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RESUMEN

Las alteraciones congénitas de la glicosilacion (CDG) son enfermedades genéticas raras
causadas por defectos en la sintesis o procesamiento de glicanos lo que genera
glicoproteinas andémalas y afecta multiples funciones celulares. Su diagndstico suele ser
complejo por la variabilidad clinica y la superposicion de sintomas con otras patologias.
En este contexto, las lectinas, proteinas que interaccionan en forma especifica y
reversible con carbohidratos, surgen como herramientas prometedoras para detectar

alteraciones en la glicosilacion.

Esta tesina tuvo como objetivo desarrollar un ensayo bioquimico tipo ELLA basado en el
uso de lectinas vegetales para detectar patrones andmalos de glicosilacion en

transferrina humana, una glicoproteina utilizada como biomarcador diagnostico en CDG.

Se seleccionaron 6 lectinas vegetales de origen comercial y una lectina purificada en el
laboratorio a partir de semillas de Erythrina crista-galli var. hasskarlii (ceibo rojo) y se

usaron en forma biotinilizada.

Se generaron diferentes glicoisoformas de transferrina humana recombinante mediante
desialilacién quimica y posterior degalactosilacién enzimatica. Estas isoformas sirvieron
luego como modelos para evaluar la capacidad de reconocimiento diferencial por parte

de las lectinas seleccionadas.

Se disefd y optimizé un ELLA utilizando las lectinas biotiniladas, con deteccion mediante
estreptavidina-peroxidasa y revelado con reactivo TMB. Se ensayaron distintas
condiciones experimentales y se observo un reconocimiento diferencial de las lectinas

frente a las distintas isoformas de transferrina generadas.

Los resultados obtenidos demostraron que el ensayo ELLA optimizado permite distinguir
entre isoformas con distintos grados de glicosilacién, en funcién de la especificidad de
cada lectina. Este enfoque representa una alternativa accesible y sensible para
complementar el diagnéstico de CDG, y aporta una herramienta potencial para su

implementacion en contextos clinicos.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Glicanos y Glicoproteinas

Los glicanos se caracterizan por estar constituidos por uno o mas azucares, formando
oligo/polisacaridos que pueden encontrarse libres o como glicoconjugados: moléculas
mixtas en donde el glicano se encuentra unido covalentemente a proteinas
(glicoproteinas y proteoglicanos) o lipidos (glicolipidos y lipopolisacaridos). Son
esenciales en una diversidad de procesos como sefializacion y reconocimiento celular,

respuesta inmune, inflamacién y patogénesis, entre muchos otros.

Su gran complejidad estructural, sumada a la gran dificultad de predecir su sintesis a
partir del ADN ha dificultado su estudio, pero los avances tecnoldgicos recientes han
impulsado fuertemente su estudio. La glicobiologia, la rama de la biologia que estudia en
el sentido mas amplio los procesos en que se hallan involucrados los glicanos
(estructura, biosintesis y aspectos funcionales) se reconoce hoy como una disciplina
fundamental que complementa el paradigma clasico de la biologia molecular, revelando
cémo un numero limitado de genes puede generar gran diversidad funcional mediante

modificaciones como la glicosilacion (Varki & Kornfeld, 2022).

En relacién a las glicoproteinas: durante el procesamiento intracelular de las proteinas,
ciertos oligosacaridos (OGS) son incorporados de manera especifica mediante unién
covalente a residuos de asparragina (Asn), generando asi union de tipo N-glicanos, o en
residuos de serina (Ser) o treonina (Thr), generando uniones de tipo O-glicanos. En el
caso de los N-glicanos y en vertebrados, estos se organizan en 3 tipos de estructuras
diferentes: los de alto contenido en manosa, los OGS hibridos y los de tipo complejo.
Asimismo, estos OGS se pueden organizar como estructuras de tipo mono, di, tri y
tetraantenarias. En el caso de los O-glicanos, aunque generalmente son mas pequefios
que las estructuras tipo N-glicanos, pueden estar en alto numero y exhibir enorme

heterogeneidad en su estructura (Figura 1).
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Todas estas modificaciones tienen lugar principalmente en el reticulo endoplasmico y en
el aparato de Golgi, donde glicosidasas y glicosiltransferasas actuan secuencialmente
para construir y remodelar las cadenas glucidicas durante y después de la sintesis
proteica (Spiro, 2002; Varki & Kornfeld, 2022).
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Figura 1. A: N-glicanos B: O-glicanos (Adaptado de Essentials of glycobiology 3rd. Ed.)

Es de mencionar que variaciones en la glicosilacién de una misma glicoproteina generan

lo que se denominan isoformas (también definidas como glicoisoformas).

La complejidad estructural de los glicanos de las glicoproteinas determina una amplia
variedad de funciones biologicas fundamentales. Estas estructuras participan en
procesos clave como el desarrollo embrionario, proliferacion y diferenciacion celular,
sefializacion y reconocimiento célula-célula, adhesion celular, trafico y localizacion de
proteinas, interacciones huésped-patdégeno y en la regulacion de la respuesta inmune.
Por tanto, cualquier alteracién en su expresion, estructura o procesamiento puede
comprometer funciones celulares esenciales y contribuir al desarrollo de multiples
enfermedades (Gorelik et al., 2001; Spiro, 2002; Varki & Kornfeld, 2022).
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1.2. Alteraciones congeénitas de glicosilacion (CDG)

Las Alteraciones Congénitas de Glicosilacion (CDG de “Congenital Disorders of
Glycosilation”) constituyen un grupo creciente de enfermedades genéticas raras,
caracterizadas por defectos en la sintesis o el procesamiento de los glicanos unidos a
proteinas y a lipidos, lo cual afecta la correcta funcién proteica; por lo que alteraciones
de éstos generan glicoconjugados andémalos, que interfieren con multiples funciones
celulares. Como consecuencia, las CDG suelen presentar manifestaciones clinicas
multisistémicas, afectando principalmente el sistema nervioso central y el higado, aunque

también pueden comprometer otros 6rganos y sistemas (Freeze & Schachter, 2009).

Estas alteraciones fueron descritas por primera vez en la década del 80 por Jaeken y
colaboradores (Jaeken et al., 1980), quien ha contribuido ampliamente a su
caracterizacion clinica y bioquimica. Desde entonces, se han identificado mas de 170
tipos distintos de CDG (Blanita et al., 2021) (Figura 2).
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Figura 2. Crecimiento de las alteraciones congénitas de glicosilacion a lo largo de los
anos. (Extraido de Essentials of glycobiology, 4th. Ed)

1.2.1.Clasificacion y nomenclatura de las CDG

Tradicionalmente, las CDG se clasificaban en dos grandes grupos: tipo |, que incluye
defectos en la sintesis y ensamblaje inicial de los glicanos (lo que produce una
disminucién de la glicosilacion) y tipo I, que comprende defectos en el procesamiento de
los glicanos ya unidos a las proteinas (lo que genera alteraciones en los patrones de

glicosilacion). Cada tipo se subdividia utilizando letras (a, b, c, etc.) segun la enzima o
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gen afectado. Por ejemplo, el subtipo CDG-la, el mas frecuente, es causado por
deficiencia de la enzima fosfomanomutasa 2 (PMM2), mientras que CDG-lla se debe a

la deficiencia de N-acetilglucosaminiltransferasa Il (Freeze & Schachter, 2009).

Sin embargo, esta clasificaciéon ha sido objeto de revision, ya que no logra abarcar la
complejidad y diversidad creciente de estos trastornos. En este contexto, Jaeken et al.
(Jaeken et al., 2009) propusieron una nomenclatura basada en el gen afectado, como
PMM2-CDG, que actualmente es ampliamente aceptada. Esta nomenclatura refleja con
mayor precision la base molecular de cada enfermedad, y se ha sugerido abandonar la
clasificacion tipo I/ll por considerarse limitada. No obstante, esta clasificacion aun se

utiliza en ciertos contextos para ayudar a interpretar ciertos perfiles bioquimicos.

Ademas, las CDG pueden clasificarse segun el tipo de glicano afectado. En este sentido,
se reconocen cuatro grupos: aquellos con alteraciones en N-glicanos (los mas
frecuentes), en O-glicanos, alteraciones mixtas que involucran tanto N- como O-glicanos,
y defectos en glicolipidos. A su vez, cada subtipo puede diferenciarse segun la enzima
alterada, la via metabdlica implicada y el patrén de glicosilacion observado (Jaeken,
2013).

1.2.2.Manifestaciones clinicas

Clinicamente, las CDG son altamente heterogéneas, con manifestaciones fenotipicas
muy variables que dependen del tipo y la severidad del defecto. Afectan multiples
sistemas organicos, incluyendo el sistema neuroldgico, gastrointestinal, cardiaco,
hepatico, renal, endocrino, inmunoldgico, hematolégico y musculoesquelético. Entre las
manifestaciones neuroldgicas mas frecuentes se encuentran la hipotonia, la ataxia, el
retraso en el desarrollo psicomotor, la hipoplasia y la microcefalia, asi como diversos
grados de discapacidad intelectual que reflejan el impacto del defecto en el desarrollo
cerebral (Wolfe & Krasnewich, 2013). También se han reportado malformaciones

congénitas y afectaciones oftalmoldgicas (Freeze & Schachter, 2009; Jaeken, 2013).

10
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Algunos tipos especificos de CDG presentan signos clinicos distintivos. Por ejemplo,
PGM1-CDG, un trastorno de la N-glicosilacion, puede manifestarse con hipoglucemia,
alteraciones hormonales, labio/paladar hendido y miopatia. En muchos casos también
se observan niveles elevados de transaminasas y hepatomegalia, que en ocasiones
graves pueden requerir un trasplante hepatico. Ademas, se estima que
aproximadamente una quinta parte de estos trastornos también se asocia con diversas
complicaciones cardiacas, incluyendo cardiomiopatias, arritmias o malformaciones del

corazon (Jaeken, 2013).

En general, los tratamientos disponibles para las CDG son limitados y dependen del tipo
especifico de alteracion. La mayoria de las terapias actuales se basan en la
suplementacion nutricional con monosacaridos y otros precursores metabdlicos, como
manosa en MPI-CDG, fucosa en SLC35C1-CDG o galactosa en PGM1-CDG (Sosicka et
al., 2022; Verheijen et al., 2020). Ademas, existen otras estrategias terapéuticas como el
uso de chaperonas farmacoldgicas, trasplante de 6rganos, entre otros, como alternativas

a estos tratamientos (Verheijen et al., 2020).

1.2.3.Diagnostico: técnicas y biomarcadores

El diagndstico precoz de los CDG es fundamental para mejorar la calidad de vida de los
pacientes, ya que permite prevenir la aparicion o el agravamiento de algunos sintomas.
Sin embargo, el diagndstico suele ser complejo debido a la amplia variedad de
manifestaciones clinicas, la inespecificidad de muchos sintomas y su superposiciéon con
otras enfermedades genéticas. Por tanto, no solo es importante confirmar que se trata
de un CDG, sino también identificar con precision el tipo especifico implicado (Jaeken,
2013; Sosicka et al., 2022; Varki & Kornfeld, 2022).

Dado este desafio diagnéstico, es esencial contar con marcadores bioquimicos
confiables y herramientas analiticas sensibles, ya que muchos CDG pueden presentar

fenotipos solapados o atipicos que complican la sospecha clinica (Raynor et al., 2024).

11
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Debido a que los CDG se caracterizan por patrones anormales de glicosilacién, el
analisis de glicoproteinas séricas se ha convertido en una estrategia util para su
diagnostico. En este contexto las lectinas, proteinas que reconocen secuencias
especificas de carbohidratos, constituyen herramientas valiosas para detectar
modificaciones en la glicosilacion (Gorelik et al., 2001). Su aplicacion en ensayos
bioquimicos permite identificar alteraciones en la estructura de los glicanos con alta
sensibilidad y especificidad, complementando otros métodos diagndsticos tradicionales
como el isoelectroenfoque, aplicados particularmente a la transferrina sérica (Brooks,
2012). Esta glicoproteina presenta alteraciones caracteristicas en presencia de ciertas
anomalias en la glicosilacion, lo que la convierte en uno de los biomarcadores mas
ampliamente utilizados (Hall et al., 2025; Sosicka et al., 2022). El analisis de su perfil de
glicosilacion permite diferenciar entre CDG tipo | y tipo IlI, mientras que la confirmacion
diagnostica definitiva se obtiene mediante estudios de secuenciacion genética de los

genes implicados en las rutas de glicosilacion (Hall et al., 2025).

