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EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO EN EL LABORATORIO
DE MECANISMOS DE DEFENSA DE PLANTAS DE LA UNIDAD
DE BIOQUIMICA Y BIOTECNOLOGIA DE PLANTAS DEL
CINVESTAV IRAPUATO A CARGO DEL DR. ALEJANDRO
BLANCO LABRA Y EN EL DEPARTAMENTO DE QUIMICA DE LA
UNIVERSIDAD DE CALIFORNIA EN DAVIS, CA, EU EN
COLABORACION CON EL DR. CARLITO LEBRILLA.



RESUMEN

Las lectinas de leguminosas son glicoproteinas dependientes de cationes cuya
forma activa comunmente es tetramérica. Son biolégicamente activas en
animales y presentan actividades anticancerigenas. En nuestro laboratorio se
han observado que una fraccion semipura de lectinas de frijol Tépari (FCL)
presenta efecto citotoxico diferencial sobre células de diferentes tipos de cancer
humano. Sin embargo, los pocos datos respecto a la identidad molecular de las
proteinas con actividad biolégica y sus caracteristicas bioquimicas son
controversiales. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue purificar y
caracterizar parcialmente al menos una lectina bioactiva de frijol Tépari
(Phaseolus acutifolius). Se probaron diferentes estrategias de extraccion y
purificacion y se lograron obtener resultados reproducibles utilizando como
solvente de extraccion Tris-HCI pH 8 a 4° C, precipitacion secuencial con sulfato
de amonio al 40 y 60% de saturacion y cromatografia en columna de exclusién
de peso molecular con Sephadex G-75. Mediante este método se lograron
separar dos poblaciones de proteinas con actividad aglutinante, PA (Peso
molecular aparente de 29.8 kDa, pl 4.6 y actividad especifica de 12339 UA/mg
proteina) y PB (Peso molecular aparente de 26.1 kDa, pl 4.72 y actividad
especifica de 8226 UA/mg proteina). Posteriormente se obtuvo un pico
mayoritario de proteina de cada poblacion mediante una columna de Superosa
12HR10/30 para FPLC acoplada a HPLC. Los picos mayoritarios fueron
analizados por espectrometria de masas para proteinas y carbohidratos. Los
resultados mostraron al menos dos proteinas con alta homologia a la unica
secuencia deducida para una lectina de frijol Tépari, pero con ligeras diferencias
entre ellas mismas. El espectro de carbohidratos mostré6 que ambas proteinas
presentan el mismo tipo y cantidad de carbohidratos. El pH 6ptimo para la
recuperacion de la actividad aglutinante de PA fue de 4 a 5 y para PB fue de 6,
pero ambas poblaciones mostraron el mismo perfil de estabilidad a pH.
Asimismo, se observd que PA depende principalmente de calcio para mantener
su actividad aglutinante mientras que PB de magnesio. En resumen, fue posible
purificar y caracterizar parcialmente dos lectinas bioactivas presentes en frijol
Tépari. Futuros estudios se enfocaran en el mayor conocimiento de su identidad
molecular.

Palabras clave: Frijol Tépari, lectinas, Phaseolus acutifolius, purificacion de
proteinas.



ABSTRACT

Legume lectins are cation dependent glycoproteins whose bioactive form is
commonly tetrameric. They are biologically active in animals and exhibit
anticancer activities. In our laboratory, we have observed that a semipure fraction
from Tepary bean lectin (FCL) has differential cytotoxic effects on different types
of cancer human cells. However, the few available data regarding the molecular
identity of proteins with biological activity and its biochemical characteristics are
controversial. Therefore, the objective of this study was to purify and partially
characterize at least one bioactive lectin extracted from Tepary bean seeds.
Different strategies of extraction and purification were tested with best results
when using Tris-HCI pH 8-4 ° C as the extraction solvent, followed by sequential
precipitation with ammonium sulfate to 40 and 60% saturation and molecular
weight exclusion column chromatography with Sephadex G-75. This method
rendered two separated proteins bands with agglutination activity; PA (apparent
molecular weight of 29.8 kDa, pl 4.6 and specific activity of 12 339 AU/mg
protein) and PB (apparent molecular weight of 26.1 kDa, pl 4.72 and specific
activity of 8226 AU/mg protein). Later on one major peak was obtained from each
one, using molecular weight exclusion Superose 12HR10/30 column for FPLC
coupled to HPLC. The major peaks were analyzed by mass spectrometry for
protein and carbohydrates. The results showed at least two proteins with high
homology to the unique deduced sequence for one Tepary bean lectin but with
slight differences between them. The spectrum of carbohydrates composition
showed that both proteins exhibit the same type and quantity of carbohydrates.
The optimum pH for agglutination recovery of PA was 4-5 and 6 for PB, showing
the same pH stability profile. It was also noted that PA depends mostly on
calcium to maintain its activity while PB required magnesium. In summary, it was
possible to purify and characterize two different bioactive lectins present in
Tepary bean. Future studies will focus further on the determination of their
molecular identity.

