientes de micelio y cuerpo de fructificacidon de
este hongo, los ensayos de HAG se realizaban con una fuente de
eritrocitos diferente (humanos); la actividad especifica con eritrocitos
humanos fue de 1000 UL/mg en cuerpos de fructificacion (Kawagishi et
al. 1997; Thakur et al. 2007).

Se observa que de todos los extractos analizados, los tres que
presentaron mayor actividad de lectina especifica fueron los
correspondientes a los hongos Punctularia atropurpurascens, Pycnoporus
sanguineus y Gymnopilus spectabilis. De acuerdo a la bibliografia
consultada, no se encontraron reportes acerca de la descripciéon de
lectinas en estas especies flungicas, por lo que estas tres cepas se
seleccionaron para el presente trabajo de tesis como fuentes productoras
de nuevas lectinas. Para estas tres especies flngicas se analizaron
extractos acuosos preparados a partir de micelio, de cuerpo de
fructificacion y de extractos extracelulares. De todos los extractos
ensayados, el proveniente de micelio de P. atropurpurascens fue el que
presentd mayor actividad HAG especifica siendo muy baja para el extracto
extracelular del mismo hongo (50 UL/ mg proteina). Los extractos
provenientes de cuerpo de fructificacion de P. sanguineus y G. spectabilis
presentaron mayor actividad especifica que los provenientes de micelio
(Tabla 4.2). A su vez, los extractos extracelulares provenientes de estos
dos hongos no presentaron actividad HAG frente a eritrocitos de raton. El

cultivo de G. spectabilis se realizé tanto en condiciones estaticas como
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con agitacién (100 rpm); en condiciones estaticas no se obtuvo actividad
HAG. La actividad de lectina de extractos de de P. sanguineus fue
ademas determinada utilizando eritrocitos equinos; los titulos obtenidos
fueron superiores a los alcanzados con los globulos rojos de ratén. Por
este motivo para los ensayos de HAG que se describen a continuacion,
realizados con extractos provenientes de este hongo, se utilizaron

eritrocitos equinos o de ratdén, indicado para cada ensayo particular.

Tabla 4.2. Actividad hemaglutinante especifica (AHE) de extractos fungicos

frente a eritrocitos de raton.

Extracto fungico Proteinas HAG AHE

(mg/ml) WL/ ml) (UL / mg prot.)

Abortiporus biennis (m) 2.8 40 14
Agaricus bisporus (m) 2.5 320 128
Coriolus sp. (m) 3.4 40 12
Ganoderma lucidum (cf) 1.0 80 80
Ganoderma resinaceum (m) 3.6 320 89
Grifola frondosa (m) 1.0 40 40
Gymnopilus spectabilis (cf) 2.0 320 159
Gymnopilus spectabilis (m) 3.6 160 44
Phanaerochaete chrysosporium (m) 1.5 80 53
Pleurotus djmour (m) 1.0 80 80
Pleurotus ostreatus (m) 2.6 80 31
Poliporacea (m) 0.8 80 100
Punctularia atropurpurascens (m) 2.9 1280 441
Pycnoporus sanguineus (m) 2.0 160 80
Pycnoporus sanguineus (cf) 0.7 160 229

(m): micelio, (cf): cuerpo de fructificacion.
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4.2 Especificidad por carbohidratos

La hemaglutinacién per se es un fendmeno inespecifico, por lo que
para poder atribuirlo a la presencia de lectinas, se recurre a ensayos de
inhibicion de la HAG mediada por carbohidratos, como se explicd
previamente (Introduccidn). Para realizar este estudio se seleccionaron
los extractos de cada hongo que presentaban mayor actividad HAG
especifica (AHE): micelio, para el caso de Punctularia atropurpurascens y
cuerpos de fructificacion para los casos de Pycnoporus sanguineus y
Gymnopilus spectabilis. Se investigo la especificidad de las actividades de
lectinas detectadas en los extractos fungicos utilizando un panel de mono-

, di-, tri- y algunos polisacaridos. Los resultados se resumen en la Tabla
4.3.

Tabla 4.3. Efecto de los carbohidratos sobre la HAG de extractos fungicos

Resultado de la HAG*

Gymnopilus Punctularia Pycnoporus
Carbohidratos spectabilis atropurpurascens sanguineus
acido glucurdnico - + -
glucosamina + + -
Glc + - +
Glc-6P + + +
sorbitol n.d. - n.d.
Glc-NAc + - -
trehalosa - - -
quitobiosa + - -
quitotriosa + - +
quitosano n.d. - n.d.
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Resultado de la HAG*

Gymnopilus Punctularia Pycnoporus

Carbohidratos spectabilis atropurpurascens sanguineus
1-amino-1-deoxi-Gal + + -
acido galacturdénico - + -
fucosa + + -
Gal + + -
galactosilamina - + -
Gal-NAc + + +
melibiosa - + -
lactosa - + -
N-acetil-lactosamina - - -
sialillactosa - - -
Man - + -
metil-D-manopiranédsido - + -
ramnosa + + -
fructosa + + +
sacarosa + + -
rafinosa + + -

acido sialico (Neu5acido) - + n.d.

Arabinosa + + -
ribosa + + -
condroitin-sulfato + - +
heparan-sulfato n.d. - -

*Eritrocitos de ratén

Resultado de HAG (+): indica que no inhibe.
Resultado de HAG (-): indica que inhibe.
n.d.: no determinado.
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Punctularia atropurpurascens

Se observa que la actividad de lectina presente en el extracto de
micelio de Punctularia atropurpurascens es inhibida por Glc-NAc y sus
formas poliméricas, la quitobiosa, quitotriosa y el quitosano. Se determiné
la CIMyac como se describido en Materiales y Métodos (correspondiente a
una concentracion de lectina de 400 UL/ml) y la misma fue de 36 mM
para Glc-NAc y 3 mM para quitotriosa. Esto indica que la forma
oligosacaridica es mejor reconocida por la lectina que el monosacarido
correspondiente. La actividad HAG también es inhibida por Glc, sorbitol y
el disacarido trehalosa, pero no por el acido glucurénico lo que sugiere
que el grupo OH en el C6 estaria involucrado en la interaccion lectina-
carbohidrato (Figura 4.1). Ademas los glicosaminoglicanos heparan
sulfato y condroitin sulfato también inhibieron la HAG. El reconocimiento
del heparan sulfato puede deberse a la Glc-NAc presente en su
estructura; sin embargo no se explica la inhibicidn producida por
condroitin sulfato. El monosacarido Gal y los carbohidratos relacionados
galactosilamina, acido galacturdnico, fucosa y Gal-NAc no produjeron
inhibicion de la HAG cuando se realiz6 el ensayo con extractos de micelio
de Punctularia atropurpurascens. La HAG tampoco fue inhibida por Man,

ramnosa o metilmandsido.
Pycnoporus sanguineus

Tanto los extractos de micelio como de cuerpo de fructificacion de P.
sanguineus presentaron inhibicion de la HAG por una amplia variedad de
monosacaridos (Gal, acido galacturdnico, fucosa y galactosilamina; Man,
ramnosa y metilmanopirandsido); también causaron inhibicion lactosa,
melibiosa, quitobiosa, sacarosa, trehalosa, rafinosa, sialillactosa vy
heparan sulfato, sugiriendo una amplia especificidad de la lectina y/o la
presencia de varias lectinas con diferentes especificidades. Del analisis de

los monosacaridos que inhiben la HAG, resulta coherente que inhiban
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galactosa, galactosilamina, acido galacturdnico y fucosa (de hecho, ésta
es la 6-deoxigalactosa). Ello llevaria a que el OH involucrado en la unién a
la lectina seria el del C4. Por otro lado, manosa, ramnosa (6-
deoximanosa) y metil-mandsido también inhiben la HAG. En este caso,
manosa y galactosa se diferencian en el OH del C4 (son epimeros), por lo
que el OH del C4 podria estar involucrado, pero no seria critico que el OH
estuviese en posicion axial o ecuatorial. También inhiben glucosamina,
Glc-NAc, acido glucurdnico, trehalosa y quitobiosa; de acuerdo a las
estructuras de este grupo de carbohidratos nuevamente se mantiene
constante el OH del C4 de los monosacaridos lo que indicaria que ese
carbono estaria involucrado en la interaccién. Dado que el heparan sulfato
esta constituido por Glc-NAc y acido glucurdnico no resulta sorprendente
que dicho glicosaminoglicano inhiba la HAG causada por este extracto

fangico.

En estudios de aislamiento y purificacion de lectinas a partir de
micelios y de cuerpos de fructificaciéon de una misma especie fungica se
han encontrado en algunos casos lectinas con diferentes propiedades
como lo reportado para los hongos Ganoderma lucidum y Pleurotus
cornucopiae (Oguri et al. 1996; Kawagishi et al. 1997). En otros casos,
los carbohidratos ensayados inhibieron de la misma forma la actividad
HAG de las lectinas provenientes tanto de micelio como de cuerpo de
fructificacién, como lo observado para el hongo Volvariella volvacea (She
et al. 1998). En los estudios de de inhibicién de HAG realizados en esta
tesis con P. sanguineus se obtuvieron los mismos resultados tanto con

extractos de micelio como de cuerpo de fructificacion.
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Gymnopilus spectabilis

La actividad HAG fue inhibida por Man pero no por ramnosa (6-
deoxi-Man) por lo cual el OH en el C6 estaria involucrado en la interaccion
lectina-monosacarido. Ademas los disacaridos lactosa y melibiosa
produjeron inhibicion de la HAG lo que indica que el cambio en el enlace
glicosidico (entre C1 y C4 en el primero y entre C1 y C6 en el segundo)

no imposibilita la interaccion con la lectina (Figura 4.1).

Si bien Gal, 1-amino-1-deoxi-Gal y Gal-NAc no inhiben la HAG
causada por el extracto de cuerpo de fructificacion de G. spectabilis,
cuando el OH del C6 estd oxidado (acido galacturénico) o reducido

(fucosa) si se produce inhibicidon de la HAG.

El acido glucurdnico y el disacarido trehalosa inhibieron la HAG; sin
embargo Glc y sus derivados analizados no inhiben la HAG. Dado que Glc
y Gal son epimeros en el C4 y basados en los resultados anteriores se

podria inferir que el OH del C4 no estaria involucrado.

Una caracteristica particular de este extracto fungico, inusual en las
lectinas reportadas a la fecha, es la inhibicion producida por los tres
acidos: galacturdnico, glucurénico y sialico, lo que sugiere que el grupo

carboxilico participa en la interaccion con la lectina.

Estos resultados de inhibicion de HAG son la base para la seleccion
de las estrategias de afinidad usadas en este trabajo para la purificacion

de las 3 lectinas.
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Figura 4.1. Estructura de algunos mono y disacaridos utilizados en los ensayos

de inhibicion de la HAG. Extraido de (Dawson et al. 1969; Lehninger et al.

1995). En el caso de Heparan sulfato y Condroitin sulfato se muestra el

disacarido de la unidad repetitiva respectiva.

61



4.3 Aislamiento y purificacion de la lectina de Punctularia

atropurpurascens (PAL) a partir de micelio.

4.3.1Condiciones de cultivo

Se realizaron cultivos del hongo en distintas condiciones, durante 14
dias de fermentacion. En condiciones de cultivo con agitacion en shaker a
100 rpm se obtuvo mayor actividad lectina que sin agitacién (1280 y 80
UL/ml, respectivamente). Teniendo en cuenta que esta lectina reconoce
quitina se realizaron cultivos utilizando el medio YNB con quitina para
estudiar si se producia algun cambio en la HAG detectada; como
resultado no se obtuvo actividad HAG en estos extractos lo que podria
deberse a que no hubiera lectina o que la lectina se hubiera unido a la
quitina (al ser insoluble no se separa del micelio durante la filtraciéon) y

estuviera inhibiendo la HAG.

A partir de estos resultados, se seleccionaron las condiciones de
cultivo del hongo para la obtencion de los extractos: medio 1.25 %

Extracto de Malta, con agitacién a 100 rpm y a 28 °C.