Entre las técnicas disponibles para evaluar la glicosilacion de la transferrina, el
isoelectroenfoque (IEF) es una de las mas utilizadas. Esta metodologia fue fundamental
en la identificacion de las primeras formas clinicas de CDG, como lo evidencié Jaeken et
al. (Jaeken et al.,, 1980), donde se detecté una isoforma anormal de transferrina en
pacientes con sintomatologia neurolégica. ElI IEF permite detectar isoformas con
deficiencia de carbohidratos (CDT, por sus siglas en inglés), asociadas a alteraciones en
la N-glicosilacion por variacion en la carga neta de la glicoproteina. Sin embargo, esta
técnica tiene limitaciones importantes: solo permite detectar alteraciones con deficiencias
del acido N-acetilneuraminico, un tipo particular de acido sialico, lo que restringe su
especificidad; ademas, posee baja resolucion para ciertos subtipos de CDG y su
interpretacion puede verse afectada por variantes fisiolégicas de la transferrina o
interferencias analiticas. En este contexto, se han desarrollado técnicas
complementarias como la espectrometria de masas, que presentan mayor sensibilidad y
especificidad (Guillard et al., 2011; Lacey et al., 2001; Morelle & Michalski, 2007; Wada,
2016; Xia et al., 2013). Estas metodologias, ademas de su valor diagndstico, también

han demostrado utilidad en el monitoreo de la respuesta terapéutica en pacientes con

12
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CDG, permitiendo evaluar cambios en el perfil de glicosilacion en respuesta al

tratamiento aplicado (Scherpenzeel et al., 2016).

En Uruguay, el Laboratorio de Pesquisa Neonatal (LPN) del Banco de Previsién Social
ha implementado recientemente un ensayo de IEF para la deteccién de glicoisoformas
de transferrina. En casos de perfiles alterados, se realiza un estudio genético para
confirmar si se trata de PMM2-CDG (el tipo mas frecuente de las CDGs). Estos estudios
solo se aplican a individuos con sospecha clinica, generalmente cuando ya han
comenzado a manifestarse los sintomas (Audicio et al., 2021). La situacion en otros

paises de la region es similar.

El diagnéstico durante el periodo neonatal cobra especial relevancia, ya que permite
iniciar intervenciones tempranas que pueden modificar favorablemente el curso de la
enfermedad. Dado que en Uruguay la pesquisa neonatal incluye la recoleccién de una
muestra de sangre por puncion del talon, incorporar el analisis de glicosilacion a partir de
esta misma muestra permitiria ampliar la capacidad de deteccion temprana de CDG,

optimizando asi el uso de recursos ya disponibles.

Frente a estas limitaciones, el desarrollo de herramientas diagndsticas que permitan
discriminar entre diferentes patrones de glicosilacion resulta de gran valor para mejorar
la precision diagnostica de los CDG. Las lectinas representan una alternativa
prometedora para la deteccion de alteraciones en la glicosilacion. Diversos estudios
recientes han explorado su uso como herramientas, especialmente en combinacion con
técnicas de alto rendimiento, para caracterizar con mayor especificidad los perfiles de
glicosilacion anémala (Raynor et al., 2024). Estos enfoques respaldan el desarrollo de

ensayos mas especificos, como el propuesto en el presente trabajo.

1.3. La transferrina como biomarcador diagnoéstico en CDG

La transferrina es una glicoproteina plasmatica mayormente sintetizada en el higado,

cuya principal funcién es el transporte de hierro en el torrente sanguineo hacia los tejidos,

13
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donde sera utilizado o almacenado. Se encuentra en altas concentraciones en el suero
y su perfil glicosidico puede alterarse en distintas patologias, por lo que su analisis puede

aportar informacion clinica relevante (Gomme et al., 2005).

Estructuralmente, la transferrina esta compuesta por una sola cadena polipeptidica de
679 aminoacidos, con un peso molecular aproximado de 79 kDa. Presenta dos sitios de
N-glicosilacion altamente conservados (Asn432 y Asn630) y, en algunas ocasiones, un
sitio de O-glicosilacion en Ser32 (Gomme et al., 2005; Penezi¢ et al., 2019). Estas
glicosilaciones son principalmente de tipo complejo, con ramificaciones biantenarias que
usualmente terminan en residuos de acido sialico. Esto determina su carga eléctrica y
permite que las distintas glicoformas sean analizadas mediante técnicas como el

isoelectroenfoque o la espectrometria de masas (Penezi¢ et al., 2019; Wada et al., 1992).

Sitios de N-glicanos

Figura 3. Estructura de la transferrina (pdblID: 3SKP)

Una de las razones por las que la transferrina es utilizada como biomarcador en
enfermedades congénitas de la glicosilacion es por esta presencia constante y bien
caracterizada de glicanos, que se ve alterada cuando hay defectos en la sintesis o el

procesamiento de los mismos. En individuos sanos, la forma predominante de

14
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transferrina en suero es la tetrasialotransferrina, con cuatro residuos de acido sialico
terminales. Sin embargo, en pacientes con CDG, se observa un aumento de las
isoformas hiposialiladas, como la disialo- o asialotransferrina, debido a fallas en la adicién
de glicanos completos (Jaeken & Carchon, 1993; Wada et al., 1992). Esto genera un
patron electroforético alterado que desde hace tiempo se utiliza como una de las

primeras pruebas de deteccion para CDG.
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Figura 4. Alteraciones en los N-glicanos de la transferrina observadas en algunas de las
principales CDGs.

Para detectar estas anomalias en las glicoformas de transferrina, se han utilizado
distintas técnicas, entre ellas el isoelectroenfoque, que separa las isoformas de
transferrina segun su grado de sialilacion y, por ende, la variacion en la carga neta de la
glicoproteina. Sin embargo, esta técnica puede tener limitaciones en cuanto a
sensibilidad y resolucion, y presentar problemas en presencia de variantes genéticas de

transferrina que alteran la carga sin ser patolégicas, 1o que puede llevar a resultados de
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dificil interpretacién (Guillard et al., 2011). Por eso, métodos mas modernos como la
espectrometria de masas (MS) han ganado terreno, ya que permiten un analisis sitio-
especifico de las glicosilaciones y brindan informacion mas detallada sobre las
estructuras presentes, aunque también pueden tener algunas dificultades en cuanto a

interpretacion y requerir equipamiento mas costoso (Wada, 2016).

Otra técnica emergente que ha demostrado ser prometedora es el uso de microarreglos
de proteinas basados en lectinas. Esta metodologia, utilizada por Penezic et al. (Penezic¢
et al., 2019), permite detectar patrones anémalos de glicosilacion mediante la interaccion
especifica de lectinas con determinados motivos glicanos. En su estudio, lograron
identificar diferencias claras en los perfiles de glicoformas de transferrina entre individuos
sanos y pacientes con CDG. Esta estrategia ofrece ademas la posibilidad de detectar
alteraciones en la ramificacion, fucosilacion y otros detalles estructurales de los glicanos,

mas alla de la simple pérdida de acido sialico, lo que amplia su utilidad diagndstica.

Esto da pie a la siguiente seccién de este trabajo, donde se explorara en mas detalle el
papel de las lectinas como herramientas analiticas y su potencial en el diagndstico de

defectos congénitos de la glicosilacion.

En resumen, la transferrina no solo es una proteina abundante y estable en el suero, sino
que también resulta util para evaluar como funciona la maquinaria de glicosilacion en el
organismo. Su glicosilacion cambia cuando hay problemas en la sintesis de glicanos, por
eso se la usa como un indicador indirecto de cémo estan funcionando esos procesos.
Ademas, como tiene sitios de N-glicosilacion bien definidos, puede ser faciimente
reconocida por lectinas especificas, lo que permite usar estas herramientas en el

diagnodstico de enfermedades como los CDG.

Dado que cada tipo de CDG puede generar un perfil distinto de glicoisoformas, contar
con una herramienta capaz de diferenciar entre estos patrones seria especialmente util
para precisar el tipo de defecto. En este sentido, las lectinas representan una alternativa
valiosa para la deteccion especifica de alteraciones en la glicosilacion y, por lo tanto, una
mejora potencial en la sensibilidad y especificidad del diagndstico.
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1.4. Lectinas

Las lectinas son proteinas que poseen en su estructura al menos un dominio de unién a
carbohidratos (en inglés carbohydrate recognition domain, CRD) a través del cual
interaccionan especifica y reversiblemente con carbohidratos presentes en glicanos,
glicoproteinas, polisacaridos, glicolipidos. Esta propiedad las convierte en herramientas
fundamentales para estudiar glicanos y sus alteraciones en diversas enfermedades,
incluidas las CDG (Lis & Sharon, 1998; Sharon & Lis, 1989).

Estas proteinas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza: han sido
aisladas de plantas, bacterias, hongos, virus y animales. En particular, las lectinas
vegetales han sido las mas estudiadas y utilizadas debido a su facilidad de obtencién y
su alta especificidad hacia estructuras glicosidicas particulares (Hernandez Cruz et al.,
2005; Lis & Sharon, 1998). En las plantas, estas lectinas se localizan principalmente en
organos de almacenamiento, como semillas, tubérculos y bulbos, donde pueden
representar una fraccion importante del contenido proteico, aunque también se pueden
encontrar en tallos, hojas, raices, rizomas y otras estructuras, en concentraciones
variables (Rudiger, 2002).

Algunas lectinas reconocen residuos terminales de manosa, galactosa o acido sialico,
mientras que otras se unen a estructuras mas complejas de glicanos ramificados, por lo
que poseen una amplia diversidad en sus afinidades, lo que permite aprovecharlas para

el reconocimiento de perfiles glicosilados especificos (Katrlik et al., 2010).

1.4.1.Clasificacion de lectinas vegetales

Las lectinas vegetales pueden clasificarse utilizando distintos criterios estructurales y
funcionales. En general, estas clasificaciones permiten comprender mejor su diversidad,
especificidad de unién y aplicaciones. Segun (Mishra et al., 2019), las lectinas pueden

organizarse en tres grandes categorias:
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Segun el numero y tipo de sitios de unién a carbohidratos:

Incluye a las merolectinas, que poseen un unico dominio de union (CDR) y un
unico sitio de reconocimiento de carbohidratos; hololectinas, poseen al menos
dos dominios de union a carbohidratos siendo estos idénticos u homologos y
pueden unir el mismo carbohidrato 6 similares. Son di- 6 multivalentes y aglutinan
células y/o precipitan glicoconjugados. La mayoria de las lectinas de plantas
pertenecen a este subgrupo; chimerolectinas, que constituyen una fusion de uno
o0 mas CRD unidos en tandem a otro dominio no relacionado, el cual puede tener
una actividad catalitica definida u otra actividad biologica independiente del CDR
y superlectinas, grupo especial de quimerolectinas, compuestas por un arreglo

en tandem de dos CRD estructural y funcionalmente diferentes.

Segun su estructura cristalografica y evolucion:

Esta clasificacion agrupa a las lectinas en familias estructurales como la de
leguminosas (legume lectin), lectinas del tipo jacalina, lectinas de union a quitina,
entre otras. Cada familia presenta un pliegue caracteristico y patrones

conservados que reflejan su origen evolutivo y funciones especificas en la planta.