Key words: Lectins, tepary beans, Phaseolus acutifolius, protein purification.
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INTRODUCCION

Las lectinas son un grupo de proteinas 6 glicoproteinas de origen no inmune que
comparten la propiedad de enlazarse de forma especifica y reversible a los
carbohidratos, ya sean libres o que formen parte de estructuras mas complejas.
Como caracteristica particular tienden a aglutinar a las células a las cuales se
unen y se consideran armas valiosas en el campo de la genética, la biomedicina

y la inmunologia (Castillo-Villanueva y Adbullaev, 2005).

Las lectinas de las plantas representan parte importante de glicoproteinas
biolégicamente activas y poseen actividades quimiopreventivas contra el cancer
observadas en estudios in vitro, in vivo y pruebas clinicas (Gonzalez de Mejia y
Prisecaru, 2005). Estas moléculas han sido utilizadas para la deteccién de
transformaciones malignas de células valiéndose del reconocimiento y la
aglutinacion preferencial que presentan sobre células transformadas. Se han
realizado diversas investigaciones para utilizar las lectinas y polimeros sintéticos
enlazados a ellas como agentes anticancerigenos in vivo e in vitro y se ha visto
que inhiben el crecimiento de las células tumorales, con potencial para ser
utilizadas como medicamentos para prevenir metastasis (Hernandez y col.,
1999).

En estudios recientes realizados en nuestro laboratorio se demostré que una
fraccién semipura de lectina de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) fue capaz de
reconocer a células de cancer de colon humano CaCo-2 provocando su muerte
e inhibiendo la proliferacion en funciéon de la concentracion. Este efecto fue
diferencial ya que se determind menor sensibilidad para su contraparte normal,
células IEC-18, las cuales requirieron del triple de concentracién para provocar
el mismo efecto (Lopez, 2007). Asi mismo, la misma lectina tuvo efecto sobre la
proliferacion y sobrevivencia de células cancerigenas de mama y cervix
(Yllescas, 2006; Castaneda, 2007; Castafieda-Cuevas y col., 2007).



Reynoso-Camacho y colaboradores (2003) determinaron la dosis letal media y la
toxicidad aguda de una fraccion de lectina de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius,
G-400-34) en ratones CD-1 por via intraperitoneal. En otro estudio se evaluo la
toxicidad aguda y subcrénica por via oral de la una fraccidbn concentrada en
lectina de frijol Tépari. Se observaron signos clasicos de toxicidad por lectinas en
las dosis mas altas (300 y 2000 mg/kg de peso corporal) siendo estos efectos
reversibles en el transcurso de las primeras 48 horas, no habiendo mostrado

signos de toxicidad en el estudio de la toxicidad subcrénica (Lopez, 2008).

Tomando en cuenta los resultados anteriores, resulta necesario aislar y
caracterizar bioquimica y molecularmente a la o las lectinas responsables de la
actividad biolégica contra células de cancer ya que representa un importante
potencial para convertirse en una herramienta valiosa para futuros estudios

contra cancer in vivo.



ANTECEDENTES
2.1. FRIJOL TEPARI (Phaseolus acutifolius)
2.1.1 Descripcion botanica