4.3.2 Purificacion de la lectina

A partir de los resultados obtenidos con los extractos de Punctularia
atropurpurascens en los estudios de inhibicion de HAG (Tabla 4.3), se
empled una estrategia de afinidad para la purificacidon de la lectina. Dado
que Glc-NAc inhibe la HAG en solucién, se utilizd el adsorbente de

afinidad Glc-NAc-Sepharose disponible en el laboratorio.
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Se prepardé una columna con Glc-NAc-Sepharose y se aplico el
extracto de micelio, recuperandose toda la actividad HAG aplicada en el
percolado de la columna. Este resultado se explicaria por una relativa
baja afinidad de la lectina por el monosacarido. En realidad este resultado
se observa para el caso de las lectinas de unién a quitina aisladas a partir
de plantas: a pesar de que la lectina es especifica para Glc-NAc, la
interaccion con el monosacarido es muy débil y de ahi que la columna no
sea efectiva en adsorber la lectina. Si es llamativo que la CIM para Glc-
NAc es mucho menor (36 mM) para esta lectina flngica que para el caso
por ejemplo, de la lectina de Solanum commersonii, donde una
concentracion de 500 mM de Glc-NAc no es capaz de inhibir la HAG (Pla
et al. 2003) y el adsorbente Glc-NAc-Sepharose exhibe el mismo
comportamiento que se observd en este caso. Se ensayd también la
purificacidén de la lectina utilizando como adsorbente de afinidad la fetuin-
Sepharose, teniendo en cuenta que la glicoproteina fetuina de suero fetal
bovino (FT) produjo en solucion inhibicion de la HAG. Esta glicoproteina
contiene una importante cantidad de residuos de quitobiosa en sus
oligosacaridos (la quitobiosa inhibe la HAG) pero nuevamente, el
adsorbente no resultd eficiente para la purificacion la lectina, ya que no se
obtuvo actividad HAG en las fracciones eluidas. Este comportamiento
evidencia una diferencia marcada entre PAL y las lectinas de unién a
quitina de origen vegetal (Van Damme et al. 1998). Los perfiles
cromatograficos de los experimentos descritos se muestran en la Figura
4.2.
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Figura 4.2. Perfil cromatografico de extractos de micelio de P. atropurpurascens
en Glc-NAc-Sepharose (izquierda) y fetuin-Sepharose (derecha). La flecha

indica comienzo de la elucion.

También se evaluaron otros dos adsorbentes de afinidad: quitosan-
Sepharose y quitina. La quitina [B-(1=> 4)-N-acetamido-2-deoxi-D-
glucano)] es el aminopolisacarido mas abundante en la naturaleza. El
quitosano es el nombre dado a un grupo de quitinas parcialmente o
totalmente desacetiladas (Ilyina et al. 2000). Ambos adsorbentes de
afinidad fueron efectivos para la adsorcion de la lectina y las fracciones
eluidas de ambos adsorbentes causaron HAG usando eritrocitos de ratén
(Figura 4.3). La SDS-PAGE de las fracciones provenientes de |la
purificacién de la lectina de P. atropurpurascens con las columnas de
quitosan-Sepharose y quitina evidenciaron la presencia de una banda a
67.6 kDa (Figura 4.4, lineas d y g, respectivamente). La fraccidon eluida de
quitosan-Sepharose dio una clara y definida banda. El peso molecular de
dicha subunidad correspondié a 67.6 kDa (Figura 4.5). Esta electroforesis
muestra el alto grado de purificacién alcanzado especialmente para el

caso de quitosan-Sepharose.
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Figura 4.3. Perfil cromatogréafico de extractos de micelio de P. atropurpurascens

en quitosan-Sepharose (izquierda) y Quitina (derecha), La flecha indica
comienzo de la elucion.
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Figura 4.4. SDS-PAGE de las fracciones obtenidas en la purificacion de PAL en

quitosan-Sepharose (lineas a-d) y Quitina (lineas fy g). Lineas a y f: extracto
crudo, b: extracto gel filtrado, c: percolado, d y g: fracciones eluidas, e:

marcador de peso molecular.
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Figura 4.5. Curva de calibracién de PM.

El isoelectroenfoque de PAL purificada mostré una banda a pI 5.0 (Figura
4.6).
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Figura 4.6. Isoelectroenfoque de la PAL purificada por cromatografia de

afinidad con quitosan-Sepharose. Linea a: marcador de pl, b: fraccién eluida.

El método de purificacion en un solo paso utilizando quitosan-
Sepharose permitid obtener 600 pg de lectina a partir de 1.36 g de
micelio (micelio producido en tres matraces de 200 ml de medio de

cultivo) y fue seleccionado como método de purificacién de la lectina.
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4.4 Aislamiento y purificacion de la lectina de Pycnoporus

sanguineus (PSL)

Los resultados de la Tabla 4.2 muestran mayores niveles de
actividad de lectina en extractos de cuerpos de fructificacion respecto a
extractos de micelio del hongo P. sanguineus. A pesar de ello los
extractos utilizados para la purificacion de la lectina provinieron de
micelios de este hongo. Para esta eleccion se tuvo en cuenta que la
obtencion de setas resulta altamente dependiente de la época y de las
condiciones de clima y que el cultivo sumergido permite un mayor control
de las condiciones de produccidn de metabolitos de origen fungico, con la
posibilidad de realizar procesos a mayor escala bajo condiciones
controladas (Nikitina et al. 2007).

4.4.1Condiciones de cultivo

Para la obtencion de extractos a partir de micelio se ensayaron
cultivos en distintas condiciones. En condiciones de cultivo sin agitacion
se obtuvo mayor actividad lectina especifica que con agitacién (2000 y 80
UL/mg de proteina, respectivamente). Los resultados obtenidos cuando se
ensayaron distintas fuentes de carbono y nitrogeno muestran que no hay
diferencias significativas en las actividades especificas entre el medio
Extracto de Malta y el medio YNB + galactosa o YCB + amonio (Tabla
4.4). Por ello, para la produccién de la lectina se trabajo con el medio
Extracto de Malta por ser de menor costo y debido a que en los demas
medios ensayados no se obtuvo actividad especifica significativamente

superior.
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Tabla 4.4. Actividad especifica de extractos de P. sanguineus obtenidos a partir

de distintos medios de cultivo (cultivo estatico a 28 ©C)

Medio de cultivo Actividad especifica (UL/mg prot)
Extracto de Malta 4582

YNB + fructosa 168°
YNB + galactosa 668 P

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

Medio de cultivo Actividad especifica (UL/mg prot)
Extracto de Malta 376°

YCB + amonio 190°°

YCB + nitrato 0P

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

Cuando el cultivo se realizé a 25 °C no se observaron diferencias
significativas en la actividad lectina con respecto a lo obtenido a 28 °C
(Tabla 4.5).
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Tabla 4.5. Actividad especifica de extractos de P. sanguineus obtenidos a partir
de distintas temperaturas de incubacién (cultivo estatico, medio Extracto de
Malta)

Temperatura Actividad especifica (UL/mg prot)
28 °C 245°
25 °C 2782

Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

Para los ensayos de purificacion de la lectina se utilizaron entonces
los extractos de P. sanguineus obtenidos de micelio crecidos a 28 °C, en

medio 1,25 % Extracto de Malta y sin agitacion.

4.4.2Purificacion de PSL por cromatografia de afinidad

De acuerdo a los resultados obtenidos en estudios de inhibicién de
HAG para los extractos de Pycnoporus sanguineus (Tabla 4.3) se empled,
en una primera instancia, una estrategia de purificacion basada en el
reconocimiento en solucion del monosacarido Man. Para eso se sintetizé el
adsorbente Man-Sepharose, mediante activacion del soporte con
epiclorhidrina (Figura 4.7). El adsorbente sintetizado contiene 6.1 pmol
Man/ g gel escurrido, determinado mediante método del BCA como se

indicé en Materiales y Métodos.
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Figura 4.7. Sintesis de Man-Sepharose por activacién con epiclorhidrina.

El extracto de Pycnoporus sanguineus se aplicé a una columna de
Man-Sepharose. La SDS-PAGE de las fracciones de la cromatografia de
afinidad muestra la presencia de una banda de 14 kDa y un doblete a

aproximadamente 67 kDa (Figura 4.8).
a b C d

Figura 4.8. SDS-PAGE de las fracciones de cromatografia por afinidad en Man-
Sepharose de Pycnoporus sanguineus. Linea a: extracto crudo, b: percolado, c:

fraccion 1 (eluido), d: fracciéon 2 (eluido).
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El isoelectroenfoque de la PSL purificada mostré dos bandas de pl
5.5y 5.2 (Figura 4.9).

a b
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Figura 4.9. Isoelectroenfoque de la PSL purificada por cromatografia de

afinidad con Man-Sepharose. Lineas a: marcador de pl, b: fracciéon eluida

Se aplicd un nuevo pool de extractos (1280 UL/ml, 3657 UL/mg de
proteina) en la columna de Man-Sepharose y se eluydo con 0.1 M de
metilmandsido. En este caso practicamente toda la actividad HAG se
recuperdé en el percolado y primer lavado. Ello podria deberse a una
disminucion de la capacidad de la columna luego del primer uso. El perfil
cromatografico obtenido se muestra en la Figura 4.10 (izquierda). A pesar
de esto, la SDS-PAGE de Ilas fracciones provenientes de esta
cromatografia de afinidad muestra en el eluido un doblete de bandas a 67
kDa que corresponderia a la lectina (Figura 4.11, linea c¢), no
observandose la banda de 14 kDa presente en el eluido de la corrida

anterior en Man-Sepharose.

Estos analisis muestran un doblete de bandas de pI y un doblete de
bandas en la SDS-PAGE, lo cual podria estar relacionado con cierta
microheterogeneidad de esta proteina. Dicha variacién se estaria
evidenciando tanto a través del peso molecular de las subunidades, como

en la carga de las (al menos) 2 formas nativas de la proteina.

Dado que la actividad HAG del extracto de P. sanguineus fue
inhibida también por Gal (Tabla 4.3), el material recuperado en el

percolado y lavados anteriores (todos con actividad HAG frente a
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eritrocitos equinos) fueron aplicados a una columna de Gal-Sepharose.
Nuevamente, toda la actividad HAG se recuperd en el percolado y primer
lavado de esta nueva columna de afinidad, no detectandose actividad en
el eluido gel filtrado. Cuando se realizd6 SDS-PAGE se observaron en el
percolado las bandas a 67 kDa (presentes también débilmente en el
eluido) y una banda de 14 kDa que no esta presente en el eluido (Figura
4.11, lineas e y f). El perfil cromatografico se muestra en la Figura 4.10
(derecha).
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Figura 4.10. Perfiles cromatograficos de extractos de P. sanguineus en Man-

Sepharose (izquierda) y Gal-Sepharose (derecha)

Figura 4.11. SDS-PAGE de las fracciones de cromatografia por afinidad en Man-
Sepharose (izquierda, lineas a-c) y Gal-Sepharose (derecha, lineas d-f) de
Pycnoporus sanguineus. Linea a: percolado, b: lavado, c: eluido, d: extracto, e:

percolado, f: eluido. Tincién con plata.
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Estos resultados indican que tanto Man como Gal inmovilizadas
reconocen la lectina de P. sanguineus como lo demuestra la presencia de
las mismas bandas proteicas en la SDS-PAGE de ambos eluidos (Figura
4.11) pero con muy baja afinidad, dado que la mayor parte de la
actividad de lectina se recupera en los percolados de ambas columnas. La
pureza de estos eluidos determind que los mismos fuesen unidos,
dializados vy liofilizados; el material resultante resuspendido en buffer fue

utilizado para la preparaciéon de los adsorbentes de afinidad (4.6.1).

4.4 .3Purificacion de PSL por cromatografia de intercambio iénico

En un tercer lote de produccion de extracto fungico, se ensayo otra
estrategia de purificacién, utilizando un pool de extractos obtenidos de
micelio luego de 14 dias de fermentacién y en condiciones estaticas. Con
este material se realizé una cromatografia de intercambio idnico con

DEAE-Cellulose. El perfil cromatografico se muestra en la Figura 4.12.
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Figura 4.12. Perfil cromatografico de extractos de micelio de P. sanguineus en

DEAE-Celullose. La flecha indica comienzo de la elucion.
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Las fracciones eluidas del intercambio idonico presentaron alta
actividad lectina frente a gldobulos rojos equinos, recuperandose entre las

dos fracciones el 69 % de la actividad de lectina aplicada (Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Purificaciéon de PSL en DEAE-Celullose

HAG AHE UL totales Rendimiento

(UL/ml) (UL/mg) (%) FP
Extracto crudo 8000 12614 56000 100 -
Fraccion 1 (eluido) 2560 232727 7680 13.7 18.5
Fraccion 2 (eluido) 10240 682667 30720 54.9 5.4

Estas fracciones eluidas fueron unidas, dializadas vy liofilizadas,
obteniéndose 1.7 mg de PSL a partir de 1.85 g de micelio (micelio
obtenido del cultivo en 3 matraces con 200 ml de medio de cultivo). Ello
representa un rendimiento de 900 ug de PSL/ g de micelio. Este liofilizado
fue posteriormente retomado en 1.5 ml de agua destilada con una
actividad de lectina de 81920 UL/ml frente a glébulos rojos equinos, lo
que muestra una destacada sensibilidad de los globulos rojos de este
origen frente a PSL.

La SDS-PAGE de dicha muestra produjo bandas débiles pero que
coincidirian con las obtenidas en los eluidos de la Cromatografia de
Afinidad (Figura 4.13). Los PM de dichas subunidades fueron 68.7 y 55.2
kDa (Figura 4.14).
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Figura 4.13. SDS-PAGE de la fraccidn eluida de cromatografia de intercambio
idnico de Pycnoporus sanguineus. Linea a: pool de fracciones eluidas de ClIl1

liofilizadas, b: marcador de peso molecular.
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Figura 4.14. Curva de calibracion de PM.
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4.4 .4Purificacion de PSL con nanoparticulas magnéticas (MNPSs)

funcionalizadas con Gal

Finalmente, se ensayd una estrategia de purificacion basada en la
utilizacién de MNPs funcionalizadas con Gal. Estas MNPs al ser magnéticas
pueden separarse con un iman, lo cual las hace ideales para desarrollar
procesos que permitan la purificacion y concentracién de la PSL de forma

sencilla y en un unico paso (Figura 4.15).