Segun su afinidad de unién a carbohidratos simples:
Se basa en la especificidad preferencial por ciertos monosacaridos, como glucosa,
galactosa y N-acetilgalactosamina, L-fucosa o acido N-acetilneuraminico (un tipo

de acido sialico). En este sentido, las lectinas pueden agruparse segun el tipo de

carbohidrato que reconocen. Algunas como ConA (Concanavalin A) y PSA (Pisum

sativum agglutinin), reconocen con mayor afinidad residuos de manosa, otras

como SBA (Soybean agqggqlutinin), ECA (Erythrina cristagalli agglutinin) y RCA

(Ricinus _communis agglutinin) se unen preferentemente a galactosa o N-

acetilgalactosamina. Lectinas como WGA (Wheat germ agglutinin) y PHA-E

(Phaseolus vulgaris erythroagglutinin) tienen afinidad por N-acetilglucosamina,

mientras que SNA (Sambucus nigra agglutinin) reconoce residuos de acido sialico

en uniones especificas. Por su parte, la AAL (Aleuria aurantia lectin) reconoce

residuos de fucosa y la PHA-L (Phaseolus vulgaris leukoagglutinin) reconoce

estructuras ramificadas complejas con residuos de N-acetilglucosamina (Bojar et
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al., 2022; Hernandez Cruz et al., 2005; Penezi¢ et al., 2019; Sharon & Lis, 1989).
La descripcidon detallada de las especificidades de las lectinas utilizadas en esta

tesina se presenta en la seccion 1.4.6. Ver Tabla 1 en pagina 22.

1.4.2. Propiedades estructurales y fisicoquimicas de las lectinas

Las lectinas presentan una gran diversidad estructural, pero comparten ciertas
caracteristicas comunes. Una de las propiedades mas importantes es la presencia como
se indicod antes, de uno o mas dominios de reconocimiento de carbohidratos (CRD).
Estos dominios son estructuras muy conservadas que les permiten interactuar de manera
especifica con glicanos sin necesidad de modificar sus estructuras (Lis & Sharon, 1998;
Rudiger, 2002).

Estructuralmente, muchas lectinas vegetales presentan pliegues conservados como el
‘legume lectin fold”, formado por hojas B antiparalelas que estabilizan la estructura y
delimitan el sitio de union a carbohidratos. Esta conformacién esta presente en una gran
variedad de lectinas aisladas de plantas leguminosas (Chandra et al., 2001). Estos sitios
de union a carbohidratos suelen estar acompafiados de sitios de unién a iones metalicos,
como Ca?" y Mn?*, que son necesarios para la conformacion activa del sitio de unién. De
hecho, muchas lectinas tipo leguminosa requieren estos iones para mantener su
estructura terciaria y para unirse eficazmente a sus ligandos (Hernandez Cruz et al.,
2005).

A nivel fisicoquimico, la mayoria de las lectinas son proteinas relativamente estables,
tanto térmica como quimicamente. Esta estabilidad las hace aptas para su uso en
diferentes condiciones experimentales, como en técnicas de cromatografia de afinidad,
ensayos tipo ELISA (del inglés, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) é microarreglos
de lectinas (Rudiger, 2002).

En cuanto a su estructura cuaternaria, muchas lectinas existen como dimeros o
tetrameros funcionales. Esta multivalencia permite aumentar la avidez por sus ligandos

glicosilados y potenciar su capacidad de aglutinacion o de deteccion en sistemas de
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diagndstico. Por ejemplo, ConA es un tetramero en condiciones fisiologicas, lo que le
permite interactuar simultdneamente con residuos de manosa presentes en diferentes

moléculas de una glicoproteina (Manoj & Suguna, 2001; Peumans & Van Damme, 1995).

1.4.3. Naturaleza y evaluacion de la interaccion lectina-carbohidrato

La interaccidén entre lectinas y carbohidratos se basa en un conjunto de fuerzas no
covalentes, como puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals y fuerzas
hidrofébicas. Estas interacciones son especificas pero reversibles, lo que les permite
unirse a sus ligandos sin modificarlos quimicamente y luego, pueden liberarlos en
condiciones adecuadas (Lis & Sharon, 1998; Rudiger, 2002).

Un aspecto clave de la union lectina-carbohidrato es su especificidad, que se refiere a
la capacidad de la lectina de reconocer un azucar o epitopo glicosidico determinado, y
su afinidad, que es la fuerza con la que se da esta union. A pesar de que la afinidad
individual entre un unico sitio de la lectina y su carbohidrato puede ser relativamente
baja, muchas lectinas presentan multivalencia, como se mencion6 anteriormente, donde
multiples sitios de unién interactian simultdneamente con varios ligandos. Esta
multivalencia puede deberse a la formacién de dimeros, trimeros o tetrameros por parte
de las lectinas, o bien por presentar multiples dominios de unién dentro de una misma
cadena. Esta caracteristica permite la unibn de manera cooperativa a glicanos,
incrementando asi la fuerza global de la interaccién (Chandra et al., 2001; Lis & Sharon,
1998; Peumans & Van Damme, 1995; Rudiger, 2002). Esta propiedad puede potenciar
la senal en ensayos bioquimicos como ELISA o microarreglos, ya que la multivalencia
favorece la estabilizacidén de la unién lectina-carbohidrato. Sin embargo, también puede
dar lugar a interacciones inespecificas si los motivos reconocidos estan presentes, pero
no son terminales, o si se encuentran en estructuras ramificadas que permiten multiples
contactos al mismo tiempo. Por ejemplo, lectinas como ConA, WGA, SBA y PHA-L
forman oligébmeros con varios sitios de unidn, lo que las vuelve especialmente sensibles
a la densidad y presentacion espacial de los glicanos (Bojar et al., 2022; Van Damme et
al., 1998).
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Por otro lado, la especificidad de cada lectina esta determinada no solo por el azucar
central reconocido, sino también por su contexto estructural, como el tipo de enlace, la
presencia de ramificaciones o residuos adyacentes, y la posicion terminal o interna
dentro de la cadena. Algunas lectinas presentan alta especificidad y solo se unen a
estructuras bien definidas, mientras que otras reconocen un conjunto mas amplio de

glicanos relacionados (Abu Bakar et al., 2018; Bojar et al., 2022).

Ademas, hay otros factores que pueden influir en esta interaccion, como el pH, la
temperatura y la presencia de iones metalicos. También la densidad y presentacion de
los carbohidratos en una superficie pueden afectar la eficiencia de la unién lectina-
ligando (Manoj & Suguna, 2001; Mathews et al., 2002). Estos parametros deben ser

cuidadosamente controlados al disefiar experimentos basados en lectinas.

Para estudiar y aprovechar estas interacciones, se han desarrollado distintas
metodologias. El ensayo ELLA con lectinas (Enzyme-Linked Lectin Assay) es una de las
técnicas mas comunes y accesibles que permite detectar glicanos mediante el uso de
lectinas marcadas, ya sea con enzimas, biotina o fluoréforos. Estas proteinas se aplican
sobre glicoconjugados inmovilizados en placas, y su union especifica se revela a través
de distintos sistemas de deteccion; por ejemplo, mediante lectinas biotiniladas, tratadas
seguidamente con estreptavidina conjugada a peroxidasa y utilizando luego sustratos
como TMB (3,3',5,5'-tetrametilbencidina, un compuesto incoloro que en presencia de
peroxido de hidrogeno es oxidado por la peroxidasa formando un producto de color azul),
cuya reaccidon enzimatica permite medir la sefial por absorbancia a 450nm (Rapoport et
al., 2010). También se ha avanzado mucho con el uso de microarreglos de lectinas, que
permiten analizar perfiles de glicanos complejos de forma paralela y con alta sensibilidad
(Bruneel et al., 2020; Katrlik et al., 2010).

En conjunto, la combinaciéon de la base fisicoquimica de estas interacciones con
herramientas modernas de deteccion y analisis ha consolidado a las lectinas como
herramientas indispensables en estudios de glicobiologia, incluyendo el diagndstico de
trastornos como los CDG, donde los perfiles glicosilados estan alterados de forma

caracteristica (Bruneel et al., 2020).
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1.4.4. Aplicaciones de las lectinas

Sus especiales propiedades especificas de reconocimiento de azucares, hacen que
muchas lectinas sean empleadas como sondas para analizar patrones de glicosilacion;
asi se las puede utilizar para detectar diferencias estructurales en los glicanos presentes
en glicoproteinas, lo cual resulta particularmente util cuando se analizan cambios
asociados a procesos patoldgicos (Hashim et al., 2017; Lis & Sharon, 1998). Se han
usado también, para evaluar la glicosilacion diferencial de la hormona eritropoyetina
(EPO) enddgena frente a la recombinante mediante técnicas cromatograficas (Franco
Fraguas et al., 2008). En este trabajo los autores demostraron, ademas, la utilidad de la
cromatografia de afinidad con lectinas inmovilizadas para diferenciar isoformas de EPO
(enddgena y recombinantes), basandose en las variaciones de sus perfiles de
glicosilacion. Este abordaje, evidencia la capacidad de estas proteinas para identificar
sutiles modificaciones en patrones de glicosilacion de una glicoproteina con alta

precision.

En el campo biomédico, las lectinas se han utilizado como marcadores diferenciales para
identificar células tumorales o células infectadas, ya que estos estados muchas veces se
asocian con alteraciones caracteristicas en los glicanos. En particular, algunas lectinas
han demostrado utilidad para distinguir patrones glicosidicos asociados a ciertos tipos de
cancer, como el de mama o colon, mediante técnicas de microarreglos de lectinas (Abu
Bakar et al., 2018; Bruneel et al., 2020; Gorelik et al., 2001; Katrlik et al., 2010).

Algunas lectinas de leguminosas han mostrado potencial como agente terapéutico
debido a su capacidad para inducir apoptosis en células tumorales, modular respuesta
inmune o interferir con la proliferacion celular, asi como también actividad antimicrobiana

e insecticida.

Una aplicacion muy relevante en el contexto de este trabajo es el uso de lectinas como
herramientas de diagndstico en enfermedades poco frecuentes como las alteraciones
congénitas de la glicosilacién (CDG). Estas enfermedades, caracterizadas por perfiles
de glicosilacién anémalos, pueden ser detectados con lectinas especificas. La posibilidad
de elegir un panel de lectinas que reconozcan los glicanos afectados permite construir
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un perfil glicosidico de una muestra, lo que puede orientar hacia el tipo de alteracion
presente (Abu Bakar et al., 2018; Bojar et al., 2022).

1.4.5.Lectinas como herramientas de diagndstico en CDG

Las especificidades de unién de las lectinas son fundamentales en el estudio de las CDG,
ya que cada tipo de esta enfermedad genera alteraciones caracteristicas en los glicanos
tales como disminucion de ramificaciones, cadenas de glicanos incompletas o falta de
residuos terminales (Abu Bakar et al., 2018). Por ejemplo, en los CDG tipo I, donde hay
defectos en la sintesis o transferencia inicial de oligosacaridos, pueden faltar glicanos
completos. En cambio, en los CDG tipo Il, los glicanos estan presentes pero mal
procesados, mostrando alteraciones en su estructura final. Estos cambios pueden ser
detectados mediante lectinas que reconozcan los residuos ausentes o modificados,
segun el defecto en la via de glicosilacion (Abu Bakar et al., 2018; Penezi¢ et al., 2019).
Entre las ventajas del uso de lectinas en el diagndstico de CDG se destacan su bajo
costo, facil implementacion, compatibilidad con técnicas como ELISA y la posibilidad de
analizar multiples muestras en paralelo. Sin embargo, también presentan limitaciones,
como la posibilidad de interacciones inespecificas, la dependencia con condiciones de
ensayo, y la necesidad de controles adecuados para interpretar los resultados con
precision (Katrlik et al., 2010; Rudiger & Gabius, 2001).

1.4.6. Lectinas utilizadas en este trabajo

En esta tesina se utilizaron distintas lectinas de origen vegetal con el objetivo de
reconocer patrones especificos de glicosilacion en glicoproteinas (Tabla 1). Cada una de
estas lectinas presenta afinidad por estructuras particulares de glicanos, lo cual permite
obtener un perfil diferencial segun la composicion de los azucares presentes. Se
emplearon tanto lectinas comerciales, ampliamente utilizadas en estudios de
glicosilacion por su especificidad conocida y su disponibilidad, como también una lectina
purificada en nuestro laboratorio. Esta ultima corresponde a la lectina de ceibo rojo
(Erythrina crista-galli), cuyo aislamiento y purificacion fue desarrollado previamente en el
marco de la tesina de W. Bautista (Bautista, 2013). El sistema implementado permitio

entonces, obtener la lectina con un adecuado grado de pureza y un rendimiento
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suficiente, en términos de miligramos de proteina, para ser aplicada en trabajos

experimentales como el propuesto en esta tesina.