Extracto proteico

Generador

L S AR,
- decampo
magnético

Galactosa-MNPs

Figura 4.15. Esquema general del proceso de purificacion de PSL con MNPs

funcionalizadas con Gal.

La Figura 4.16 muestra imagenes de TEM (microscopia electrénica
de transmisién) de las MNPs utilizadas. Estas MNPs son de origen
comercial y tienen un tamafio de 200 nm. Se eligieron MNPs con grupos
carboxilos en su superficie los cuales pueden ser utilizados para unir

distintos tipos de biomoléculas de forma covalente.
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500 nm

Figura 4.16. Imagen de TEM de MNPs comerciales de 200 nm. a: Chemicell; b:
Ademtech. (Foto cedida por el Instituto de Nanociencia de Aragén, Universidad

de Zaragoza).

Basados en los resultados de inhibicion de la actividad HAG
producida por Gal se selecciondé este monosacarido para la

funcionalizacion de las MNPs.

Es importante mencionar que la principal limitacion a la hora de
querer funcionalizar MNPs radica en las grandes diferencias existentes
entre la gran variedad actual de nanoparticulas en cuanto a tamafio, area
superficial, densidad de grupos reactivos, etc. Es indispensable que
durante su funcionalizacion las MNPs se mantengan estables en
suspension, y debido a su tamafo nanométrico la estabilidad coloidal de
estos materiales depende de un delicado balance entre fuerzas de
atraccién (van der Waals y/o magnéticas) y de repulsidon (electrostaticas

y/o estéricas). Es asi que pequefios cambios en el pH o la fuerza idnica
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del medio pueden llevar a su rapida agregacion, lo cual imposibilita la
funcionalizacién de las mismas de forma escalable y reproducible (Figura
4.17). Este balance de fuerzas es muy distinto para cada tipo de
nanoparticula, lo que hace que no existan protocolos universales de
funcionalizacién y que sea necesario optimizarlos para cada tipo de

nanoparticula en particular.

Cambios
pH, p

| — |

Figura 4.17. Agregacion de MNPs por cambios de pH y/o fuerza idnica

Para funcionalizar las MNPs con Gal se utilizd una Gal comercial
aminada (4-aminofenil-galactosa). Dado que las MNPs contienen grupos
carboxilos en su superficie, estos se activaron mediante unién de
carbodiimida (EDC) asistida por N-hidroxisuccinimida (NHS). Las
carbodiimidas N-sustituidas pueden reaccionar con &acidos carboxilicos
para formar intermediarios o-acilurea altamente reactivos (Figura 4.18).
En principio este intermediario puede reaccionar de forma directa con la
amina primaria de la 4-aminofenil-galactosa pero esta reaccién sufre de
ciertas limitaciones: la velocidad de reaccidon es lenta, el intermediario es
susceptible a sufrir hidrélisis (lo cual lo hace tener una vida media muy
corta en soluciones acuosas) y a su vez a través de un rearreglo mediante
una transferencia intramolecular de un acilo se genera N-acilurea la cual
es inactiva. Para competir con esta ultima reaccién y generar por lo tanto
un intermediario reactivo mas estable, se utiliza la NHS para asistir a la

unién de aminas primarias en presencia de EDC. La reaccion incluye la
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formacién de un éster intermediario muy reactivo (producto de la
condensacion del acido carboxilico con NHS) capaz de luego reaccionar de
forma covalente con aminas primarias. Si bien este intermediario reactivo
es mas estable que la O-acilurea también sufre inactivacién a lo largo del

tiempo por hidrélisis en medio acuoso.

B :“:W'”l"x
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Figura 4.18. Esquema donde se muestran los pasos del mecanismo de
activacion de los grupos COOH de las MNPs mediante uniéon de cabodiimida
asistida o no por NHS. Por simplicidad la EDC ha sido representada en su forma
neutra aunque en las condiciones de reaccion utilizadas se encuentra en su

forma cationica. Extraido de (Puertas et al. 2011).

Los parametros mas importantes a optimizar en esta reaccion de
activacién son el exceso de EDC/NHS, concentracion de Gal a usar y el pH
de incubacidon. Dado que el intermediario reactivo que se genera durante
la activacién de los carboxilos de las MNPs no es estable en soluciones
acuosas, es esencial poder optimizar la cantidad de EDC/NHS a anadir
para poder funcionalizar las MNPs con una densidad de Gal adecuada. La
activaciéon de EDC asistida por NHS cambia la densidad de carga negativa
superficial de las MNPs; por cada grupo que resulta activado se pierde

una carga negativa. Por lo tanto la activacion de un excesivo numero de
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grupos carboxilo puede generar la desestabilizacién y agregacion de las
MNPs ya que estas se mantienen estables en solucién acuosa por fuerzas
de repulsion electrostatica. A su vez también es importante para la
activacién el pH de la reaccion. El amino primario de la Gal es un grupo
ionizable por lo que sélo cuando estd desprotonado es capaz de actuar
como nucledfilo y reaccionar con los grupos carboxilos de las MNPs
activados con EDC/NHS. El rendimiento de la reaccion serd mayor a pHs
alcalinos, dado que aumenta el porcentaje de moléculas de Gal
desprotonadas. Sin embargo el aumento del pH de la reaccidon disminuye
la estabilidad del intermediario reactivo por lo que para la funcionalizacion
de las MNPs con una correcta densidad de Gal es necesario encontrar un
compromiso entre concentracion de Gal a afadir y pH de incubacién. Es
por esto que distintas concentraciones de EDC/NHS, Gal y distintos pHs
fueron ensayados (Tabla 3.1, Materiales y Métodos). Para poder evaluar
cuales fueron las mejores condiciones de reaccion se evalud tanto el
consumo de Gal en el sobrenadante de reaccion como el cambio en la

densidad de cargas negativas de las MNPs.

Para cuantificar el consumo de Gal en el sobrenadante de la
reaccion se realizé una curva de calibracion con 4-aminofenil-Gal (Figura
4.19) por el método de fenol sulflrico. A partir de la misma se determiné
la concentracién de dicho carbohidrato en los sobrenadantes (Gal no
unida a las MNPs). Se calculd la Gal unida por diferencia entre los pmol de

Gal aplicados y los umol de Gal en el sobrenadante.
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Figura 4.19. Curva de calibracion de 4-aminofenil-Gal.

En primer lugar se comenzé a trabajar con las MNPs de Ademtech,
dado que presentan una mayor estabilidad coloidal con el pH y una mejor
distribucién de tamafios que las de la casa comercial Chemicell. Al
funcionalizar las MNPs a pH 6, la mayor union de ligando se obtuvo con
2.5 gymol de EDC y 7.5 pumol de 4-aminofenil-Gal (Tabla 4.7), no
produciéndose un aumento de la Gal unida al aumentar la cantidad de
EDC.

Tabla 4.7. Unién de Gal al funcionalizar las MNPs a pH 6.0

EDC (umol) Ga'(jr‘?]';?da % unido Gf:m‘igil‘)ja
1.25 7.5 18 1.35
2.5 7.5 34.5 2.58
2.5 3.75 34.5 1.3

5 3.75 55 2.06
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La densidad de Gal unida a las MNPs en estas condiciones de
reaccion no fue suficiente, sin embargo, para lograr una unién especifica
de la lectina de P. sanguineus a las MNPs, y lograr por lo tanto su
purificacién. La Figura 4. 20 muestra la SDS-PAGE de las fracciones
obtenidas de la purificacion llevada a cabo con las MNPs obtenidas con
dos densidades distintas de Gal (1.35 y 2.6 pmol de Gal). No se observa
una purificacion de la PSL ya que las bandas proteicas que se obtienen en
el eluido de las proteinas unidas a las MNPs son fruto de interacciones
inespecificas con las MNPs. Al unir una baja densidad de Gal quedan
muchos grupos carboxilos sin funcionalizar los cuales pueden unir

proteinas del extracto.

1 2 3 456 7829

Figura 4.20. SDS-PAGE de fracciones provenientes de purificacion de PSL con

gal-MNPs (Adamtech). 1: extracto crudo (dil 1/50), 2: extracto crudo (dil 1/100), 3:

sobrenadante Gal-MNPs (1.35 pmol), 4:sobrenadante Gal-MNPs (2.6 pumol), 5. sobrenadante Gal-
MNPs (1.35 pmol) (dil 1/10), 6. sobrenadante Gal-MNPs (2.6 pumol)(dil 1/10), 7. marcador de peso
molecular, 8. eluido Gal-MNPs (1.35 pumol), 9. eluido Gal-MNPs (2.6 pmol)

Para aumentar la cantidad de Gal unida a las MNPs se incremento el
pH de reaccion de 6 a 8. Al comparar las medidas de potencial Z (medida
de la carga superficial de las MNPs) se comprobd que hubo un aumento
en el nimero de Gal unidas al incrementar el pH a 8. Por cada Gal que se

une a las MNPs se pierde una carga neta negativa, por lo que cuanto
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mayor sea el nUmero de Gal unidas menor sera la densidad de carga neta
negativa de las MNPs. Se observd una diferencia de potencial para las
Gal-MNPs funcionalizadas a pH 8 con respecto a las MNPs control (sin
funcionalizar) (Tabla 4.8). Esta disminucién de carga superficial estaria
indicando la mayor unidon de Gal (menos grupos carboxilo libres). En el
caso de las MNPs activadas a pH 6, si bien por cuantificacion de los
sobrenadantes de reaccién sabemos que se ha unido Gal, la densidad
unida no es lo suficientemente alta para que pueda apreciarse un cambio

en la densidad de cargas negativas de las mismas respecto al control.

Tabla 4.8. Potencial Z de MNPs funcionalizadas con Gal

Potencial Z
MNPs control (Ademtech) -30
Gal-MNPs (obtenidas a pH 6) -30
Gal-MNPs (obtenidas a pH 8) -16

A pesar del incremento en la densidad de moléculas de Gal unidas
al realizar la funcionalizacion a pH 8, no se logré la unidon especifica de la
PSL y por lo tanto su purificacion. Para que haya una unién selectiva de la
lectina es necesaria una densidad minima de Gal sobre la superficie de las
MNPs. Si bien se logré mejorar la funcionalizacién de las MNPs de
Ademtech podria ser que estas MNPs no tuvieran un suficiente nUmero de
grupos carboxilos para alcanzar la densidad de Gal éptima necesaria. Por
esta razoén se decididé cambiar el tipo de MNPs comercial y utilizar las que
comercializa Chemicell. Si bien estas MNPs tienen una dispersion de
tamanos peor, el numero de carboxilos por mg reportado es superior que
en el caso de las de Ademtech. La funcionalizacion de las MNPs de
Chemicell se realizd en las condiciones optimizadas para las MNPs de
Ademtech a pH alcalino. Con estas MNPs si se logrd purificar la PSL

(Figura 4.21). Antes de eluir la PSL unida de las MNPs se realizaron
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lavados con sal y Tween para asi eliminar cualquier proteina unida de
forma inespecifica por interaccidon idnica o hidrofdbica. La elucion de la
PSL unida de forma especifica por interaccién carbohidrato-lectina se llevo

a cabo con dos concentraciones de Gal.

Figura 4.21. SDS-PAGE de fracciones provenientes de purificacion de PSL con
gal-MNPs (Chemicell). 1: extracto crudo (dilucién1/10), 2: sobrenadante (diluciéon
1/10), 3: lavado, 4: fraccién eluida con 0,2 M galactosa, 5: fraccién eluida con 0,5 M
galactosa, 6: marcador de peso molecular

En la Figura 4.21 se observan dos bandas tipo doblete
(correspondientes a 68.7 y 55.2 kDa) en ambas fracciones eluidas, que
coinciden con las obtenidas durante la purificacion de PSL mediante

cromatografia de afinidad e intercambio idnico.

Estos resultados muestran que se puede lograr la purificacién de la
lectina de P. sanguineus mediante estrategias diferentes: de afinidad,
utilizando columnas (Man-Sepharose y Gal-Sepharose) o Gal-MNPs y de
intercambio i6nico, alcanzandose en todos los casos, preparaciones
similares en cuanto a pureza de la lectina como lo evidencian las

diferentes corridas electroforéticas.

Asimismo, se evalué la interaccion entre la lectina y el

monosacarido Gal mediante 3 técnicas diferentes: usando Gal como
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hapteno en ensayos de inhibicion de HAG, donde se vio que la lectina
reconoce a este monosacarido; luego, usando Gal inmovilizada en
Sepharose, donde nuevamente se observé interaccion como lo demuestra
la presencia de la lectina en el eluido de la columna; y finalmente, usando

Gal inmovilizada en MNPs, con idéntico resultado.