En un estudio realizado recientemente por Bojar et al., quienes utilizaron una
combinacion de algoritmos de aprendizaje automatico y posterior evaluacion por
especialistas, se caracterizo la especificidad de 57 lectinas diferentes. El estudio permitio
generar un esquema de especificidades altamente detallado, muy util para la eleccion de
lectinas en aplicaciones biomédicas (Bojar et al., 2022). A continuacién, se detallan
algunos datos relevantes sobre las lectinas utilizadas en este trabajo, aportados por éste

y otros autores.

Concanavalina A (ConA)

La ConA es una lectina presente en semillas de Canavalia ensiformis y es probablemente
una de las lectinas mas utilizadas en estudios de glicobiologia. Presenta especificidad
por residuos de manosa y glucosa a, especialmente en estructuras oligosacaridicas con
alto contenido de manosa y por una amplia gama de glicanos biantenarios del tipo N. Es
una proteina tetramérica que requiere iones metalicos (Ca?* y Mn?*) para su actividad de
unién a carbohidratos (Sharon & Lis, 1989; Van Damme et al., 1998). Estudios recientes
han demostrado que su especificidad varia segun la fuente y las condiciones

experimentales (Bojar et al., 2022).

Sambucus nigra agglutinin (SNA)

La SNA se obtiene del sauco negro (Sambucus nigra) y reconoce especificamente
residuos de acido sialico (en particular el acido N-acetil neuraminico) unidos a galactosa
por enlaces a-2,6. Esto la hace util para detectar terminales sialiladas tipicas de

glicoproteinas humanas (Bojar et al., 2022).

Soybean agglutinin (SBA)

La SBA se extrae de Glycine max (soja) y presenta alta afinidad por residuos de N-
acetilgalactosamina (GalNAc), tanto terminales como internos. Esta especificidad la
convierte en una herramienta util para el estudio y caracterizacion de glicanos que
contienen GalNAc (Bojar et al., 2022; Lis & Sharon, 1998).
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Wheat germ agglutinin (WGA)

La WGA, proveniente de Triticum vulgaris (gérmen de trigo), es una lectina con afinidad
por N-acetilglucosamina (GIcNAc) y en menor medida, por acido sialico. Junto con la
ConA es una de las lectinas mas estudiadas y utilizadas. Esta formada por un dimero de
aproximadamente 36 kDa, resistente a altas temperaturas y a ambientes acidos. Posee
gran utilidad en estudios que analizan glicosilacion tipo Ny tipo O, incluyendo estructuras

ramificadas de glicanos complejos (Bojar et al., 2022; Rudiger, 2002).

Pisum sativum agglutinin (PSA)

La PSA se obtiene de Pisum sativum (guisante) y aunque tradicionalmente se
consideraba con especificidad similar a ConA hacia residuos de manosa (Van Damme
et al., 1998), estudios recientes demostraron que su afinidad se dirige principalmente
hacia glicanos tipo N core-fucosilados y sin ramificaciones adicionales (Bojar et al.,
2022).

Phaseolus vulgaris leukoagglutinin (PHA-L)

La PHA-L es una isolectina aislada de Phaseolus vulgaris (poroto), con afinidad por
estructuras complejas de glicanos N B1,6 ramificados, especialmente aquéllas que
contienen residuos de galactosa y GIcNAc, y estructuras tri y tetraantenarias. Esta
lectina es util para distinguir entre glicanos complejos y de tipo hibrido (Bojar et al., 2022;
Lis & Sharon, 1998).

Erythrina crista-galli agglutinin (ECA) var. Hasskarlii Backer (ceibo rojo)

Esta lectina reconoce con alta afinidad residuos terminales de N-acetillactosamina
(LacNAc) (GalB(1—4)GIcNAc), particularmente cuando estan presentes en multiples
repeticiones en N-y O-glicanos (Bojar et al., 2022). Su uso permite evaluar la exposicion
de LacNAc en proteinas parcialmente desialiladas o con alteraciones en la ramificacion.
En particular en este trabajo, se purific6 ECA a partir de semillas de ceibo rojo. La
purificacion implico la extraccidn y precipitacion salina con sulfato de amonio y posterior

cromatografia de afinidad, como se detalla en la seccion de Materiales y Métodos.
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Tabla 1. Especificidades de las lectinas utilizadas en este trabajo

a Manosa y glucosa

ConA Canavalia ensiformis
N glicanos biantenarios, alto contenido de manosa

SNA Sambucus nigra Acido sidlico (enlace a2,6 a galactosa)

SBA Glycine max N-acetilgalactosamina (GalNAc a GalNAcR)
WGA Triticum vulgaris N-acetilglucosamina (GIcNAc), acido sialico

PSA Pisum sativum N glicanos con core fucosilado (fucosa a1,6),Manosa

_ Galactosa y GIcNAc 31,6 ramificados. N-glicanos triy
PHA-L Phaseolus vulgaris
tetraantenarios
ECA Erythrina cristagalli LacNAc terminal multiantenarios, (Galp1—4GIcNAc)

En esta tesina se propone el desarrollo de un ensayo en microplaca basado en lectinas,
destinado a la deteccion de CDG a patrtir del reconocimiento de patrones aberrantes de
glicosilacién en glicoproteinas biomarcadoras, en particular de transferrina humana. Se
usara una forma recombinante comercial de la misma (hTrf), durante la fase de
optimizacion del ensayo. Esta herramienta, basada en la interaccion lectina-carbohidrato,
tiene el potencial de complementar las técnicas diagndsticas actualmente disponibles en
el pais, mejorar la especificidad en la deteccion temprana de los CDG e incrementar la

capacidad de testeo en muestras de neonatos.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general:

Explorar herramientas alternativas para la deteccion de alteraciones congénitas de la
glicosilacion (CDG, del inglés Congenital Disorders of Glycosylation), mediante el uso de
lectinas como sensores de alteraciones en la glicosilacién de glicoproteinas plasmaticas

de plasma de neonatos.

Objetivos especificos:

1. Aislamiento y purificacion de la lectina de Erythrina crista-galli var. Hasskarlii

Backer (ECA) a partir de semillas colectadas.

2. Biotinilacién de la ECA purificada y de las lectinas de origen comercial ConA, SNA,
SBA, WGA, PSA y PHA-L y cuantificacion del grado de biotinilacion alcanzado.

3. Puesta a punto de un ensayo ELLA en placa basado en la interaccion de las
lectinas vegetales seleccionadas en el objetivo 2, con las glicoproteinas
comerciales lactoferrina bovina, fetuina (y asialo-fetuina) de suero fetal bovino,
transferrina humana recombinante (hTrf), transferrina bovina recombinante (bTrf)

y RNAsa B bovina usadas como modelo.
4. Generacion de glicoisoformas de hTrf y bTrf a partir de deglicosilacion quimica y

enzimatica y evaluacion del reconocimiento frente a las lectinas usadas en el

trabajo, mediante el ensayo de ELLA optimizado previamente.
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3.MATERIALES Y METODOS

3.1. Aislamiento y purificacion de la lectina de Erythrina
cristagalli var. hasskarlii Backer (ECA) por cromatografia de
afinidad

3.1.1.Preparacion del extracto

Se colectaron semillas de ceibo rojo, se secaron a temperatura ambiente y se procesaron
en molino, obteniéndose una harina fina. A partir de 25 g de esta harina, se realiz6 una
extraccion con solvente organico (usando n-hexano) para su deslipidizacion; la harina se
colocd en un matraz y se afiadio el solvente de forma gradual, con agitaciéon continua
durante 1.5 horas a temperatura ambiente. La mezcla fue filtrada rapidamente con gasa,

descartando el liquido, y la torta obtenida se dejé secar al aire durante 12 horas.

Se tomaron 15 g de harina deslipidizada y se colocaron en un Erlenmeyer. Se afiadieron
100 ml de buffer fosfato de sodio 0.1 M, pH 7.4, suplementado con NaCl 0.15 M (buffer
PBS) de forma gradual, y con posterior agitacion continua durante 2,5 horas. La mezcla
fue filtrada con gasa y papel de filtro, descartando el sdélido y la solucion resultante fue
centrifugada a 9000 rpm durante 30 minutos a 8°C. El precipitado fue descartado vy el
sobrenadante clarificado se traté con (NH,),SO, al 30 % de saturacién. Se dejo durante
12 horas a 8°C y se centrifugd a 9000 rpm durante 30 minutos a 8°C. A la solucion
sobrenadante se le agregé (NH,),SO, en polvo hasta alcanzar el 60 % de saturacién, y
el procedimiento se repiti6 como anteriormente, en este caso se descarto el
sobrenadante. El precipitado obtenido se resuspendié en el minimo volumen de buffer
PBS, se centrifugd nuevamente a 9000 rpm durante 15 minutos a 8°C, y el sobrenadante

clarificado se utilizé para la purificacion de la lectina.

3.1.2.Sintesis del adsorbente galactosil-agarosa para la purificacion de
ECA

Para la sintesis se sigui6 el procedimiento descrito por Franco Fraguas et al, (Franco-
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Fraguas et al., 2003).

En el dia 1 se realiz la epoxi-activacion de agarosa con epiclorhidrina. Para esto se
pesaron 22 g de agarosa 4B (gel escurrido), se lavd en placa filtrante con 300 mL de
agua destilada y se removio el exceso de liquido intersticial por succidon con vacio.

Se coloco el gel escurrido en un Erlenmeyer de 125 mL y se suspendié en 20 mL de
NaOH 4M. Luego se agregd una punta de espatula de NaBH4 y 12 mL de epiclorhidrina.
Se controlé el pH (entre 13-14). La suspension obtenida se agitdé durante 1.5 horas a
temperatura ambiente, se lavé en placa filtrante con 200 mL de NaOH 2M y luego con

agua destilada hasta neutralidad (aproximadamente 500 mL).

Posteriormente se realiz6 la etapa de inmovilizacion de galactosa a la agarosa epoxi-
activada. Se lavaron 6 g (peso escurrido) de agarosa epoxi-activada con 200 mL de agua
destilada y luego con 200 mL de NaOH 0.5M (pH controlado: 13-14). Se resuspendio el
gel en 10 mL de solucion 20% de galactosa en NaOH 0.5M en tubo Falcon de 50 mL y

se agité mediante rotacion suave, a temperatura ambiente, hasta el dia siguiente.

En el dia 2 se realizo el bloqueo de grupos epdxido remanentes en el gel galactosil-
agarosa. Para esto se escurrio el gel en placa filtrante y se lavé con 200 mL de NaOH
0.5 M. El resto de los grupos epoxidos activos se bloquearon incubando el gel escurrido
con B-mercaptoetanol (100 uL en 10 mL de NaOH 0.5 M) a temperatura ambiente durante
1-2 horas en tubo de fondo cdénico de 50 mL, en equipo rototorque. Se lavo el gel con
160 mL de NaOH 0.5 M, luego con 300 mL de agua destilada y finalmente con 160 mL
de N3Na 0.1%. El derivado obtenido se guardd en presencia de azida de sodio 0.1 M a

4°C hasta su uso.

3.1.3.Purificacién de ECA por cromatografia de afinidad
3.1.3.1 Cromatografia de afinidad en columna

Se empaquetd una columna con el adsorbente de afinidad galactosil-agarosa sintetizado
en el laboratorio, y se equilibr6 con PBS. A continuacién, se aplicé a la columna el

extracto obtenido en 3.1.1. Se lavé con PBS recolectando fracciones de 2 ml hasta
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alcanzar una absorbancia a 280nm (A2s0) menor o igual a 0.05 unidades. Posteriormente,
se realiz6 la elucién utilizando una solucion de galactosa 0.2 M en PBS, recolectando
fracciones de 2 ml a una velocidad de flujo de 60 ml/h. Las fracciones colectadas fueron
sembradas en electroforesis de acuerdo al protocolo descripto mas adelante en la

seccion 3.4.3.