4.5 Aislamiento y purificacion de la lectina de Gymnopilus

spectabilis (GSL)

4.5.1Purificacion de la lectina

Debido a la alta actividad de lectina especifica presente en los
extractos de cuerpos de fructificaciéon (Tabla 4.3), se utilizé6 este material
para la purificacion de la lectina. Se utilizaron dos estrategias de
purificaciéon diferentes: cromatografia de afinidad con Man-Sepharose vy
cromatografia de intercambio iénico con DEAE-Cellulose. Los resultados
de la purificacion obtenidos en la cromatografia de afinidad se resumen
en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9. Purificacion de GSL por Cromatografia de Afinidad en Man-Sepharose

C Proteina HAG AHE Rendimiento Factor
(mg/ml) (mg) (UL/ml) (UL/mg) (%) purif.
Extracto crudo 2.01 301.5 320 159 100 -
Eluidos 0.02 0,22 400 20000 8.3 126

Se observa que se recupera actividad de lectina en el material
eluido con 0.1M Manosa, con un rendimiento en actividad del 8.3 %, y un

factor de purificacion de 126.
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Se ensayd también una cromatografia de intercambio i6nico con
DEAE-Cellulose en sistema batch. Se recolectaron dos fracciones (cada
una de 200 ml) de eluidos con 1M NaCl. Para concentrar estos eluidos se
procedid a una didlisis de las mismas contra agua destilada y la solucién
fue precipitada con sulfato de amonio (60 % saturacién), pero este
procedimiento no introdujo mejoras en el rendimiento ya que la mayor
actividad lectina se perdié luego del paso de precipitacién, debido
principalmente a la inexistencia de un precipitado real, que permanecié
como fléculos en la superficie de la solucidon salina. Cuando se intento
separar este material no fue posible removerlo ni por centrifugacién ni
por separacidon mecanica como un sistema bifasico. Se decidid no incluir

esta etapa de concentracion.

La cromatografia de intercambio idnico se repitid6 con una nueva
alicuota de extracto crudo de G. spectabilis. En este caso las fracciones
eluidas fueron liofilizadas, resuspendidas en un minimo volumen de agua
destilada, dializadas contra agua destilada y liofilizadas. El polvo se
resuspendid en PBS y en este caso se logré un factor de purificacion de
115, del orden del obtenido por cromatografia de afinidad, pero con un

mayor rendimiento (Tabla 4.10).

Tabla 4.10. Purificacion de GSL por Cromatografia de Intercambio Iénico en
DEAE-Cellulose

C Proteina HAG AHE Rendim. Factor
(mg/ml) (mg) (UL/ml) (UL/mg) (%) purif.
Extracto crudo 2,01 251,1 320 159 100 -
Eluidos 0,07 0,7 1280 18286 32 115
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Las fracciones eluidas de ambas cromatografias fueron analizadas

por SDS-PAGE en geles homogéneos 12%, obteniéndose en ambos casos
los mismos perfiles de bandas (Figura 4.22).

Los PM correspondientes a las subunidades son 64.4 y 52.1 kDa
(Figura 4.23)

Figura 4.22. SDS-PAGE del

material

eluido obtenido de los procesos de
purificacion. Linea a: extracto crudo; b: fraccion eluida de CllI; c: fraccion eluida

de Man-Sepharose; d: marcador de peso molecular. Tincién con plata.
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Figura 4.23. Curva de calibracion de PM
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En esta Cromatografia de Intercambio Idnico se recogieron 3
eluidos y los mismos se analizaron mediante SDS-PAGE (Figura 4.24). Se
observa que las dos primeras fracciones eluidas con 1 M NaCl, presentan
un alto grado de pureza detectdndose en estos casos las dos bandas
previamente descritas. Sin embargo, la tercera fraccidon muestra una

complejidad mayor de bandas por lo que se descarta esta fraccion.

El isoelectroenfoque de la GSL purificada por cromatografia de
afinidad con Man-Sepharose mostré dos bandas a PI 5.1 y 5.3 (Figura
4.25).
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Figura 4.24. SDS-PAGE de las fracciones eluidas de ClI. Linea a: fraccion 1
(eluido); b: fracciéon 2 (eluido); c: fraccion 3 (eluido); d: marcador de peso

molecular. Tincién con plata.
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Figura 4.25. Isoelectroenfoque de la GSL purificada por intercambio iénico.

Lineas a: marcador de pl, b: fraccion eluida
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La cromatografia de intercambio idnico en batch permitid obtener
2,4 mg de GSL de alta pureza a partir de 114 g de cuerpos de
fructificacién del hongo, lo que da un rendimiento de 2,15 mg de GSL por
100 g de cuerpos de fructificacion.
Con la lectina purificada se realizaron a continuacién estudios de
especificidad frente a carbohidratos, contenido de carbohidratos de la

propia lectina y estabilidad frente al pH y la temperatura.

4.5.2Especificidad por carbohidratos

En los ensayos de HAG utilizando distintas fuentes de eritrocitos se
obtuvieron los mismos resultados que cuando se utilizd el extracto crudo.
La GSL purificada causé HAG de eritrocitos de rata y ratdon pero no de

equinos, conejo u oveja.

La especificidad de la lectina purificada fue confirmada repitiendo
los ensayos de HAG con el mismo panel de carbohidratos usados con el
extracto crudo. Nuevamente galactosilamina, Man, metil-manopiranosa,
y trehalosa causaron inhibicién de la HAG. Los tres &cidos evaluados
(sidlico, galacturénico y glucurdnico), asi como lactosa, sialillactosa y N-
acetillactosamina, todos inhibieron la HAG. La concentracién de acido
sialico minima inhibitoria de la hemaglutinacion (correspondiente a 640
UL ml™?) fue de 12.5 mM.
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4.5.3Contenido en carbohidratos de la lectina

Los resultados muestran que GSL es una glicoproteina con un 16 %
de contenido en carbohidratos, de acuerdo a la determinacidon usando el
kit de carbohidratos. Si bien muchas lectinas de origen fungico son
glicosiladas sdélo unas pocas como la de Agaricus edulis (18%) y Fomes
fomentarius (25%) contienen un tan alto contenido de carbohidratos
(Conrad y Rldiger 1994).

4.5.4Estabilidad a pH

La GSL es estable en un rango de pH entre 2.0 y 8.0 durante 18 hs
de incubacién, mientras que a pH 10 la actividad HAG remanente cae al
50 % (Figura 4.26). Este amplio rango de estabilidad a pH supera al de
otras lectinas fungicas previamente estudiadas; las lectinas de los hongos
Schizophyllum commune, Pleurotus ostreatus Yy Mycoleptodonoides
aitchisonii fueron estables a pH superiores a 5, 5.5 y 4, respectivamente
(Kawagishi et al. 2000; Kawagishi et al. 2001; Chumkhunthod et al.
2006).
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Figura 4.26. Efecto del pH sobre la actividad hemaglutinante de GSL
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4.5.5Estabilidad a temperatura
A 40 °C la actividad HAG de la lectina se reduce 50 % respecto a la
obtenida a 20 °C durante 30 minutos de exposicion y a partir de 80 °C ya

no presenta actividad HAG para ese tiempo de exposicién (Figura 4.27).
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Figura 4.27. Efecto de la temperatura sobre la actividad hemaglutinante de GSL

4.6 Interaccion entre lectinas fungicas y glicocompuestos

Las interacciones lectina-carbohidrato pueden variar segun se
evalluen en solucién o con la lectina inmovilizada en un soporte sélido.
Esto puede deberse a que la orientacién de los sitios de reconocimiento
de carbohidratos en una lectina inmovilizada pueden verse afectados por
el proceso de inmovilizacién (Sharon y Lis 2007). Es por esto que cuando
se inmoviliza una lectina es importante entre otras cosas, proteger este
sitio de unidon, y para ello por ejemplo, se realiza la inmovilizacién en
presencia del monosacarido que es reconocido por la lectina.
Posteriormente a la inmovilizacién, el monosacarido se libera por lavados

exhaustivos del adsorbente con un buffer.
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En este trabajo se evalud la interaccion entre las 3 lectinas fungicas
purificadas (GSL, PAL y PSL) y varias glicoproteinas modelo, a través de
dos estrategias diferentes: i) se usaron estas glicoproteinas como
haptenos en solucién en ensayos de inhibicién de la hemaglutinacién
usando eritrocitos de ratéon. Ello permite tener informacion sobre la
interaccion lectina-glicoproteina en solucién y i) se sintetizaron
adsorbentes de afinidad (mediante la inmovilizacién covalente de las
lectinas a soporte de agarosa) y se estudié el comportamiento
cromatografico de alguna de estas glicoproteinas frente a dichos
adsorbentes. Este estudio nos permite por un lado, evaluar si el proceso
de inmovilizacién afecta la interaccién lectina-glicoproteina y ademas,
evaluar si el comportamiento cromatografico en si puede ser usado como
una herramienta para purificar una glicoproteina o para separar isoformas

de la misma.

Para el caso particular de GSL, se evalué ademas la interaccidon
entre lectina y particula derivatizada con carbohidratos; para ello se
usaron nanoparticulas magnéticas que se funcionalizaron con
monosacaridos (mediante unién covalente) y se estudiaron las
interacciones entre estas glico-nanoparticulas y GSL mediante ensayos de

agregacion.

4.6.1Sintesis de adsorbentes de afinidad

PAL-Sepharose

La lectina purificada mediante cromatografia de afinidad en
quitosan-Sepharose (Figura 4.4) fue inmovilizada en forma covalente en
NHS-activated Sepharose® (Figura 4.28). La densidad de lectina
inmovilizada en el soporte fue de 1.2 mg PAL/g gel escurrido, equivalente
a 0.8 mg PAL/ ml gel sedimentado, lo que da un rendimiento de

inmovilizacion del 55 %. Cantidades similares de lectinas fungicas
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inmovilizadas utilizando el mismo soporte activado fueron obtenidas para
estudios realizados con los hongos Aspergillus oryzae y Aleuria aurantia
(Matsumura et al. 2009). Si bien los porcentajes de inmovilizacion de
proteinas descritos para este soporte activado se encuentran cercanos al
70-80 %, la glicosilacion de la proteina puede ser la causa del menor %
de inmovilizacién alcanzado (55 %), ya que se determind que PAL es una
glicoproteina con un 16 % de glicosilacidén. Esta determinacion se realizé
con el mismo kit comercial utilizado para determinar la glicosilacion de
GSL.

PSL-Sepharose

Para la sintesis del adsorbente de afinidad PSL-Sepharose se utiliz6
el lote de produccién de PSL obtenido mediante las cromatografias de
afinidad realizadas en forma consecutiva en Man-Sepharose y Gal-
Sepharose (Figura 4.11) y se inmovilizé en NHS-activated Sepharose.
Mediante este proceso se obtuvo un derivado con una densidad de 0.76
mg PSL / g gel escurrido y cuando se repitid el proceso de sintesis, se
obtuvo otro derivado con una carga muy similar, 0.71 mg PSL / g gel
escurrido, siendo los rendimientos de inmovilizacion del 50 % y 48 %,

respectivamente.

MHS-activated Sepharose

o
pMatrix—O0—-CH..- CH—CH.—NH - (CHL).—CO-0O-—N + protein-MNH.
- - 2 :
o 5
o
pH 8.3
X L]
by
.-I i
Matrix—O—CH.~CH-CH.-NH—-{CH.).-C-NH-protein . HO—N
2 : e
OH o N
D‘f

Figura 4.28. Inmovilizacidn de proteinas por método de activacioén con NHS.
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GSL-Sepharose
Para la sintesis de GSL-Sepharose se utilizd la lectina purificada
mediante intercambio idnico (Tabla 4.10) y la inmovilizacion covalente se

realizd via activacidon con CDAP (Figura 4.29).

A p I B =

"j_l iH B 1-.-"’ Fo— tr/ Ed3 | _FH T . .__l—|_|.|__N \ " cH - X
i + N=C. ‘\Fx\ fi \r“|-r BF. :i 1 N’I l'r‘_;—l-]\ + HBF,
;l»r}- A 2 | 43; b, / |;-.|_1

l-cyano-4- (dimethylamino) -
pyridiniumtetrafluoroborate (CDAP)

;TEH
0-C=N H,N -Proteina - -NH -Proteina
—_—
JH H
Cianato -ester Derivado tipo [sourea

Figura 4.29. Inmovilizacién de proteinas por método de activacién con reactivo
CDAP

Se obtuvo un derivado con una carga de 0.033 mg GSL/g gel
escurrido con un rendimiento de inmovilizacidon de 21 %. Este porcentaje
de inmovilizacion es bastante bajo pudiendo deberse a que el reactivo
CDAP estuviese hidrolizado. Pero no se debe descartar el hecho que GSL
es una glicoproteina con 16 % de glicosilacion y nuevamente los
carbohidratos presentes en la superficie de la proteina pueden estar
interfiriendo en el proceso de inmovilizacion. Se ha reportado que en
geles activados con estructuras del tipo cianato ester como las que se
tiene en este caso, la glicosilacion de la proteina disminuye los niveles de
inmovilizacion. De todos modos el adsorbente obtenido no fue descartado
y se utilizd en los procesos cromatograficos que se describen a

continuacion.
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4.6.2 Interacciones de afinidad entre lectinas y glicoproteinas

modelo

Reconocimiento entre PAL y glicoproteinas en soluciéon

La lectina de Punctularia atropurpurascens (PAL) purificada por
cromatografia de afinidad en quitosan-Sepharose fue utilizada en el
ensayo de inhibicién de la HAG con glébulos rojos de ratén. Las
glicoproteinas animales PMSG, EPO, ferritina, LF, FT y TF vy la
glicoproteina vegetal HRP, fueron usadas como haptenos; todas estas
glicoproteinas inhibieron la HAG y por lo tanto interaccionan con la lectina

en solucion.

Ademas, algunas de estas glicoproteinas fueron desialiladas
guimicamente y las correspondientes asialo-glicoproteinas fueron también
evaluadas como haptenos: la HAG no fue inhibida por asialo-EPO, asialo-
PMSG, asialo-FT y asialo-TF (Tabla 4.11).

Estos resultados sugieren que el acido sidlico terminal en dichas
glicoproteinas participa directamente en la interaccion con la lectina,
aunque este acido no inhibe la HAG de PAL (Tabla 4.3). Este
comportamiento se ha reportado para otras lectinas flngicas que
reconocen sialo-glicoproteinas pero no sus formas desialiladas; un
ejemplo es la lectina del hongo Cordyceps militaris donde la HAG es
inhibida por fetuina, mucina submaxilar porcina y tiroglobulina pero no
por las correspondientes formas desialiladas. Los monosacaridos fucosa,
galactosa y manosa tampoco inhiben la HAG producida por esta lectina
(Jung et al. 2007). Este resultado coincide con el obtenido para el ensayo
de inhibicién con PAL (Tabla 4.3), lo que estaria indicando que estas

lectinas no interaccionan con dichos monosacaridos.
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Tabla 4.11. Efecto de las glicoproteinas sobre la actividad HAG de PAL

Glicoproteinas HAG

EPO -

PMSG -

Fetuina -

Transferrina =

Asialo-EPO

Asialo-PMSG

Asialo-fetuina

Asialo-transferrina

Lactoferrina -

Ferritina -

Peroxidasa =

HAG (+): indica que no inhibe la HAG; HAG (-): indica que inhibe la HAG

Es sabido que los monosacaridos son reconocidos con diferente
afinidad por una lectina, dependiendo si estad aislado o si esta formando
parte de una cadena oligosacaridica. Muchas veces la lectina reconoce a
un determinante complejo en el glicoconjugado, mas que a un residuo
simple del carbohidrato. Glicoconjugados estructuralmente diferentes
pueden compartir un determinante comun reconocido por una lectina,
pero la presentacion o accesibilidad del determinante a la lectina puede
depender de otras caracteristicas estructurales del glicocompuesto
particular. Por ejemplo, la lectina Concanavalina A (Con A), libre 06
inmovilizada en Sepharose (lectina con especificidad hacia manosa y
glucosa) interacciona con alta afinidad con oligosacaridos organizados en
complejos N-linked biantenarios y en oligosacaridos con alto contenido de
manosa. Pero la Con A posee muy baja afinidad por oligosacaridos N-

linked tri y tetraantenarios y por oligosacaridos O-linked (Debray et al.

96



1981). Como resultado, es dificil predecir la afinidad entre una lectina en
solucidn o en fase sodlida, y una glicoproteina.

De los monosacaridos presentes en las estructuras de las
glicoproteinas LF, EPO, TF y FT (Figuras 4.30-4.33) PAL sélo reconoce a
Glc-NAc (Tabla 4.3). Tampoco reconoce el disacarido lactosa; sin
embargo, esta lectina si es capaz de reconocer el disacarido N-
acetillactosamina y el trisacarido sialillactosa. Ademas, el disacarido
quitobiosa inhibe la HAG causada por esta lectina. De acuerdo a las
estructuras presentes en estas glicoproteinas, PAL podria estar
reconociendo asi, estructuras tipo quitobiosas internas y/o la N-
acetillactosamina vy silalillactosa de los oligosacaridos N-linked de estas
glicoproteinas.

Complex type N-glycans

I
NeuSAca2—»o6GGalBl—4GIcNAcl —2Man

i6
0, ole .
Manpl—4GleNAcBl —-4GIlcNAcBl—>Asn
+ el 3 @l G
NeuSAca2 —o6Gall —>4GIcNAcHl—»2Man uc
aliel - >3Gal3l —»4GleNAcB1 —»2Man
o Jol.6
B ManpBl—4GleNAcB1l—4GlcNAcBl—Asn
ol.3 lel. 6
NeuSAca2—=6lGalpl —4GIlecNAgB1 —2Man Fuc
1§ P8
alpl >4GlcNApR1->2Man
I Jeele
B Manl —»4GlcNAcB1 - >4GIcNACcB] - »>Asn

Te1,3
NeuSAco2 »>6Ga]NAcBl >-4G](:Nr&cﬁi »2Man

To be characterized

NeuSAco.ZiGGa{NACBI —> GlcNﬁcBl —2Man
Jel6

gl LT liactenized ManfBl —»4GIcNAcB1 —»4GIeNAcR] —>Asn

Tot.l 3 1.6
NeuSAco2 »>6Galpl »4GIcNASR1 »2Man g?c =2
I,

High mannose type N-glycans
ManB1l —-4GleNAcBl —-4GleNAcBl —Asn

al.3
Manol »2Manol —»2Man

M. Y
L s
Manal —5>3Man ,
1.6
Manf31 —-4GlcNAcB1l —»4GlcNAcpBl —Asn

al.3
Man

Manol —>2Man
Jel6
Mano.l —2Mano1 —3Man
1,6
Manf1l -»4GIleNAcB1 -—»4GIcNAcB1 —>Asn
g ol 3
Mancoel —»2Manccl —>2Man

Figura 4.30. Estructura de oligosacaridos de lactoferrina bovina (Yen et al.
2011)
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Galp1=4}GcNAc(p "5}\
Galg1=-4)GlicNAC{p 1+2)Man(a 1=8)
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GaKp1~4)GicNAC(p 1-2)”
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Figura 4.31. Estructura de oligosacaridos desialilados mas comun de
eritropoyetina (EPO) (Tsuda et al. 1988)

NewAcal — 6Galfil —4GKNAcR] —IManal
’; Manfil —4GENACh] —4GkNAc — Asn
NewAcal — 6Galfil —4GkNAcfl =2Manal

Figura 4.32. Estructura de oligosacaridos de transferrina (Ueda et al. 2002)

NewAcod — VoGalpl —4GkNAcp] —2Manal
NewAca? — 3Galpl —4GRNAc! ':Mum..-m:xmm —4GKNAc=Am
Stanal””
Newhe2— 6Galpl —AGRNAcS! ~
NeuAoal
]
[
NewAca2— 3Galp] —3GalNAcp] SeoThe

Figura 4.33. Estructura de oligosacaridos de fetuina (Ueda et al. 2002)

Interacciones de afinidad entre PAL inmovilizada vy

glicoproteinas

Una estrategia para estudiar la interaccién entre las glicoproteinas y
la lectina inmovilizada consiste en estudiar el propio proceso
cromatografico y comparar los comportamientos exhibidos por diferentes
glicoproteinas frente al mismo adsorbente. Con este propdsito se
prepararon mini-columnas empaquetadas con el adsorbente de afinidad
PAL-Sepharose y se procediéo como se describiéo en Materiales y Métodos.

Se utilizaron las glicoproteinas: PMSG, FT, LF, y EPO. La elucién se

realizd con Glc-NAc, monosacarido especifico para la lectina de acuerdo a
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los resultados obtenidos en el ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion
(Tabla 4.3).

Al aplicar una solucion de LF bovina a la columna se observé que el
60 % de la glicoproteina aplicada es retenida en la columna y es
posteriormente eluida por competencia (Figura 4.34). De acuerdo a los
resultados de inhibicion, PAL podria estar interaccionando con esta
glicoproteina a través de estructuras tipo quitobiosas internas en los N-
glicanos complejos o con los de alto contenido en manosa y/o N-
acetillactosamina y sialillactosa de los oligosacaridos complejos N-linked
(Figura 4.30).

En los ensayos realizados con PMSG y FT se obtuvieron bajos
porcentajes de adsorcion/desorcién (4 % y 5 %, respectivamente). En el
caso de FT este resultado reafirma la baja eficacia obtenida en Ia
purificacion de PAL con el adsorbente fetuin-Sepharose. La diferencia
entre las estructuras de los oligosacaridos de FT (estructura triantenaria
en N-glicanos, Figura 4.33) y LF (estructura biantenaria en N-glicanos
complejos, Figura 4.30) podria indicar que PAL reconoce con mas afinidad
la estructura biantenaria, lo que explicaria el mayor porcentaje de
recuperacion en eluidos de lactoferrina (60 %) respecto a fetuina (5 %).

Las corridas electroforéticas (SDS-PAGE) de las fracciones eluidas
de las cromatografias de lactoferrina y fetuina en PAL-Sepharose
corroboran la presencia de las bandas correspondientes a dichas

glicoproteinas (Figura 4.35 A y 4.35 B, respectivamente).
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Figura 4.34. Cromatografia de afinidad de glicoproteinas en PAL-Sepharose. La

flecha indica comienzo de la elucién.

Figura 4.35. SDS-PAGE de las fracciones de la Cromatografia de Afinidad de

lactoferrina (A) y fetuina (B) en PAL-Sepharose. A) Carriles a: marcador de

peso molecular, b,c,d: eluidos de LF. B) Carriles a: marcador de peso molecular,

b y c: eluidos de FT.
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En el caso de EPO, la cromatografia de afinidad de la glicoproteina
no pudo seguirse por A280nm, debido a la baja concentracién de la
muestra comercial (37ug/ml). Como forma de verificar presencia de EPO
en las fracciones, se realizé una SDS-PAGE y tinciéon con plata (Figura
4.36). El peso molecular de la glicoproteina es de 30 KDa y se puede ver
la complejidad de la muestra de partida, la cual evidentemente posee
otras proteinas (es sabido que se utiliza seroalbumina como estabilizante
de EPO en la solucién); soélo se observa una banda de 30 kDa en el
aplicado y en el percolado; las bandas presentes en los eluidos no se
corresponden con el peso molecular de EPO. Ello podria indicar que
ninguna subpoblacién de glicoisoformas de EPO son reconocidas por este
lectina, recuperandose en el percolado de la columna, o que si bien
alguna fraccién es adsorbida, no se logra detectar en la electroforesis por
posible degradacidon de la proteina durante el proceso cromatografico.
Debido a este comportamiento labil de la glicoproteina en los posteriores
estudios de interaccidn frente a las otras dos lectinas inmovilizadas, se

decidié no incluir EPO en las cromatografias.

KDa
— 14
- 20

30

_.‘_ 45

66

Figura 4.36. SDS-PAGE de las fracciones provenientes de Cromatografia de
Afinidad de EPO en PAL-Sepharose. 1:EPO aplicada, 2:percolado, 3:eluido 1,

4:eluido 2, 5:eluido 3, 6:Marcador de peso molecular
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Reconocimiento entre PSL y glicoproteinas en solucion

Se realizé de la misma forma que para PAL, mediante ensayos de
inhibicién de HAG. Los resultados muestran que FT, TF, LF y HRP inhiben
la HAG frente a gldbulos rojos de raton (Tabla 4.12). La desialilacién de
FT no afecta la interaccion ya que la asialo-FT también inhibe la HAG. Esto
sugiere que la lectina interacciona con FT a través de una secuencia de
oligosacaridos en la que el acido sidlico terminal no seria determinante en

el resultado.

Tabla 4.12. Efecto de las glicoproteinas sobre la actividad HAG de PSL

Glicoproteinas HAG
EPO +
PMSG +
Fetuina -

Transferrina =

Tiroglobulina +
Asialo-EPO +
Asialo-PMSG +

Asialo-fetuina -
Asialo-transferrina +

Asialo-tiroglobulina +

Lactoferrina =

Peroxidasa =

HAG (+): indica que no inhibe la HAG; HAG (-): indica que inhibe la HAG

La asialo-TF no inhibe la HAG, en tanto que en el caso de TF, la
lectina estaria reconociendo una secuencia oligosacaridica en la que el

acido sialico terminal es determinante en el resultado; de acuerdo a la
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estructura predominante presente en Ila TF la PSL reconoceria
oligosacaridos N-linked de estructura biantenaria (Figura 4.32). Por otro
lado EPO, PMSG y TG no inhiben la HAG ni en sus formas sialiladas ni

desialiladas, no serian asi reconocidas por PSL.

Interacciones de afinidad entre PSL inmovilizada vy
glicoproteinas

Los dos adsorbentes PSL-Agarosa sintetizados se evaluaron frente a
LF bovina. Se observa una adsorcién del 8% vy del 10%,
respectivamente, demostrando la reproducibilidad de la adsorcién de esta
proteina (Figura 4.37). También se demuestra que en este caso, la forma
de elucion no afecta el comportamiento cromatografico de lactoferrina, ya
que en un caso fue con 100 mM Man (elucidon especifica, 0.76 mg PSL/g
gel) y en el otro caso, con 0.2 M &cido acético (elucién inespecifica, 0.71
mg PSL/g gel).