3.1.3.2 Cromatografia de afinidad en batch

Se utilizé6 el mismo adsorbente de afinidad galactosil-agarosa descripto previamente,
sintetizado en el laboratorio. Se mezclo el extracto inicial con el adsorbente y la mezcla
fue incubada bajo homogenizacién suave durante 1 hora a temperatura ambiente.
Finalizada la incubacion, se retird el percolado por succion y para la elucidn se
empaquetd el gel en una columna. Se realizaron sucesivos lavados con PBS hasta A2so
menor a 0.1. La elucién se realizé mediante un gradiente por saltos usando Galactosa

(0.2 My 0.5 M) en PBS monitoreando la Azso durante la misma.

3.2. Generacion de glicoisoformas de transferrina mediante
deglicosilacion

Con el objetivo de generar distintas glicoisoformas de transferrina humana recombinante,
se realizé un proceso de deglicosilacion en etapas secuenciales. El protocolo incluyo6 2
etapas: una desialilacion quimica seguida de una degalactosilacién enzimatica, lo que
permitid generar diferentes perfiles de glicosilacion de la transferrina que fueron

utilizados en estudios posteriores.

3.2.1.Desialilacién quimica de hTrf

La glicoproteina fue desialilada quimicamente mediante incubacién con acido acético 2N
a 80°C durante 2 horas (Porciuncula Gonzalez, 2019). Luego, se someti6 a filtracion en

gel y se llevo a sequedad.
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3.2.2.Degalactosilacion enzimatica de Asialo-Transferrina

Posteriormente, la proteina desialilada fue incubada durante 24 horas a temperatura
ambiente con la enzima 3-galactosidasa de Aspergillus oryzae previamente inmovilizada
en soporte glutaraldehido-agarosa de acuerdo a (Rodriguez et al., 2018) para eliminar
los residuos de galactosa expuestos tras la desialilacion. Luego de la incubacion, la
muestra fue separada del derivado enzimatico mediante filtracibn en placa, a

continuacion se le realizé una gel filtracion en columna NAPS.

3.3. Optimizacion del ensayo de reconocimiento en placa
mediante ELLA

3.3.1.Biotinilacion de las lectinas

Se incubd 1 ml de la solucién (2 mg/ml) de cada lectina indicada en |la Tabla 1, en buffer
PBS con el agente biotinilante NHS-LC-LC-Biotin (biotin amidocaproato N
hidroxisuccinimida) en DMSO, preparado inmediatamente previo a su uso (2mg de NHS-
LC-LC en 350 uL de DMSO), de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Thermo
Scientific Pierce, USA). Se utilizé una relacion molar de 1:20 (proteina:biotina) y se
incubo durante 30 minutos a temperatura ambiente y luego se separé el exceso de biotina

mediante gel filtracion en columnas de Sephadex G25 (NAP-5).

3.3.1.1. Calculo de la cantidad de biotina a utilizar

La cantidad de biotina a utilizar depende de la cantidad y concentracion de la proteina.
Para 2 mg/ml de proteina se recomienda usar = 20 veces la concentracion molar (Thermo
Scientific Pierce, USA).

. , mg proteina mmol proteina 20mmol biotina
mmol Biotina = mL proteina x (=22 ) X ( 2 ) X ( )

mL proteina mg proteina mmol proteina

Los microlitros de soluciéon 10mM de biotina en DMSO se calculan como,
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1.000.000;1L>x( L )

uL de biotina en DMSO = mmol biotina X ( L

10mmol

3.3.2.Ensayos de tipo ELLA

El ensayo de fase sdlida se realizé de acuerdo con la técnica reportada por Rapoport et
al. 2010, con modificaciones.

Se utilizaron placas de 96 pocillos de fondo plano sensibilizadas con 100uL/pocillo de la
glicoproteina de interés en buffer carbonato de sodio 0.1 M, pH 9.6 e incubadas a 4°C
en camara humeda durante toda la noche. Posteriormente, se realizaron tres lavados de
5 minutos con una solucién de PBS-Tween 0.05% (solucion de lavado, 100 pL/pocillo).
Las interacciones inespecificas fueron bloqueadas con seroalbumina bovina (BSA) al 2%
en PBS (100 pL/pocillo) mediante incubacion a 37°C durante 2 horas. Se realizaron tres
lavados como se describid y luego se agregaron 50 pL/pocillo de la lectina
correspondiente conjugada a biotina en concentraciones variables, disuelta en PBS-BSA
al 1% con Tween 0.05%, seguido de incubacion a 37°C durante 2 horas. Luego de tres
lavados adicionales, se anadieron 50 pL/pocillo de estreptavidina conjugada a
peroxidasa de rabano picante (HRP del inglés horseradish peroxidase) en PBS-BSA

0.3% y se incubd durante 30 minutos a 37°C.

Finalmente, para el revelado se utilizé una solucion de TMB (3,3',5,5'-
tetrametilbencidina); se agregaron 50 uL de esta solucion en cada pocillo y se incub6 a
temperatura ambiente en oscuridad durante 5 minutos hasta desarrollar el complejo
coloreado. La reaccién se detuvo y estabilizé afiadiendo 25 yL de H,SO, 2N, y se midid

la absorbancia a 450nm en un lector de placas.

3.3.2.1. Evaluacion de diferentes condiciones de bloqueo.

Para minimizar las interacciones inespecificas y mejorar la sensibilidad del ensayo ELLA,
se evaluaron distintas condiciones de bloqueo, variando los agentes bloqueantes, los
tiempos de incubacion y los volumenes empleados. Se probaron tres soluciones de

bloqueo: PBS con leche al 3%, PBS con seroalbumina bovina (BSA) al 2% y PBS con
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Tween 20 al 0.05%. Las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente o0 a 37°C,

durante 1 a 2 horas, utilizando volumenes de 100 a 200uL por pocillo.

3.4. Analisis

3.4.1.Concentracion de proteinas.

Se estimd midiendo la absorbancia a 280nm en espectrofotdmetro UV-visible.

3.4.2.Cuantificacion de la biotinilacion

Se realizé la cuantificacién en microplaca utilizando el kit de cuantificacion de biotina de
Thermo Scientific Pierce, que incluye una premezcla de HABA (4'-hydroxyazobenzene-
2-carboxylic acid) y avidina, junto con un control positivo de HRP biotinilada. El HABA es
un colorante que presenta propiedades de absorbancia cuando se une a la avidina,
formando un complejo que absorbe a 500nm. Los microtubos con HABA/avidina se
dejaron a temperatura ambiente y se les afadi6 100 yL de agua ultrapura. En la
microplaca se colocaron 160 uL de PBS en cada pocillo a utilizar, seguidos de 20 uL de
la solucién HABA/avidina preparada anteriormente, se agitd y se midié absorbancia a
500nm. Luego se afadié la lectina biotinilada y se volvié a medir absorbancia a 500nm,
registrando el valor una vez que este permanecio constante durante 15 segundos. Con
los valores de absorbancia obtenidos se realizaron los calculos de moles de biotina por

mol de proteina.

1. Caélculo de la concentracién de la proteina biotinilada expresada en mmol/mL,

antes de cualquier dilucion realizada para la cuantificacion

[proteinal(mg/mL)

mmol proteina/mL = ; PM: peso molecular de

PM de la proteina (mg/mmol)

la proteina

2. Calculo del cambio en la absorbancia a 500nm
AAsgg = (Aspo H/A) — (AspoH/A/B)
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AsooH/A: Absorbancia a 500nm para la mezcla de reacciéon HABA/Avidina

AsooH/A/B: Absorbancia a 500nm para la mezcla de reacciéon HABA/Avidina/Biotina

3. Calculo de la concentracién de biotina, expresada en mmol/mL de mezcla de
reaccion

mmol biotina _ AAsq
ml mezcla de reacciéon (34000 X 0.5)

4. Calculo de mmol de biotina por mmol de proteina en la muestra original

mmol biotina _ (mmol/ml de biotina en mezcla de reaccion)(10)(factor de dilucion)
mmol proteina mmol/ml de proteina en la muestra original

3.4.3.Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS — PAGE)

Volumes de 10pL de las distintas muestras proteicas se sembraron en un gel homogéneo
de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes. Las muestras fueron tratadas
previamente mezclando 2 volumenes de muestra y un volumen de buffer de muestra
(0.92 g de dodecilsulfato de sodio (SDS), 4 g de glicerol, 0.3 g de TRIS, B-mercaptoetanol
5% (v/v) y 2 mL de una solucién 0.1 % de azul de bromofenol en 20 mL de agua, ajustado

a pH 6.8) y se calenté a 100°C durante 5 minutos.

La SDS-PAGE se realiz6 de acuerdo a los procedimientos estandar en un equipo
BIORAD Modelo Mini-Protean Il. Una vez finalizada la corrida, realizdé el revelado

utilizando el método de tincién con Coomassie Brilliant Blue.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Extraccion y purificacion de la lectina de Erythrina crista-galli
(ECA)

El alto contenido lipidico en las semillas de Erythrina cristagalli genera inconvenientes al
utilizar soluciones acuosas derivadas de ellas en columnas cromatograficas, ya que
estas soluciones tienden a volverse rapidamente opalescentes, lo cual es inadecuado
para su uso en el proceso de purificacion (Bautista, 2013). Por este motivo, se realizé
una deslipidizacion previa utilizando un solvente organico, n-hexano, con el objetivo de

evitar la opalescencia y su impacto negativo en la purificacion de la lectina.

Para la purificacion de ECA se realizé una cromatografia de afinidad con el adsorbente
galactosil-agarosa, basado en la especificidad de esta lectina por residuos de galactosa.
Se ensayaron dos variantes de purificacion, que se describen y analizan a continuacion.
La presencia de lectina en cada etapa del proceso fue monitoreada mediante analisis

electroforético, tal como se describe en la seccion de Materiales y Métodos.
A partir de 25.2 g de harina de semillas, se obtuvieron 15.5 g de harina deslipidizada.

A continuacion, se presenta un esquema general que resume los pasos principales
llevados a cabo para la extraccion y purificacion de ECA a partir de semillas de Erythrina
crista-galli. El diagrama ilustra las etapas clave del procedimiento y las fracciones

obtenidas tras cada proceso (Figura 5).
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Figura 5. Esquema general del proceso de extraccién y purificacion de ECA a partir de

semillas.

4.1.1.Variantes en el proceso de purificacion de ECA

Para la purificacion de la lectina se emplearon dos estrategias: cromatografia de afinidad

en batch y en columna.

36



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.11. Cromatografia de afinidad en columna

A partir de 12 g de harina deslipidizada se realizé una extraccion acuosa utilizando buffer
PBS, como se describe en la seccion de Materiales y Métodos. El extracto clarificado fue
sometido a un fraccionamiento salino con (NH,),SO,, precipitando proteinas a niveles
de saturacion salina del 30% y 60%. Partiendo de 60 ml del extracto deslipidizado
clarificado, luego del fraccionamiento salino se obtuvieron 6,5 ml de extracto, el cual se

aplico a la columna de afinidad (Ec).
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Figura 6. Perfil de la elucién de la purificacion de ECA en columna de galactosil-agarosa.

Luego de realizar lavados con PBS para eliminar componentes no especificamente
unidos al adsorbente se procedid con la elucidén, obteniéndose el perfil mostrado en la
Figura 6, donde se observa que la fraccién del eluido con mayor contenido proteico es la
2 (E2). Se detectd presencia de proteinas en las primeras tres fracciones eluidas,
mientras que en las fracciones siguientes ya no se observd contenido proteico

detectable.