Elucién
100
o 20
o
< .
3 50 i RECUP.
= ' ELUIDO
: ll.
g 40 ./ —+—carga 0.76 mg/g gel 8 %
;E h
70 —m—carga 0.71 mg/'g gel 10%
] —‘j T T ! '
0 10 20 a0 40
FRACCION

Figura 4.37. Cromatografia de afinidad de lactoferrina en PSL-Sepharose

utilizando dos derivados diferentes.
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Para los estudios con las glicoproteinas TF, FT y PMSG, se utilizé el
derivado conteniendo 0.71 mg/g gel escurrido y la elucién se realizd con
0.2 M &cido acético. Si bien en los ensayos realizados con la lectina en
solucién con las glicoproteinas LF, FT y TF se observa inhibicién de la
HAG, en este ensayo con la lectina inmovilizada se observa una
interaccion diferente con dichas glicoproteinas (Figura 4.38). El
adsorbente es muy eficiente frente a TF ya que se logra una recuperacion
del 55 % de lo aplicado en la fraccion eluida. Sin embargo, los
porcentajes de recuperacion obtenidos frente a FT y LF fueron inferiores
(27 y 10 respectivamente) lo que indicaria una interaccidn mas débil de

la lectina inmovilizada con estas glicoproteinas.

Cabe destacar que la PMSG que en solucién no inhibe la HAG (Tabla
4.12) muestra una débil interaccidn con la lectina en forma inmovilizada,

recuperandose en los eluidos un 13 % de la glicoproteina aplicada.

0,2 M CH;COOH
100 ‘I
L kk
BI:I i - /_/( _*‘*ﬂ-“
o - MY i ‘i"'" ga®
= ; y ..
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I:I 7 T T T
1] 10 20 30 40
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Figura 4.38. Cromatografia de afinidad de glicoproteinas en PSL-Sepharose. La

flecha indica comienzo de la elucién.
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Reconocimiento entre GSL y glicoproteinas en solucion

La lectina de G. spectabilis (GSL) purificada mediante intercambio
idbnico se utilizd en ensayos de inhibicion de HAG con glicoproteinas,
usando glébulos rojos de raton. La HAG fue inhibida por FT, LF, PMSG y
EPO (Tabla 4.13).

Tabla 4.13. Efecto de las glicoproteinas sobre la actividad HAG de GSL

Glicoproteinas HAG
EPO -
PMSG -
Fetuina -
Transferrina +
Tiroglobulina +

Lactoferrina =

Asialo-EPO

Asialo-PMSG
Asialo-fetuina

Asialo-transferrina

+ + + o+

Asialo-tiroglobulina

Asialo-lactoferrina -

HRP +

HAG (+): indica sin inhibicidon; HAG (-): indica inhibicion

Las glicoproteinas asialo-PMSG y asialo-FT no inhibieron la HAG;
estos resultados sugieren que GSL estaria reconociendo una secuencia
oligosacaridica en la que la presencia del acido sidlico terminal es
determinante en el resultado; este comportamiento estaria de acuerdo

con la inhibicién de la HAG producida por acido sialico para esta lectina.
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Ademas, se ha reportado que PMSG presenta un alto porcentaje de
acido sialico en su estructura (10%) (Moore y Ward 1980).

Sin embargo, asialo-EPO y asialo-lactoferrina inhibieron la HAG
indicando que en estos casos el acido sidlico terminal no seria
determinante en el reconocimiento de la secuencia oligosacaridica de las
glicoproteinas.

Las glicoproteinas transferrina y tiroglobulina, tanto en su forma
nativa como desialilada no inhibieron la HAG. Tampoco hubo
reconocimiento entre GSL en solucién y la glicoproteina peroxidasa.

La concentracion de glicoproteina minima inhibitoria de la
hemaglutinacidon (correspondiente a 640 UL/ml) fue de 30 ug/ml para LF;
resultados similares de CIMyac fueron reportados en ensayos de inhibicién
de la HAG realizados con las lectinas de los hongos Cordyceps militaris,
Ganoderma lucidum vy Aspergillus fumigatus y las glicoproteinas
tiroglobulina porcina (Jung et al. 2007), mucina y fetuina, ambas de suero
fetal bovino (Kawagishi et al. 1997; Tronchin et al. 2002). Las CIMuac
fueron 125 pg/mly 84 pg/ml para PMSG y EPO, respectivamente.

Los monosacaridos Man y acido sidlico, presentes en las estructuras
de las glicoproteinas estudiadas, producen inhibicién de la HAG tanto en
el extracto (Tabla 4.3) como en la lectina purificada por lo cual estarian
involucrados en el reconocimiento entre GSL y estas glicoproteinas.

Los oligosacaridos N-linked presentes en las glicoproteinas FT y EPO
pueden presentar estructuras tipo tri- y tetra-antenarias (Figuras 4.31 y
4.33) mientras que la LF puede presentar estructura triantenaria en N-
glicanos con alto contenido de Man (Figura 4.30) (uno de los
monosacaridos reconocidos por GSL); sin embargo se ha reportado que
TF y TG presentarian estructuras tipo biantenarias (Ueda et al. 2002; Yen
et al. 2011). El reconocimiento de las estructuras tri- o tetra-antenarias
podria explicar la interaccion de GSL con las glicoproteinas que causaron

inhibicién de la HAG, mientras que dicha interaccién no se daria con
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glicoproteinas que presentan mayoritariamente estructuras biantenarias,

como TG y TF que no produjeron inhibicién de la HAG.

Reconocimiento entre GSL inmovilizada y glicoproteinas

Para las cromatografias de afinidad se utilizd el adsorbente
sintetizado mediante activacion del soporte con CDAP; el derivado
obtenido presenté una densidad de ligando de 33 ug GSL/g gel escurrido.
Esta densidad de lectina en el soporte es bastante bajo, considerando las
cargas de las lectinas inmovilizadas disponibles comercialmente (las
mismas pueden variar mucho dependiendo de la lectina; la Con A, por
ejemplo, presenta una carga excepcionalmente alta de 10-12 mg Con
A/ml gel sedimentado aunque la enorme mayoria se encuentran entre 1 y
3 mg/ml). Pero sorprendentemente, al evaluar este adsorbente con LF, la
cual habia producido inhibicién de la HAG en los ensayos con la lectina en
solucién (Tabla 4.13), se observa que el mismo adsorbe un 13 % de lo
aplicado; y este comportamiento cromatografico es reproducible a lo largo
de 5 experimentos sucesivos con el mismo adsorbente (Figura 4.39).

Al realizar las cromatografias con PMSG y FT, ambas reconocidas
por la lectina en solucion, se obtienen resultados muy interesantes: GSL-
Sepharose presentd una alta adsorcion de PMSG (49 %) y también fue
capaz de de interaccionar con FT, lograndose recuperar por elucién un 21

% de la glicoproteina aplicada (Figura 4.40).
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Figura 4.39. Cromatografia de afinidad de lactoferrina (LF) en GSL-Sepharose

(5 corridas independientes). La flecha indica comienzo de la elucion.
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Figura 4.40. Perfil cromatografico de glicoproteinas en GSL-Sepharose. La

flecha indica comienzo de la elucién.
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La LF nativa (13 % de adsorcién/desorcion en GSL-Sepharose),
pierde totalmente su afinidad por la lectina cuando es desialilada
mostrando la importancia del acido sidlico terminal en la interaccion con
la lectina inmovilizada (Figura 4.41). Se debe mencionar que en solucién

tanto LF nativa como asialo-LF inhiben la HAG.

En el caso de TF, ésta no inhibe la HAG ni en forma nativa ni
desialilada (Tabla 4.13). Sin embargo, analizando el proceso
cromatografico de ambas isoformas se observa una diferencia: hay una
disminucion del 20 % al 8 % de adsorcion/desorcién por la desialilacion
(Figura 4.42). Entonces, en la transferrina la presencia del acido sialico
terminal resulta mas critico en la interaccién con GSL en la forma

inmovilizada, que en la interaccién con la lectina en solucién.

Estos resultados ponen de manifiesto la alta afinidad de GSL
inmovilizada frente a algunas de estas glicoproteinas de interés
tecnoldgico y destaca aun mas la relevancia de este adsorbente, debido a
la ya mencionada baja carga del soporte. Ello le abre enormes
perspectivas de aplicaciones, por ejemplo en el campo de produccién de
glicoproteinas, donde generalmente el costo del adsorbente representa

una de las mayores dificultades para aplicar metodologias de afinidad.

En base a todos los estudios de adsorcién/desorcion de
glicoproteinas realizados frente a los tres adsorbentes sintetizados en este
trabajo y teniendo en cuenta su potencial aplicacién en el campo de la
purificacién de las glicoproteinas estudiadas, se puede concluir que si bien
hay un importante grado de reconocimiento entre las glicoproteinas vy las
lectinas, ninguna de las 3 lectinas, en las condiciones estudiadas, fue
capaz de interaccionar con el total (o al menos en porcentajes mayores al
90%) de la glicoproteina. Desde este punto de vista, estos adsorbentes
no serian de eleccién para usar en procesos de aislamiento y purificacidon

de estas glicoproteinas a partir de materiales bioldgicos complejos. Sin
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embargo, si se destaca su gran utilidad para separar isoformas de una
misma glicoproteina. En ese sentido, GSL-Sepharose fue el mas efectivo
en el reconocimiento de PMSG, permitiendo separar al menos dos
subpoblaciones, una en el percolado (51 %) y otra mediante elucidn
competitiva (49%). El mismo analisis se puede realizar en el caso de la
glicoproteina TF, que es mejor reconocida por PSL-Sepharose, donde una
glico-isoforma se recupera en el percolado de la columna (45%) y otra en
el eluido (55%). El adsorbente PAL-Sepharose fue el mas eficiente en
reconocer la LF bovina (60%), acercandose mucho a un posible uso en
procesos de purificacion de esta glicoproteina. En este caso se deberia
evaluar si mediante incremento en la densidad de ligando (lectina)

inmovilizado, es posible incrementar ese porcentaje de union.

0,2 M CH,COOH
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Figura 4.41. Perfiles cromatograficos obtenidos en GSL-Sepharose para
lactoferrina (LF) y asialolactoferrina (asialo LF). La flecha indica comienzo de la

elucion.
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Figura 4.42. Perfiles cromatograficos obtenidos en GSL-Sepharose para
transferrina(TF) y asialotransferrina (asialo TF). La flecha indica comienzo de la

elucion.

Finalmente la FT, otra glicoproteina de importancia biotecnoldgica,
es adsorbida en % similares pero mas bajos, por PSL-Sepharose (27%) y
PAL-Sepharose (21%). Nuevamente, la aplicaciéon de estos adsorbentes
seria en el campo de la separacion de glico-isoformas de FT, mas que en

el campo de la produccion de la glicoproteina.

4.6.3Estudios de interaccion glico-nanoparticula- GSL

Como se menciond en la Introduccién, los estudios de especificidad
de lectinas realizados mediante ensayos de HAG pueden ser a veces
complejos de interpretar debido a los diversos factores que afectan el
ensayo. En este sentido el uso de MNPs puede resultar de mucha utilidad
debido a que su tamafio nanométrico favorece por lo general a las

interacciones bioldgicas por encontrarse en la misma escala de tamafio de
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la lectina con la que puede interaccionar. A su vez, debido a su reducido
tamafio, su area superficial es muy grande, lo cual permite
funcionalizarlas con densidades de carbohidratos muy superiores a las
maximas alcanzadas con otro tipo de materiales microestructurados. Por
ultimo, al ser magnéticas, la unién especifica de la lectina puede generar
cambios en la capacidad de las mismas de alterar los tiempos de
relajaciéon (T.) de los protones del agua, y esto permitiria detectar y
cuantificar la interaccion de forma directa sin necesidad de marcajes

secundarios.

Con el objetivo de evaluar la interaccion entre la lectina del hongo
Gymnopilus spectabilis (GSL) y particulas derivatizadas con carbohidratos
se derivatizaron nanoparticulas magnéticas con monosacaridos (mediante
unidén covalente) vy se estudiaron las interacciones entre estas glico-
nanoparticulas y GSL mediante deteccidn de la agregacidon especifica de
las MNPs por cambios en los tiempos de relajacion de los protones del

agua utilizando un relaxdmetro de sobremesa (Minispec).