Para analizar la pureza alcanzada durante la cromatografia se realizé una corrida
electroforética en gel de poliacrilamida 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE), de las diferentes fracciones cromatograficas (Figura 7).
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Shat -l o

Pan 3 e B e d e f g h i

Figura 7. SDS-PAGE de las fracciones de la cromatografia de afinidad en columna del
extracto de ceibo en galactosil-agarosa. Gel homogéneo de 12%, revelador: Coomassie
Brilliant Blue (CBB). Carril a: Estandares de peso molecular; b: eluido 2 dilucién 1/10; c: fraccion
de lavados (L) dilucion 1/10; d: percolado (P) dilucién 1/10; e: extracto clarificado dilucion 1/10; f:
E2; g: L; h: P; i: Ec. kDa: kilodaltons

En el carril b del gel de electroforesis se observa la fraccion 2, correspondiente al eluido
con mayor concentracién de proteinas. Esta muestra presenta una banda mayoritaria
con un peso molecular aproximado de 28 kDa, valor que coincide con el reportado para
las subunidades de ECA (26 y 28 kDa, segun Iglesias et al., 1982). Esta misma banda
también se detecta en el extracto inicial (carril c), en el lavado (carril d) y en el percolado

(carril e), aunque con mucha menor intensidad.

El andlisis de los carriles f, g, h e i, correspondientes a las mismas fracciones, pero en
su concentracién original (sin diluir), refuerza estas observaciones: la banda
caracteristica de ECA es mas intensa en el eluido y en el extracto inicial, y menos notoria

en el lavado y el percolado. La presencia de la banda en estas ultimas fracciones podria
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explicarse por una pérdida muy menor de lectina durante el proceso de aplicacién y
lavado, probablemente debida a una capacidad insuficiente del gel de afinidad utilizado
en la cromatografia de afinidad, para retener completamente la cantidad de lectina

presente en el extracto.

Claramente, el perfil de la fraccion 2 muestra una disminucién notable en la cantidad e
intensidad de bandas respecto al extracto inicial, mostrando la purificacion alcanzada.
Sin embargo, se siguen observando algunas bandas tenues de bajo peso molecular y al
menos 2 banditas de peso molecular superiores al de ECA, lo que evidencia la presencia
de algunas impurezas proteicas, por lo que podrian ser necesarias etapas adicionales

de purificacion, en caso de necesitarse una muestra mas homogénea.

La fraccién 2 eluida se almacend a 4°C en PBS-galactosa 0.2 M hasta su biotinilacion.
Luego de la reaccion de biotinilacién se realizé una gel filtracion en columna NAP-5

(Sephadex G-25) contra buffer PBS, eliminando la galactosa y la biotina remanente-

4.1.1.2. Cromatografia de afinidad en batch

Se realizé una variante de purificacion mediante una cromatografia en proceso batch.
Para ello se partié de las mismas condiciones que la cromatografia anterior, mezclando
en batch el extracto inicial obtenido (6.5 mL) con el soporte galactosil-agarosa agitando
suavemente durante una hora. Al cabo de este tiempo se filtré por placa retirandose el
liquido percolado, y se realizaron sucesivos lavados del gel con PBS. A continuacion, se
eluy6 con solucion de Gal 0.2 M en PBS, obteniéndose lecturas de absorbancia a 280
muy bajas, por lo que se probd eluir con una solucién de Gal 0.5 M en PBS, sin observar
cambios en el resultado. Claramente el proceso en batch no resulta eficiente para la
purificacion de la lectina. En base a esta observacion, se decidié re-cromatografiar en
columna de afinidad, el percolado obtenido en el proceso en batch. Como resultado, se
logré obtener la lectina con mayor pureza, sin embargo este procedimiento no mejoré la
purificacion alcanzada en el proceso en columna descrito en la seccion 4.1.1.1, por lo

que se continud el trabajo con la fraccion 2 eluida y gel filtrada.
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4.2. Optimizacion del ensayo ELLA

Con el objetivo de desarrollar un ensayo accesible y sensible que permita detectar
diferencias en el perfil de glicosilacién de transferrina humana, se disefid un ensayo ELLA
basado en el reconocimiento especifico de glicanos por lectinas. Para esto, se
optimizaron distintas condiciones experimentales incluyendo la concentracion de lectina,
la concentracion de glicoproteina, las condiciones de bloqueo, los tiempos y

temperaturas de incubacion y los volumenes de reaccion, entre otros.

Este ensayo consiste en un ELLA de tipo sandwich, en el cual se forma un complejo
entre una glicoproteina adsorbida en la superficie de la placa y la lectina-biotinilada
especifica. La biotina es luego reconocida por estreptavidina conjugada a HRP
(peroxidasa de rabano picante) y mediante la adicion de TMB como sustrato, se
desencadena una reaccion de oxidacién que genera un cambio de color. Este color se

cuantifica midiendo la absorbancia a 450nm (Figura 8).

Figura 8. Esquema del ensayo ELLA tipo sandwich.

Para la optimizacion del ensayo se usaron varias glicoproteinas modelo con diferentes
perfiles de glicanos, en un rango de concentracion entre 0.1 y 20 pg/mL. Se evaluaron:
lactoferrina bovina, fetuina (y asialo-fetuina) de suero fetal bovino, BSA y lisozima de
clara de huevo (ambas como control negativo), hTrf, bTrf y RNAsa B bovina.

Se usaron las lectinas seleccionadas: ConA, SNA, SBA, WGA, PSA y PHA-L y se
analizaron en concentraciones entre 0.1 y 50 pg/mL. Ademas, se probaron diversas
condiciones de bloqueo, utilizando PBS-leche al 3%, PBS-BSA al 2% y PBS-Tween
0.05%, con tiempos de 1 a 2 horas, temperaturas de incubacion ambiente 6 a 37 °C, y

40



RESULTADOS Y DISCUSION

volumenes demuestra de 100 a 200 pL. La absorbancia a 450nm observada para cada
muestra denota el grado de formacion del complejo lectina-glicoproteina en cada una de

las condiciones de ensayo.

4.2.1. Optimizacion de la concentracion de lectina a aplicar

Se evaluo el reconocimiento de las 6 lectinas seleccionadas, frente a hTrf y evaluadas

en tres concentraciones (10, 20 y 40 ug/mL) (Fig.9).

0.4+
Il 10 ug/ml

0.3-N§ ' EE 20 ug/ml
0.2- -

0.1-

Al

ConA SNA WGA PHA-L SBA PSA

Abs 450nm

[Lectina]

Figura 9. Evaluacion del reconocimiento de lectinas biotiniladas frente a transferrina
humana recombinante (hTrf). Lectinas (ConA, SNA, WGA, PHA-L, SBA, y PSA) en
concentraciones 10, 20 y 40 ug/mL; hTrf en concentraciéon 10ug/mL.

Los resultados obtenidos muestran un reconocimiento diferencial frente a hTrf que es
consistente con las especificidades detalladas para dichas lectinas en la Tabla 1. WGA
y ConA representan las sefales mas altas de reconocimiento. En el caso de ConA, este
comportamiento podria explicarse por su capacidad de reconocer N-glicanos
biantenarios complejos, incluso con extensiones como acido sialico o GIcNAc, segun
estudios recientes de Bojar et al., 2022. SNA presentd un reconocimiento moderado,
compatible con su especificidad por residuos sialilados, mientras que PHA-L, SBA y PSA

mostraron sefiales bajas, lo que resulta coherente debido a la ausencia o escasez de sus
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epitopos especificos expuestos en la estructura de los glicanos de la transferrina. Si bien
algunas senales podrian no corresponderse completamente con lo esperado segun la
especificidad tedrica de cada lectina, estos resultados deben interpretarse como parte
de una etapa inicial de optimizacion, en la cual multiples variables del ensayo aun estan

siendo ajustadas.

Por su parte, la evaluacion en tres concentraciones de las lectinas (10, 20 y 40 pg/mL)
mostrd que la sefial no siempre se incrementa proporcionalmente, lo que podria deberse

a una saturacioén y refuerza la necesidad de seguir optimizando el sistema.

4.2.2. Optimizacidn de la concentracion de glicoproteina y de lectina en el
ensayo

Para continuar con la optimizacion del ensayo, se evalud el reconocimiento de dos
lectinas, Con Ay SNA, frente a distintas glicoproteinas (Figuras 10y 11). La lectina WGA
fue excluida de estos ensayos, ya que en reiteradas oportunidades mostré resultados

inconsistentes con respecto a su especificidad de union.
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Figura 10. Evaluacion del reconocimiento de ConA frente a distintas glicoproteinas
modelo. Glicoproteinas en concentraciéon fija de 0.5ug/mL y 1.0ug/mL; ConA en
concentraciones crecientes (0 ug/mL [sin lectina], 0.1, 0.25 y 0.5 ug/mL).
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Figura 11. Evaluacioén del reconocimiento de SNA frente a distintas glicoproteinas modelo.
Glicoproteinas en concentracion fija de 1,0 ug/mL; SNA en concentraciones crecientes (0 ug/mL
[sin lectina], 0.1, 0.25 y 0.5 ug/mL).

Frente a ConA (Figura 10), se evaluaron dos concentraciones de glicoproteina (0.5 y
1.0 yg/mL), mientras que frente a SNA (Figura 11) se utilizé una unica concentracion
(1.0 pg/mL).

Se observa que ConA y SNA se unen diferencialmente a las distintas glicoproteinas
testeadas. En el caso de ConA, el reconocimiento es claramente mayor frente a RNAasa
B, una glicoproteina que posee un unico glicano de alto contenido de manosa, en
comparacién con fetuina y bTrf, que presentan glicanos de tipo complejo. Como era
esperable, no se detecta sefial significativa en los controles negativos (lisozima y BSA),
ambas proteinas no glicosiladas. Respecto a la concentracién de ConA, se observa que
la sefial aumenta proporcionalmente con la cantidad de lectina utilizada, lo que indica
que, en el rango ensayado, la concentracién de lectina influye directamente en la

eficiencia del reconocimiento lectina-carbohidrato.

Este perfil concuerda con la especificidad de ConA, que reconoce estructuras de manosa
terminal o ramificada. Sin embargo, estudios recientes (Bojar et al. 2022) han

demostrado que también puede unirse a N-glicanos complejos biantenarios con diversas
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extensiones, lo que podria explicar cierta respuesta frente a fetuina y transferrina. A
pesar de su capacidad de reconocimiento, este amplio espectro limita su utilidad como
herramienta diagnostica especifica, por lo que seria recomendable considerar otras

lectinas con mayor selectividad por manosa terminal.

En el caso de SNA (Figura 11), se observa una baja sefial de reconocimiento frente a
RNAsa B, lo cual es esperable dada la ausencia de residuos de acido sialico en dicha
glicoproteina. Por el contrario, se detecta una respuesta moderada y de intensidad similar
frente a fetuina, bTrf y hTrf, todas ellas con presencia de glicanos con acido sialico
terminal. Este comportamiento es coherente con la especificidad de SNA y podria
respaldar su potencial aplicacion como lectina indicadora de niveles de sialilacién en
muestras con alteraciones en la glicosilacion. Asimismo, se observa una clara relacion
proporcional entre la concentracion de SNA y la sefal de interaccion, lo que sugiere una
respuesta dependiente de la cantidad de lectina disponible. En funcion de estos
resultados, se podria continuar trabajando con la concentracion mas alta utilizada (1.0

Mg/mL).

4.2.3. Optimizacion de las condiciones de bloqueo en el ensayo de ELLA

Un paso siguiente en la optimizacion fue evaluar distintos métodos de bloqueo para
minimizar la union inespecifica durante el ensayo ELLA. El bloqueo es crucial para evitar
que las lectinas se unan a sitios inespecificos en la placa, lo que podria generar sefales
falsas y afectar la precision del analisis. Se probaron diferentes agentes bloqueantes,
como albumina sérica bovina (BSA) de distintos proveedores (en PBS), PBS-leche 3% y
PBS-Tween 0.05% con el objetivo de identificar cual proporcionaba la mayor reduccion
de senales inespecificas sin interferir con la unidén especifica de las lectinas a las

glicoproteinas.

Los resultados obtenidos (Figuras 12 y 13) permitieron determinar el agente bloqueante
mas eficaz, lo que incrementd la sensibilidad y especificidad del ensayo, y optimizo la

deteccion de diferencias en las interacciones lectina-glicoproteina.
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Figura 12. Evaluacién de distintas condiciones de bloqueo para la optimizacién del ensayo
ELLA. 3 métodos de bloqueo: dos bloqueos con BSA proveniente de 2 proveedores diferentes
(2% en PBS) y PBS-Leche 3%. ConA, WGA y SNA en concentracion 25 ug/ml y glicoproteinas
(BSA, lactoferrina (LF) y transferrina bovina (bTirf)) en concentracion 10 ug/ml.