Funcionalizacion de nanoparticulas magnéticas (MNPs) con
carbohidratos

A diferencia de las MNPs utilizadas en la purificacién de la lectina de
P. sanguineus, las MNPs utilizadas para estos ensayos no fueron de origen
comercial sino sintetizadas en el Instituto de Nanociencia de Aragon.
Debido a que la interaccion de la lectina con las MNPs se detecta por
cambios en los valores de T, causados por cambios en el estado de
agregacion de las MNPs, es fundamental utilizar MNPs con una alta
estabilidad coloidal. De esta manera los cambios en T, se pueden
relacionar con cambios en agregacion por interaccién especifica de las
MNPs y no por desestabilizacién coloidal de las mismas. Las MNPs
comerciales utilizadas anteriormente no tienen una buena estabilidad

coloidal, y pequefios cambios de pH o fuerza i6nica pueden generar su
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agregacion de forma inespecifica. Estas MNPs no son por lo tanto las mas
adecuadas para este tipo de estudios. Las MNPs seleccionadas para estos
ensayos fueron sintetizadas en el grupo BioNanoSurf. Estas MNPs
presentan las siguientes caracteristicas: didmetro de 8 nm, estables con
el tiempo y frente a un amplio intervalo de pH y fuerza i6nica (Moros et
al. 2010). Se sintetizan en medio organico (hexano) por descomposicién
térmica del precursor acetilacetonato de hierro (Fe(acac)s), y son
estabilizadas con 4acido oleico. Se utiliza un polimero anfifilico
(poli(anhidrido maleico-alt-1-octadeceno, PMAQ)) para transferirlas a
medio acuoso. La Figura 4.43 muestra un esquema del proceso de
sintesis e imagenes de TEM de dichas MNPs donde claramente se observa
una distribucién homogenea de las MNPs comparado con la formacion de
acumulos observado en las imagenes de TEM de las MNPs comerciales
(Figura 4.16).
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Figura 4.43. Esquema de la sintesis de las MNPs recubiertas de PMAO e imagen

de TEM de las mismas. Imagen cedida por M. Moros (Moros et al. 2010)
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Para los estudios de interaccion con la GSL estas MNPs se
funcionalizaron con Man y Glc aminadas. Dicha glicosilacion se evalud
mediante electroforesis en geles de agarosa. En la Figura 4.44 se muestra
la corrida electroforética donde se observa un retardo de las MNPs
glicosiladas con respecto a las MNPs control. Este retardo estaria
indicando que al unirse la Man a las MNPs |la densidad superficial de carga

negativa seria menor y por lo tanto la migracién es menor.

Figura 4.44. Electroforesis en gel agarosa 2%6. a:MNPs control, b:Man-MNPS. La

flecha indica la direccién del campo eléctrico de — a +.

Estudios de agregacion entre las glico-MNPs y GSL

La resonancia es un fendmeno fisico por el cual los atomos de
hidrégeno, muy abundantes en los tejidos bioldgicos, pueden absorber
selectivamente energia de radiofrecuencia al ser colocados bajo un
potente campo magnético. Sin embargo los protones del agua tienden a
situarse de nuevo en su estado basal devolviendo el exceso energético
mediante la liberacion de ondas de radiofrecuencia en un proceso
denominado relajacion. Esta energia liberada se mide en tiempos de
relajacion variables en el tiempo y en los distintos planos (T; relajacién
longitudinal, T» relajacién transversal). Es sabido que las nanoparticulas
superparamagnéticas son buenos agentes de contraste pues modifican los
tiempos de relajacidon transversal del agua (Perez et al. 2004; Mastumoto

y Jasanoff 2008). Sin embargo el grado de modificacion depende del
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estado coloidal de las MNPs ya que ha sido descrito que la agregacién de
las mismas acorta de forma drastica los valores de T,. Este fendmeno fue
utilizado por el Prof. Weissleder para desarrolar biosensores, acoplando la
presencia del analito a detectar con Ila agregacion de MNPs
funcionalizadas con el elemento biolégico de reconocimiento adecuado
(Perez et al. 2002). Este tipo de biosensores presenta varias ventajas. Al
usar impulso de radiofrecuencia es un método de deteccion directo sin
necesidad de marcajes secundarios con biomoléculas etiquetadas con
fluoroforos, enzimas, etc. Esto simplifica el ensayo y lo hace a su vez
indiferente a las multiples interferencias que pueden presentar los
métodos de deteccidn colorimétricos. A su vez los cambios en T, se miden
por medio de un relaxdmetro de sobremesa (Minispec). Este equipo es
muy facil de utilizar por lo que no es necesario personal calificado. Por
ultimo se pueden alcanzar limites de sensibilidad muy elevados (Perez et
al. 2002).

En el trabajo realizado en esta tesis se optimizé esta estrategia para
la deteccidon de la interaccién de la lectina de G. spectabilis con MNPs
glicosiladas Dado que la GSL presenta mas de un sitio de unidon a
carbohidratos se espera que la lectina, al reconocer MNPs funcionalizadas
con un carbohidrato al cual reconoce de forme especifica, genere la
agregacion de las MNPs. Esta aglutinacién se puede detectar a través de
la monitorizacion de los cambios en T,, mediante el uso de un RMN

pulsado de sobremesa (Minispec) (Figura 4.45).
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Figura 4.45. Deteccion de cambios de T, por agregacion especifica de MNPs

glicosiladas (GNPs) por reconocimiento especifico de GSL

Es asi que se estudid la agregacién entre las MNPs glicosiladas y la
lectina mediante medidas de T, a distintos tiempos de incubacion. Tanto
para Man-MNPs como para Glc-MNPs, en presencia de lectina se observa
una disminucion en el tiempo de relajacién T, con respecto a las MNPs
control, lo que indica que la lectina esta reconociendo de forma especifica
las MNPs glicosiladas y por lo tanto se produce agregacion. Esta
disminucion es mas rapida para Man-MNPs (Figura 4.46).

La agregaciéon de Man-MNPs estaria confirmando el reconocimiento
de Man por la lectina, como previamente habia ocurrido en solucion,
mediante los ensayos de inhibicion de HAG.

A su vez, también es interesante el resultado obtenido para Glc-
MNPs ya que este reconocimiento por la GSL (aunque menor que para
Man) no habia sido detectado con los ensayos previos; esto podria
atribuirse a una débil afinidad de la lectina por este monosacarido, la cual
no es detectada por los ensayos de inhibicion de HAG, pero si a través de
los ensayos con la MNPs dado que es posible unir glucosa a una elevada

densidad por unidad de superficie.
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4.7 Actividad antimicrobiana de las tres lectinas fungicas

El uso de las lectinas como agentes antibacterianos o antifungicos
representa otra prometedora aplicacidon por lo cual se realizaron estudios
de actividad antimicrobiana in vitro con las lectinas fungicas producidas
en esta tesis. La actividad antibacteriana contra bacterias Gram-positivas
y negativas ocurre a través de la interaccién de la lectina con
componentes de la pared celular bacteriana incluyendo &cidos teicoicos,
peptidoglicanos y lipopolisacaridos. La inhibiciéon del crecimiento fungico
puede ocurrir a través de la union de la lectina a las hifas resultando en
una pobre absorcidn de nutrientes, en la interrupcién de la sintesis de la
pared celular, asi como en la interferencia en el proceso de germinacién
de esporas. Probablemente las propiedades de unién a carbohidratos
estén involucrados en los mecanismos antifungicos y lectinas de distintas
especificidades puedan promover distintos efectos (Paiva et al. 2010).

Como se menciond, entre el gran numero de lectinas de origen
vegetal publicadas a la fecha se han descrito algunas con actividad
antimicrobiana (Tabla 1.1). Ademas, dicha actividad antimicrobiana ha
sido también evaluada en algunas lectinas de origen fungico como ser las
lectinas de los hongos Schizophyllum commune vy Pleurotus
citrinopileatus, pero en ninguno de los casos estas lectinas produjeron
inhibicion del crecimiento de los microorganismos evaluados (Han et al.
2005; Chumkhunthod et al. 2006; Li et al. 2008).

Para evaluar dicha actividad antimicrobiana en los extractos
fungicos de partida y en las lectinas purificadas en este trabajo se
realizaron estudios in vitro: método de difusién en agar y determinacién
de concentracidon inhibitoria minima (CIMm). Los microorganismos
testeados fueron representativos de distintos grupos: una bacteria gram+
(Staphylococcus aureus), una bacteria gram- (Escherichia coli), una
levadura (Candida albicans) y un hongo filamentoso (Aspergillus niger).

Como se describid en la Introduccion, dentro de estas especies estudiadas
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se encuentran microorganismos patdgenos, resistentes, oportunistas,

agentes etioldgicos de infecciones en sangre, piel, pulmones, etc.

4.7.1Punctularia atropurpurascens

Se realizd el ensayo de difusién en agar con el extracto crudo
proveniente de micelio de P. atropurpurascens, el cual presentaba
actividad HAG (Tabla 4.2) y con la lectina purificada por cromatografia de
afinidad en quitosan-Sepharose.

La Figura 4.47a muestra un halo de inhibiciéon del crecimiento de A.
niger producida por el extracto crudo. El mismo resultado se obtuvo con
la lectina purificada por cromatografia de afinidad. La CIM,, determinada
para PAL fue de 0.08 mg/ ml (Tabla 4.14), resultado similar al obtenido
para lectinas de diferente origen frente a otros microorganismos (Nunes
et al. 2011). De acuerdo a los resultados de inhibicion de la HAG
obtenidos para PAL (Tabla 4.3) esta lectina reconoce Glc-NAc, quitobiosa,
quitotriosa, quitosano y quitina. Se ha demostrado que muchas lectinas
de origen vegetal que reconocen Glc-NAc, sus oligdbmeros y quitina,
poseen actividad antifungica (Sitohy et al. 2007); el polisacarido quitina
es constituyente de las paredes celulares de hongos y la interrupcién en
la sintesis y/o deposicién de quitina en la pared celular podria ser la razén
de la accion antifungica (Paiva et al. 2010).

Estos resultados ubican a PAL como un potencial agente contra
Aspergillus niger.

Para los otros microorganismos testeados los extractos de P.
atropupurascens no produjeron inhibicion del crecimiento en las

condiciones ensayadas.
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4.7.2Pycnoporus sanguineus

El extracto crudo proveniente de micelio de P. sanguineus con
actividad HAG (Tabla 4.2) inhibid el crecimiento de E. coli en el ensayo de
difusiéon en agar (Figura 4.47b). Esta inhibicion también se observd con
PSL proveniente de las diferentes purificaciones ensayadas: Man-
Sepharose y Gal- Sepharose y DEAE-Cellulose. La CIM;, determinada para
PSL (proveniente de la purificacion en DEAE-Cellulose) fue de 0.5 mg/ ml
(Tabla 4.14).

Las bacterias Gram - como E. coli presentan varios tipos de
carbohidratos formando parte de los componentes de sus paredes: son
asi muy abundantes la Glc-NAc y N-acetil muramico en la capa de
peptidoglicano y los monosacaridos Glc, Gal, ramnosa y Glc-NAc, entre
otros, formando parte del lipopolisacarido (Madigan et al. 2004). En
particular en E. coli se ha demostrado la presencia de Man, Gal y ramnosa
en el lipopolisacarido de esta bacteria (L'Vov et al. 1984) asi como Gal,
Man y fucosa en la superficie celular de 5 serotipos de E. coli
enteropatdégenos (Mangia et al. 1999). De acuerdo a los resultados
obtenidos en los ensayos de inhibicién de HAG (Tabla 4.3) la lectina de P.
sanguineus posee una especificidad bastante amplia frente a
monosacaridos, en particular frente a los mencionados, y el
reconocimiento de estos carbohidratos por PSL podria ser el responsable

de la inhibicion del crecimiento bacteriano.

El crecimiento de C. albicans, A. niger y S. aureus no fue inhibido
ni por los extractos provenientes de P. sanguineus ni por la lectina

purificada.
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4.7.3 Gymnopilus spectabilis

El extracto crudo proveniente de cuerpos de fructificacion (Tabla
4.2), asi como la lectina purificada por cromatografia de intercambio
idbnico del hongo Gymnopilus spectabilis fueron utilizadas para los
estudios in vitro de actividad antimicrobiana.

En el ensayo de difusion en agar el extracto crudo de G. spectabilis
s6lo produjo un halo de inhibicion del crecimiento cuando se evalud
contra A. niger. Sin embargo, al realizar el ensayo con la lectina
purificada se observd inhibicion tanto de A. niger como también de S.
aureus (Figura 4.47cy 4.47d).

La pared de las bacterias gram + esta constituida por
peptidoglicanos y acidos teicoicos. Los acidos teicoicos incluyen todos los
polimeros de la pared, de la membrana o capsulares que contienen
residuos de glicerofosfato o de fosfato de ribitol. Estos polioles estan
conectados mediante ésteres fosfato y suelen ir unidos a otros azucares y
a la D-alanina (Madigan et al. 2004). Se ha reportado la presencia de
galactosamina en la estructura del exopolisacarido en Staphylococcus sp.
(Bowden 1969) asi como de Man en S. aureus (Abraham et al. 2009). En
los ensayos realizados en esta tesis con GSL dichos monosacaridos
produjeron inhibicién de la HAG lo que podria indicar un reconocimiento
de estos carbohidratos en la estructura bacteriana que produjera la

inhibicion del crecimiento de S. aureus.

La concentracion inhibitoria minima determinada para esta lectina
purificada fue de 1.25 mg/ ml para A. niger y 5.0 mg/ ml para S. aureus
(Tabla 4.14). Aunque ya se habia detectado inhibicién del crecimiento de
A. niger con PAL los valores de CIM,, fueron superiores cuando se realizo
el ensayo con GSL, demostrando un mayor potencial inhibidor de PAL

contra esta cepa fungica.
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En el ensayo de difusidn en agar realizado con el extracto crudo y
con GSL contra C. albicans y E.coli no se detectd inhibiciéon del

crecimiento.