Los resultados muestran que frente a BSA (proteina no glicosilada) las sefales son bajas
en todas las condiciones, mientras que en el bloqueo con PBS-Leche 3% se obtiene una
sefal mas alta de interaccion, especialmente frente a WGA. Esto sugiere que esta
condicion de bloqueo es menos eficiente para prevenir uniones inespecificas, ya que por
las especificidades y caracteristicas de BSA y WGA la interaccidon entre ambas deberia
ser muy baja o nula. Por otra parte, tanto lactoferrina como transferrina bovina muestran
mayores sefiales de Absorbancia a 450nm frente a las tres lectinas, lo que es coherente
con sus (glicosilaciones y con la especificidad de estas lectinas. Frente a estas
glicoproteinas también se observa una mayor sefial de interaccion con WGA bajo la
condicion de bloqueo con PBS-Leche 3%, sin embargo, como la sefial esta también
aumentada frente a BSA, se podria decir que existe un aumento de uniones inespecificas

con este agente bloqueante.

El bloqueo con PBS-BSA al 2% usando BSA de 2 fuentes comerciales diferentes
muestran perfiles similares, con baja sefial para BSA y notorias diferencias entre BSA 'y
las glicoproteinas glicosiladas, lo que sugiere que ambas muestras de BSA comerciales

pueden usarse indistintamente, generando condiciones de bloqueo adecuadas.
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Por lo tanto, las preparaciones de PBS-BSA 2% parecen ser mas efectivas como agentes
bloqueantes, ya que minimizan la sefal inespecifica con BSA y no comprometen la
interaccién lectina-glicoproteina especifica. Los resultados obtenidos bajo las

condiciones de bloqueo con PBS-Leche 3% sugieren un mayor riesgo de union

inespecifica.
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Figura 13. Evaluacion de dos condiciones de bloqueo frente a ECA. Bloqueo con PBS-BSA
2%* (preparada inmediatamente antes de utilizarla) y PBS-Tween 0.05%. Glicoproteinas en
concentracion 1 ug/mL; ECA en concentraciones 0.25, 0.5 y 1.0 ug/mL.

En la Figura 13 se muestra los resultados de la comparacion de dos condiciones de
bloqueo (PBS-BSA al 2% preparado inmediatamente previo a su uso y PBS-Tween al
0.05%), evaluando su efecto sobre la interaccién entre las glicoproteinas (BSA, fetuinay
asialofetuina) y la lectina ECA ensayada en tres concentraciones. Tal como se esperaba,
no se observo sefial de interaccion con BSA. Tampoco se registré sefial con fetuina,
cuyas cadenas de N-glicanos estan terminalmente sialiladas. En cambio, en la asialo-
fetuina obtenida por remocién de acido sialico, los residuos de galactosa quedan
expuestos, lo que permite una interaccion eficiente con ECA, reflejada en una senal
elevada. Esta respuesta es consistente con la especificidad de ECA por estructuras tipo

Galp1-4GIcNAc terminales. Ademas, se observa una clara correspondencia con la
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concentracion de lectina, donde a mayor concentracion de la misma se observa mayor

sefal de interaccion.

No se observaron diferencias significativas entre las condiciones de bloqueo con PBS-
Tween 0.05% y con PBS-BSA al 2% preparado inmediatamente antes de su uso,

obteniéndose resultados practicamente equivalentes en ambos casos.

A partir de los resultados obtenidos y del analisis comparativo con estudios previos, se
concluye que la solucidon de bloqueo mas efectiva fue PBS-BSA al 2%, preparada
inmediatamente antes de cada ensayo. Esta condicion permitié una mayor reduccion de
las interacciones inespecificas y favorecié una sefial especifica mas clara en la unién
entre lectinas y glicoproteinas, mejorando asi la sensibilidad del sistema. Si bien los
resultados fueron similares a los obtenidos con PBS-Tween 0.05%, se opt6 por utilizar
PBS-BSA al 2%, ya que se trata de un método ampliamente aceptado y respaldado en

la bibliografia para ensayos tipo ELLA.

4 3. Biotinilacion de las lectinas

La biotinilacién de las lectinas constituyd un paso crucial para facilitar su deteccion en
los ensayos posteriores. Este proceso se llevd a cabo mediante la incubacion de las
proteinas con el NHS-LC-LC-Biotin, un agente biotinilante que permitié una modificacién
eficiente sin comprometer su actividad biolégica. Este reactivo contiene un espaciador
largo que mejora la accesibilidad de la biotina una vez incorporada. Su mecanismo de
accion se basa en la formacién de enlaces covalentes tipo amida entre el grupo g-amino
de los residuos de lisina expuestos en la superficie de la proteina y el grupo N-
hidroxisuccinimida (NHS) activado del reactivo (Thermo Scientific, User Guide: EZ-Link®
NHS-Biotin Reagents). La eficiencia del proceso depende de multiples factores, como el
numero y la accesibilidad de lisinas disponibles, el pH del medio y la relacion molar

biotina/proteina utilizada durante la incubacién.
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4.3.1.Verificacion funcional de la biotinilacion en el ensayo ELLA

Para evaluar la efectividad del proceso, se comparo la deteccion de ConA nativa y
biotinilada y PHA-L nativa y biotinilada, frente a la hTrf, utilizando la formacién de un
complejo con estreptavidina-HRP. La actividad de HRP se revel6 a través de la oxidacion
del TMB, generando un cambio de color medible a 450nm. Los resultados se ilustran en

la Figura 14.
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Figura 14. Evaluacion del proceso de biotinilacion de ConA y PHA-L. Las lectinas fueron
evaluadas en concentraciones 10, 20 y 40 ug/mL; hTrf en concentracion 10ug/mL.

Para cada lectina se usaron 3 concentraciones crecientes. Se observan valores
notablemente bajos de A4sonm con las lectinas no biotiniladas en comparacion con las
lectinas biotiniladas, destacandose particularmente la diferencia en el caso de ConA. La
PHA-L, que presenta especificidad por estructuras triantenarias, muestra una interaccion
débil con la transferrina, lo cual puede atribuirse a que su unién se ve inhibida por la
presencia de acido sialico con enlace a2,6, caracteristica en los N-glicanos de esta
glicoproteina. Por su parte, ConA presenta una alta sefal de interaccién, lo que podria
explicarse por su capacidad de reconocer N-glicanos biantenarios y tolerar multiples
terminaciones, incluidas las sialiladas que posee la transferrina. Respecto a las
concentraciones de las lectinas, no se observan diferencias significativas en la sefal
entre los tres niveles evaluados, por lo que se podria continuar trabajando con la menor

concentracion utilizada (10 ug/mL), optimizando asi el uso del reactivo sin comprometer
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la sensibilidad del ensayo. Estos resultados indican que el proceso de biotinilacion fue
adecuado y destacan la importancia de este paso para la correcta deteccion de la

formacioén del complejo lectina-glicoproteina.

4.3.2.Evaluacion de la biotinilacion en comparacion con una lectina
biotinilada comercial

El proceso de biotinilacion también fue evaluado mediante la comparacion de la SNA
biotinilada en nuestro laboratorio con una estandar comercial (SNA-biot Vector), como

se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Comparacion entre lectina SNA biotinilada (SNA bt) en el laboratorio y una de
origen comercial (SNA com). Se evalud la interaccion de SNA biotinilada en el laboratorio
(50 ug/mL) y SNA biotinilada comercial (50 ug/mL) frente a fetuina inmovilizada en placa utilizada
como glicoproteina modelo, en concentraciones de 10 y 20 ug/mL.

Al comparar la uniéon de ambas lectinas biotiniladas frente a fetuina, se observa que tanto
el grado de biotinilacion como la funcionalidad es similar en los dos casos, lo que indica
que el proceso de biotinilacion realizado en el laboratorio fue exitoso y comparable en

calidad al de la SNA comercial. Esto refuerza la idea de que las condiciones de
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biotinilacion empleadas son Optimas para preservar la actividad biolégica de la lectina, y

permitir su interaccion con la glicoproteina.

El éxito de la biotinilacién alcanzada fue verificado luego por un analisis posterior de
cuantificacion de los moles de biotina introducidos por mol de proteina (ver seccion 3.3.3)

Paralelamente, se realizé una electroforesis SDS-PAGE en gel homogéneo 12%, segun
se describié en la seccion 3.4.2., para verificar si existian diferencias en la corrida de

lectinas biotiniladas y sin biotinilar (Figura 16).

Figura 16. SDS-PAGE de lectinas biotiniladas y sin biotinilar. Gel homogéneo al 12 % y
tincion con Coomassie Birilliant Blue (CBB). Carriles a y j: estandares de peso molecular; b: ConA;
c: ConA biotinilada; d: SNA; e: SNA biotinilada; f: WGA; g: WGA biotinilada; h: SBA; i: SBA
biotinilada.

Para evaluar si el proceso de biotinilacién afecto la integridad de las lectinas se realizd
una electroforesis SDS-PAGE. No se observan diferencias significativas en el peso
molecular aparente de ambos estados de las lectinas (biotiniladas y sin biotinilar),
atribuible al bajo peso molecular de las moléculas de biotina y especialmente, a la baja
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cantidad de moléculas de biotina incorporados por lectina (aproximadamente 1 a 6 segun

la cuantificacion de biotinas presentada en la seccion 4.3.3).

En el caso de ConA se observa el patron caracteristico de cuatro bandas en el gel,
correspondiente a las unidades monoméricas de esta lectina en condiciones
desnaturalizantes, coherente con su estructura nativa de tetramero. Este patron se
conserva tanto en la muestra biotinilada como en la no biotinilada, lo que indica que el
proceso de biotinilacion no afecto su integridad estructural. En cuanto a las lectinas WGA
y SBA, se observan algunas diferencias entre los perfiles proteicos, en las muestras
nativas se observan bandas que no estan presentes en las correspondientes biotiniladas.
Esto podria deberse a la etapa de gel filtracion posterior a la biotinilacion, que habria
permitido remover impurezas o proteinas presentes en las soluciones originales por
interacciones inespecificas con la columna, permitiendo asi contar con lectinas

biotiniladas y de mayor pureza que las comerciales.

4 .3.3.Cuantificacion de la biotinilacion de las lectinas

La cuantificacion de la biotinilacion de las lectinas es un paso fundamental para evaluar
la eficiencia del proceso y garantizar que la interaccion con la estreptavidina ocurre
efectivamente debido a la presencia de biotina en las lectinas. Para ello, se empled el
ensayo con HABA, el cual permite determinar la cantidad de biotina conjugada a las
lectinas a través de su interaccion con el complejo HABA-avidina. Cuando el HABA se
une a la avidina, forma un complejo que absorbe a 500nm. Dado que la biotina tiene una
mayor afinidad por la avidina, desplaza al HABA, provocando una disminucion en la
absorbancia a 500nm de manera proporcional a la cantidad de biotina presente en la

muestra (Figura 17).
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Figura 17. Esquema del ensayo con HABA para la deteccion de biotina incorporada a la
lectina (adaptada de Thermo Scientific Pierce Biotin Quantitation Kit).

El cambio en la absorbancia a 500nm del complejo HABA-avidina antes y después de la
adicion de la lectina biotinilada se utilizé para cuantificar la cantidad de biotina en cada
muestra. Las medidas de absorbancia se realizaron por duplicado para cada lectina
utilizada en el trabajo, asi como para la HRP biotinilada provista por el fabricante del kit,

la cual se emplea como control positivo debido a su grado de biotinilacién conocido
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(Referencia: 4 moléculas de biotina unidas por molécula de HRP) (Tabla 2).

Tabla 2. Cuantificacion de biotinas incorporadas a las lectinas, mediante ensayo con
HABA. Abs H/a: absorbancia medida a 500nm de la solucion HABA/avidina; Abs H/a/b:

absorbancia a 500nm de la solucion HABA/avidina/biotina. HRP, control positivo.

Mol de
Lectina biotinilada Abs H/a (500nm) Abs H/a/b (500nm) Biotina/mol de
proteina
SBA 0.662 0.573 6.30
0.687 0.592 6.70
SNA 0.531 0.517 1.15
0.653 0.603 0.90
PSA 0.657 0.550 3.00
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0.653 0.603 1.40
WGA 0.648 0.556 1.90
0.638 0.516 2.60
PHA-L 0.656 0.569 6.40
0.660 0.569 6.70
ConA 0.641 0.604 2.30
0.697 0.630 4.10
ECA 0.651 0.484 5.30
0.676 0.577 3.10

HRP-biotinilada
(control positivo de 0.638 0.504 3.50

biotinilacion)

Los resultados obtenidos mediante el ensayo HABA evidenciaron que el grado de
biotinilacion fue satisfactorio en todas las lectinas usadas, ya que en todos los casos se
detectaron mas de 1 mol de biotina por mol de proteina. A su vez, el valor
correspondiente al control positivo de HRP es de 3.5 biotinas por molécula de proteina,
lo cual se aproxima al valor indicado por el fabricante. Esto indica que el procedimiento
de biotinilacion realizado en el laboratorio permitié incorporar una cantidad suficiente de
biotinas como para permitir la interaccidn con la estreptavidina en los ensayos ELLA y la

posterior sefial a 450nm.

Al analizar los resultados, se observa que algunas lectinas como SNA presentaron un
grado de biotinilacion relativamente bajo (0.90-1.15 mol moles de biotina/mol de
proteina). Esto podria atribuirse a un numero reducido o a una menor accesibilidad de
las lisinas expuestas en su superficie. Por otro lado, lectinas como SBA o PHA-L,
mostraron valores significativamente mas altos, lo que sugiere una mayor disponibilidad
de sitios de reaccion. Estas diferencias podrian influir en la eficiencia de unién a
estreptavidina en los ensayos posteriores, aunque en este caso, como se observo
experimentalmente, los niveles obtenidos fueron adecuados para asegurar una senal

detectable.
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Se realizé un analisis de las estructuras de las lectinas estudiadas durante este trabajo,
a los efectos de evaluar si el grado variable de biotinilacion podria relacionarse con la
cantidad de lisinas superficiales de las proteinas. Todas las lectinas estudiadas poseen
en su estructura entre 8 y 12 residuos de lisina por monémero de proteina expuestos al
exterior de la proteina (Figura 18). A su vez, en las condiciones de biotinilacion (buffer
salino, temperatura ambiente, pH 7.4) es de esperar que las mismas se encuentren
formando su estructura cuaternaria (por ej. ECA, PSA como dimeros, ConA o PHA-L
como tetrameros, etc.). Esto podria causar que parte de las lisinas no estén del todo
accesibles para el reactivo de biotinilacion. Esto podria explicar el grado de biotinilacion

entre 3 y 6 biotinas por molécula observado para estas lectinas.

Figura 18. Estructuras de algunas de las lectinas biotiniladas. En azul en modelo de bolas
se observan las lisinas.

Otro factor a tener en cuenta es que el protocolo establecido por el proveedor, ya

establece un rendimiento de entre 3 y 5 biotinas, por lo cual es un resultado esperable.
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En el caso de la SNA | su estructura no se encontré cristalizada en base de datos, por lo
que no se pudo evaluar el grado de accesibilidad de las lisinas. Si bien en este caso el
kit HABA/avidina demostrd una biotinilacion baja respecto a las demas lectinas, Al
comparar con SNA-biotinilada obtenida comercialmente (Proveedor: Vector, USA) el
reconocimiento a igual concentracién de lectina fue el mismo con ambas lectinas. Este
hecho confirma que la biotinilacion es suficiente y comparable a la obtenida mediante

otros protocolos (Figura 15).

4.4. Deglicosilacion de Transferrina humana recombinante (hTrf)

Para evaluar si el ensayo en placa optimizado en este trabajo reconoce de forma
diferencial las glicoisoformas alteradas de una glicoproteina, y en particular la hTrf, se la
modific6 mediante una estrategia quimio/enzimatica de deglicosilacién. Para ello,
posterior a la desialilacion quimica, se aplicé una siguiente etapa de degalactosilacion
enzimatica (Figura 19).

ETAPA 1: Desialilacién quimica

Deglicosilacion
Asn Qmm'ca Asn -

Transferrina nativa Transferrina desialilada

ETAPA 2: Degalactosilacion enzimatica

@Am—- B @& t Deglicosilacion
\ , Ennmatlca

Transferrina desialilada Transferrina desialilada-
degalactosilada

Figura 19. Esquema del tratamiento secuencial aplicado a la transferrina humana
recombinante (hTrf) para la generacién de glicoisoformas. Incluye una primera etapa de
desialilacion quimica y una segunda etapa de degalactosilacion enzimatica.
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La etapa 1 se aplico tanto a hTrf como a bTrf, ambas de origen comercial. La etapa 2

posterior (degalactosilacién enzimatica) fue aplicada unicamente a hTrf.

Este enfoque permiti6 obtener variantes de transferrina con distintos grados de
glicosilacion, que fueron utilizadas para evaluar el reconocimiento diferencial de las

diferentes lectinas en el ensayo ELLA optimizado.

En primer lugar, se realizé un ELLA con hTrf y bTrf, en estados nativo y desialiladas
quimicamente, frente a las lectinas SNA y ECA, ambas en 3 concentraciones, para

garantizar la proporcionalidad (Figuras 20 y 21).
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Figura 20. Evaluacidén del reconocimiento de transferrina nativa y desialilada (humana y
bovina) (1049/mL) frente a la lectina SNA en concentraciones 1, 5y 10 (xg/mL).
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Figura 21. Evaluacién del reconocimiento de transferrina nativa y desialilada (humana y
bovina) (10.9/mL) frente a ECA en concentraciones 1, 2,5y 5 (xg/mL).

En la Figura 20 se observa una clara disminucion en la sefial de reconocimiento cuando
se analiza la asialotransferrina en comparacién con la transferrina nativa. Este resultado
es consistente con la especificidad de SNA, que reconoce residuos de acido sialico
terminal en glicanos, presentes en la transferrina nativa pero ausentes tras la
desialilaciéon. Este comportamiento se mantiene tanto para hTrf como para bTrf, aunque
en esta ultima los niveles de sefial fueron considerablemente mas bajos en las

condiciones evaluadas.

La Figura 21 muestra los resultados obtenidos al evaluar el reconocimiento de las
mismas glicoproteinas con la lectina ECA, la cual tiene especificidad por residuos de
galactosa terminales. En este caso, se observa un cambio inverso al detectado con SNA:
la transferrina nativa, tanto humana como bovina, presentan una sefial de reconocimiento
muy baja, mientras que las formas desialiladas muestran un nivel mas alto de sefial. En
este caso, la eliminacion previa de los residuos de acido sialico terminales deja

expuestos residuos de galactosa, que pueden ahora ser reconocidos por ECA.

Sin embargo, se observan diferencias entre la hTrf y bTrf. En el caso de bTrf (tanto nativa
como desialilada), la sefial obtenida es notoriamente menor que la de hTrf en sus

respectivas glicoisoformas, a pesar de haberse utilizado la misma concentracion
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proteica. Esto sugiere que el perfil de glicosilacion entre ambas especies no es
equivalente, bTrf podria estar menos glicosilada, o sus glicanos tener una composicion

o estructura diferente que afecta el reconocimiento por las lectinas utilizadas.

En base a estos resultados, se decidio continuar el trabajo unicamente con hTrf para los
ensayos posteriores, dado su mejor desempefio en términos de sefal y a la necesidad

de contar con un modelo que represente con mayor fidelidad la glicosilacion humana.

A continuacion se realizé un ensayo ELLA utilizando las tres glicoisoformas de hTrf
generadas y se evaluod su interaccion con las lectinas SNA, ECA, PHA-L y PSA (Figura
22).
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Figura 22. Evaluacion del reconocimiento diferencial de diversas lectinas frente a tres
glicoisoformas de transferrina humana recombinante. Transferrina nativa, transferrina
desialilada y transferrina degalactosilada en concentraciéon 10 «g/mL.

Se observa un reconocimiento diferencial de las glicoisoformas de hTrf por parte de las
lectinas, en funcidon de sus especificidades. En este caso, ECA muestra una mayor
interaccion con la hTrf desialilada, mientras que SNA presenta una interaccion mas fuerte

con la hTrf nativa. Por su parte, PHA-L, que también reconoce estructuras con galactosa,

58



RESULTADOS Y DISCUSION

exhibe mayor afinidad hacia la hTrf nativa. Finalmente, PSA reconoce residuos de
manosa (y fucosa), y su interaccion se ve inhibida en presencia de glicanos biantenarios
con GIcNAc, lo cual explicaria la disminucién en la intensidad de la sefial frente a la hTrf

degalactosilada, en la cual quedan expuestos los residuos de GIcNAc.
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5.CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se logré la producciéon de una lectina a partir de semillas de Erythrina crista-galli (ceibo
rojo), con un grado de pureza adecuada que mostré capacidad de interaccion diferencial
con transferrina humana recombinante en condiciones experimentales controladas,
evidenciando su potencial como herramienta de reconocimiento de isoformas de esta

glicoproteina.

Se realizé la biotinilacion de 6 lectinas vegetales comerciales: SNA, SBA, PSA, WGA
PHA-L y ConA y de la ECA obtenida en el laboratorio; se cuantifico el grado de
biotinilacion alcanzado en cada caso, y se las usé exitosamente en ensayos de tipo ELLA

frente a glicoproteinas modelo.

Se generaron glicoisoformas de transferrina humana recombinante mediante estrategia
quimio-enzimatica que incluy6 desialilacion quimica y posterior tratamiento con [-
galactosidasa de Aspergillus oryzae, obteniéndose patrones de glicosilacién
diferenciales que sirvieron como modelos para evaluar la especificidad de las lectinas

utilizadas.

Se disefd y optimizé un ensayo ELLA con lectinas, que permitio detectar diferencias en
la interaccidén de distintas lectinas (ECA, SNA, SBA, PSA, WGA PHA-L y ConA) con
transferrina humana recombinante y sus variantes con perfiles de glicosilacion
modificados, validando la sensibilidad del sistema para detectar alteraciones en la

glicosilacion.

Los resultados obtenidos respaldan el potencial de las lectinas como herramientas
bioquimicas complementarias en el estudio de defectos congénitos de glicosilacion
(CDG), especialmente para la caracterizacion de patrones alterados en muestras de
glicoproteinas plasmaticas, en particular la transferrina humana usada como

biomarcador.
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Como perspectivas de este trabajo, entendemos que seria relevante validar este sistema
con muestras clinicas reales de pacientes con diagnostico confirmado o sospecha de
CDG, afin de evaluar su aplicabilidad diagndstica directa y su capacidad para diferenciar
entre tipos especificos de CDG. Incluso se podria evaluar si dichas alteraciones se deben
a modificaciones en glicosilacion de transferrina, aportando al diagnostico del tipo de
CDG.

Ademas, podria ampliarse el panel de lectinas a usar en el estudio, incluyendo otras con
especificidades distintas, para obtener un perfil mas completo de reconocimiento de la
glicosilacion y eventualmente aumentar la sensibilidad del método frente a diferentes
subtipos de CDG. Para esto se propone la purificacion y caracterizacion de lectinas
obtenidas de otras variedades de plantas autoctonas, como por ejemplo el ceibo blanco
(Erythrina crista-galli var. Leucochlora Lombardo), con el fin de ampliar el repertorio de
herramientas lectinicas y evaluar posibles diferencias en especificidad entre especies o
variantes vegetales locales. En ese contexto, nuestro grupo de investigacion, ya ha
realizado estudios preliminares a partir de extractos realizados a partir de semillas de
este tipo de ceibo y fracciones parcialmente purificadas, observando presencia de
actividad lectina (Bautista, 2013).
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