Tabla 4.14. Actividad antimicrobiana in vitro de extractos fungicos con

actividad lectina

Microorganismos evaluados

Extractos E.coli S. aureus C. A. niger
albicans
Punctularia - - - +
atropurpurascens
PAL eluida quitosan- - - - +
Sepharose

CIM: 0.08 mg/ml

Gymnopilus spectabilis - - - +

GSL eluida DEAE- - + - +
Cellulose

CIM: 5.0 mg/ml CIM: 1.25 mg/ml

Pycnoporus sanguineus + - - -

PSL del percolado de Gal- + - - -
Sepharose

PSL eluida Man- + - - -
Sepharose

PSL eluida DEAE- + - - -
Cellulose

CIM: 0.5 mg/ml

(+): se observa inhibiciédn del crecimiento en ensayos de difusidn en agar

(-): no se observa inhibicién del crecimiento en ensayos de difusidon en agar
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Figura 4.47. Estudio de actividad antimicrobiana de extractos fungicos por
meétodo de difusidn en agar. Placas a y c: ensayo contra Aspergillus niger (ATCC
16404). Pa: extracto con actividad lectina proveniente del cultivo de P.
atropurpurascens. Gs: extracto con actividad lectina del hongo G. spectabilis.
GSL: lectina de G. spectabilis purificada por cromatografia de intercambio
ionico. Placa b: ensayo contra Escherichia coli (ATCC 11105). Ps: extracto con
actividad lectina proveniente del cultivo de P. sanguineus. Placa d: ensayo
contra Staphylococcus aureus (ATCC 6538). GSL1: fraccion 1 eluida de la
purificacion por cromatografia de intercambio i6nico de la lectina de G.
spectabilis. GSL2: fraccion 2 eluida de la purificacion por cromatografia de

intercambio i6nico de la lectina de G. spectabilis

123



Merece destacarse lo novedoso de los resultados obtenidos en este
trabajo ya que si bien se han publicado diversos ensayos de actividad
antimicrobiana con lectinas fungicas frente a distintos microorganismos,
en ninguno de los casos reportados las lectinas fungicas habian producido

inhibicion del crecimiento de los microorganismos evaluados (Wong et al.
2010).
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5. CONCLUSIONES

Se realizé el primer relevamiento acerca de presencia de lectinas en
cepas de hongos basidiomicetes provenientes de colectas realizadas en
montes en nuestro pais, lo que permitié detectar actividad HAG en varias
de ellas, demostrando su potencialidad como fuente de nuevas lectinas.
Este primer relevamiento permitid, en base a la actividad especifica de los
extractos preparados, seleccionar como fuentes para la purificacion de
lectinas a los extractos de Gymnopilus spectabilis, Pycnoporus sanguineus
y Punctularia atropurpurascens.

Usando metodologias de afinidad y de intercambio idnico se
purificaron 3 nuevas lectinas a partir de 3 especies fungicas: una lectina a
partir de micelio de Punctularia atropurpurascens, una a partir de cuerpos
de fructificacion de Gymnopilus spectabilis y otra lectina a partir de
micelio de Pycnoporus sanguineus. Esta Ultima se purific6 ademas,
usando una novedosa metodologia, mediante el uso de glico-
nanoparticulas magnéticas.

Si bien el objetivo central del trabajo fue, luego de identificarlas,
producir estas lectinas con pureza adecuada para su evaluacion con fines
concretos como los que se mencionan mas adelante, se avanzé también
en el conocimiento acerca de algunas propiedades de estas proteinas,
entre ellas se determinaron los pesos moleculares de las subunidades de
las lectinas mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras y el pl de las
lectinas mediante IEF. En el caso de PAL se determind el peso molecular
de la subunidad siendo de 67.6 kDa y un pl de 5.0. Se trata de una
glicoproteina con un 16 % de carbohidratos. En el caso de PSL, en las
fracciones provenientes de las tres estrategias de purificacion utilizadas se
detectd un doblete de bandas de 68.7 y 55.2 kDa y el IEF mostré dos
bandas de pI 5.2 y 5.5. La GSL purificada por cromatografia de afinidad

con Man-Sepharose y por intercambio idnico mostré dos bandas de 64.4 y
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52.1 kDa. El IEF muestra dos bandas de pI 5.1 y 5.3. Es una glicoproteina
con 16 % de contenido en carbohidratos, es estable en el rango de pH 2-
8 por exposicion durante 18 hs y se inactiva completamente a
temperaturas mayores de 80 ©°C durante 30 minutos de exposicidon. Estos
resultados abren una gran perspectiva de trabajo en cuanto a la
caracterizacion bioquimica de las mismas, como se menciona en
Perspectivas.

En particular, resulta muy interesante el reconocimiento alcanzado
entre GSL y los acidos glucurdnico, galacturénico y sialico, hecho para
nada comun en lectinas tanto vegetales como fungicas. Y mas aun, el
reconocimiento con alta afinidad frente al acido siadlico ya que no se
dispone comercialmente de lectinas con especificidades hacia acido
sialico; al momento las mas reportadas en la literatura son las lectinas
vegetales de Sambucus nigra y de Maakia amurensis. Ello genera
enormes posibilidades de aplicaciones a la lectina de Gymnopilus
spectabilis, fundamentalmente en estudios frente a glicoproteinas
animales.

Las 3 nuevas lectinas fuangicas aisladas y purificadas fueron
utilizadas con dos finalidades diferentes. Por un lado se utilizaron como
ligandos de afinidad para la sintesis de 3 nuevos adsorbentes y se
evaluaron sus capacidades de interaccionar frente a diferentes
glicoproteinas modelo, seleccionadas en base a sus potenciales usos a

nivel biotecnoldgico, como se menciond en los Antecedentes.

GSL-Sepharose fue el mas efectivo en el reconocimiento de PMSG,
permitiendo separar al menos dos subpoblaciones de glico-isoformas, una
en el percolado (51 %) y otra mediante elucién competitiva (49%). El
mismo analisis se puede realizar en el caso de la glicoproteina TF, que es
mejor reconocida por PSL-Sepharose, donde wuna glico-isoforma se

recupera en el percolado de la columna (45%) y otra en el eluido (55%).
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El adsorbente PAL-Sepharose fue el mas eficiente en reconocer LF bovina
(60%). Este alto % de recuperacion de la glicoproteina en el eluido acerca
mucho a este adsorbente a ser utilizado en procesos de purificacion de
esta glicoproteina. Entonces, dentro de las perspectivas se incluye la
preparacién de adsorbentes con diferentes propiedades a las producidas
en este trabajo. Finalmente la FT, otra glicoproteina de importancia
biotecnoldgica, es adsorbida en % similares pero mas bajos, por PSL-
Sepharose (27%) y PAL-Sepharose (21%).

Es decir, que hay un reconocimiento diferencial entre estas nuevas
lectinas y ciertas subpoblaciones de glicoproteinas, por lo que presentan
enormes potencialidades.

Y por otro lado, las tres lectinas fungicas aisladas y purificadas en
esta tesis exhiben actividad antimicrobiana in vitro frente a diferentes
microorganismos: PAL inhibié el crecimiento de A. niger con una CIM de
0.08 mg/ml; PSL inhibié el crecimiento de E. coli con una CIM de 0.5
mg/ml; GSL inhibié el crecimiento de S. aureus y A. niger con una CIM de
5 mg/ml para S. aureus. Estos resultados son de enorme relevancia, dada

la importancia microbioldgica de los 4 microorganismos testeados.

En resumen, a partir de una coleccidon de hongos locales se aislaron y
purificaron 3 nuevas lectinas las cuales presentan propiedades
antimicrobianas in vitro, hecho casi inusual con lectinas flungicas
reportadas a la fecha. A su vez, estas lectinas demostraron ser buenos
ligandos de afinidad para el desarrollo de bioadsorbentes con potenciales
aplicaciones en la separacion de glicoisoformas de glicoproteinas de

interés tanto en diagndstico clinico como en purificacién de las mismas.
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6. PERSPECTIVAS

Esta tesis se centrd principalmente en la deteccién de potenciales
nuevas lectinas de origen fungico y en su uso como herramientas
bioguimicas con diferentes aplicaciones. Entre los reportes sobre algunas
lectinas fungicas, resultdé de enorme importancia el antecedente descrito
acerca de las particulares especificidades que algunas de ellas mostraron
hacia glicoproteinas animales. Esto, unido a la gran demanda de
desarrollo de nuevas herramientas que puedan contribuir a mejorar los
procesos de produccion de muchas de estas glicoproteinas llevé a encarar
en esta tesis la bUsqueda de nuevas lectinas en materiales disponibles en
nuestro pais. La estrategia de trabajo se enfocd directamente en la
evaluacion de la presencia de lectinas mediante un amplio relevamiento
sobre distintas especies de hongos y una vez identificadas, se procedid a
su purificacidon y evaluacion con los fines propuestos en los objetivos de la

tesis.

Los resultados obtenidos muestran 3 nuevas lectinas fungicas
aisladas y purificadas y con enormes potencialidades de aplicaciones.

Por un lado, ello permite ahora retomar los estudios bioquimicos
que conduzcan a un mejor conocimiento estructural acerca de estas
proteinas. Todos los estudios que se realicen en ese sentido para su
caracterizacion contribuirdn no sélo a incrementar el conocimiento acerca
de estas proteinas, sino que contribuird ademas a disefios mas racionales

de herramientas biotecnoldgicas.

En cuanto a los procesos de produccidén a partir de micelio de los
hongos estudiados, éstos provienen de fermentaciones realizadas durante
14 dias y en diferentes medios de cultivo. En estudios previos con otras

lectinas se ha observado que la produccién de lectina acompafia el
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crecimiento fungico (Tsivileva et al. 2005). Curvas de crecimiento
realizadas para Punctularia atropurpurascens en el medio agua de malta
indicaron que al dia 14 el hongo se encuentra en fase de crecimiento
exponencial por lo que la actividad lectina se detectaria en esta fase
(Alborés 2002). Sin embargo no hay antecedentes para los otros hongos
estudiados. Seria interesante entonces en el futuro determinar la

produccién de lectina a los distintos dias del crecimiento fungico.

A nivel de la posible produccion de estas lectinas fungicas en forma
controlada y a mayor escala, seria muy interesante evaluar la expresion
de lectinas recombinantes, basado en el aislamiento de cDNA o DNA
gendmico de la lectina, su insercién en un vector adecuado y expresion en
una célula huésped apropiada (Sharon y Lis 2007). Las lectinas de los
hongos Aleuria aurantia (Olausson et al. 2008), Xerocomus chrysenteron
(Trigueros et al. 2003) y Agrocybe aegerita (Yang et al. 2005) han sido

producidas con esta tecnologia y evaluadas con promisorios resultados.

Los resultados obtenidos con los adsorbentes de afinidad abren
enormes posibilidades de estudios en este campo. Por un lado, los
adsorbentes sintetizados podrian seguir evaluandose frente a otras
glicoproteinas de interés biotecnoldgico. Y por otro lado, la posibilidad de
contar con mayores cantidades de las lectinas purificadas permitiria
encarar la sintesis de adsorbentes con mayor densidad de ligando
inmovilizado. Ello permitiria evaluar si se modifica el comportamiento
observado entre cada lectina fungica inmovilizada y la glicoproteina en

estudio.

El empleo de nanoparticulas glicosiladas para la purificacion de una
lectina representa una novedosa metodologia la cual dio muy buenos
resultados en la purificacién de la lectina de Pycnoporus sanguineus por lo

que su uso puede extenderse a la purificacion de otras lectinas. Los
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resultados obtenidos en los estudios de agregacion de gliconanoparticulas
con la lectina de Gymnopilus spectabilis son muy prometedores para el
desarrollo de un biosensor que permita el estudio de interacciones lectina-
carbohidrato mediante la deteccion de la agregacion especifica de MNPs
funcionalizadas con distintos carbohidratos. Es asi que la realizacidon de
este trabajo permitira continuar con estudios en el drea de la nanociencia,

un area de investigacion pionera para el avance de la GlicOmica.

Asi como muchos productos naturales han encontrado aplicaciones
terapéuticas en humanos, es posible que en el futuro nuevas proteinas
antimicrobianas como las lectinas puedan ser exitosamente explotadas no
s6lo en agricultura sino también en medicina. En vista del desarrollo de
resistencia microbiana y las reacciones colaterales producidas por algunas
de las drogas ahora disponibles, en el futuro estas proteinas naturales
pueden ser desarrolladas para su uso como terapias alternativas. Cuanto
mas se descubra y se investigue acerca de estos agentes antimicrobianos,
el hombre hara mejor uso de ellos en la prevencion de enfermedades. En
este contexto la actividad antimicrobiana detectada en los ensayos son
muy interesantes y en ensayos posteriores deberia evaluarse dicha

actividad frente a un espectro mas amplio de microorganismos.
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