Dentro del grupo de las especies leguminosas, el frijol es una de las mas
importantes. El frijol comun es uno de los principales alimentos consumidos en la
dieta de los mexicanos y gran parte de América y Africa. Es una planta anual
cultivada desde zonas tropicales hasta templadas. En el Norte de México se
cultiva una variedad particular de frijol conocida como frijol Tépari, cuyo nhombre
cientifico es Phaseolus acutifolius, planta de tallo decumbente, extendido o
voluble, de 0.5 a 3 m de longitud. El haz de la hoja es liso, con nervaduras
prominentes en la parte abaxial, lanceoladas de 2 mm de longitud por 1 mm de
ancho, peciolos delgados de 2 a 10 cm de longitud, de foliolo terminal grande de
4 a 9.5 cm de longitud y de 2.2 a 5.2 cm de ancho. Presenta inflorescencias
axiales en las hojas, pedunculos delgados, la parte superior de la inflorescencia
presenta de 2 a 5 flores, bracteas y bractéolas pequefias. Flores de tamafo
medio, pediceladas blancas o violeta palido. Caliz corto de 3 a 4 mm de longitud,
ancho acampanado. Pubescencia en diente y caliz disperso y fragil. Vainas con
2 a7 semillas de 5 a 9 cm de longitud y de 8 a 13 mm de espesor. El tamafio de
la semilla varia de 6.9 a 9.8 mm de longitud y 3.8 a 6.7 mm de ancho y de 2.7 a
4.8 mm de grosor. Los colores de las flores son variables: blancas, amarillas,
café o negro azuladas a violeta oscuro, la forma de la semilla es ovalada a casi

redonda y lenticular (Figura 1) (Freeman, 1912).

Esta especie ha crecido por un largo tiempo en Mesoamérica, principalmente en
zonas desérticas o areas con un periodo largo de sequia (Gonzalez de Mejia y
col., 1989). Crece de forma silvestre en algunas regiones aridas y semiaridas del
suroeste de Estados Unidos desde la parte central del estado de Arizona (EUA)
hasta el sur de Nicaragua. Su origen se remonta a 5000 a.C., en el Valle de

Tehuacan, Puebla, lugar en donde se encontraron las semillas mas antiguas. Es



una de las cinco especies de Phaseolus domesticadas en América en tiempos
precolombinos (Debouck, 1994). El frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) esta
adaptado a condiciones aridas y semiaridas y es muy resistente a condiciones
agronomicas adversas como son las altas concentraciones de sales y poca
disponibilidad de agua, ademas presenta gran tolerancia a plagas de insectos y
microorganismos y a diversas enfermedades que normalmente afectan al frijol
comun (Thomas y Waines, 1984). El frijol Tépari se cultiva en Sonora desde
1760 aproximadamente, aunque es probable que su uso provenga desde la
época prehispanica. En la actualidad el agricultor de Sonora siembra el frijol
Tépari para consumo personal utilizando areas pequefas. Las producciones por
afno suelen ser dos y las temporadas en las que se siembra son en los meses de
febrero a abril y de junio a agosto. El suelo en el mes de junio en el desierto de
Sonora alcanza los 50° C por lo que necesitan como minimo dos lluvias de la
temporada para humedecer y enfriar el suelo lo suficiente para realizar la

siembra de Tépari (Nabhan y Teiwes , 1983).

Figura 1. Planta de frijol Tépari. (a) planta de frijol Tépari (b) hoja y vaina (c) semilla.

2.1.2 Valor nutricional del frijol Tépari.

El frijol Tépari se utiliza principalmente como alimento para humanos y animales
debido a su gran contenido proteico sin embargo, es poco consumido por lo que
su alto contenido de proteinas y carbohidratos esta subutilizado (Osman vy col.,

2003). Es considerado como una fuente importante de proteinas; a pesar de que



presenta deficiencia en aminoacidos azufrados, su contenido es ligeramente
mayor a los reportados en otras variedades de frijol cultivadas en condiciones
ecologicas menos adversas. Tiene un valor proteico promedio de 25% en base
seca y 23% en base humeda (Intriago-Ortega, 1985; Idouraine y Yensen, 1991).
La concentracion de cenizas, grasas y carbohidratos totales del frijol Tépari son
similares a otras variedades comunes del género Phaseolus. Sin embargo,
presenta compuestos antinutricios como son fitatos, lectinas e inhibidores de
proteasas que, aunque relativamente altas en el extracto crudo, desaparecen
casi del todo después de la coccion; por lo que al ser consumidos no constituyen
un riesgo para la salud (Gonzalez de Mejia y col., 1989; Idouraine y Yensen,
1991). Respecto al frijol comun, el frijol Tépari tiene concentraciones menores de
lectinas sin embargo, éstas poseen una actividad biolégica mayor (Gonzéalez de
Mejia y col., 2005).

2.2. LECTINAS

2.2.1 Definicién

Las semillas de las plantas, en especial de leguminosas, son ricas en lectinas
(Scheerens y col., 1983). Las lectinas son un grupo de proteinas o glicoproteinas
de origen no inmune, variables en su secuencia de aminoacidos y estructura.
Estas proteinas poseen al menos un dominio no catalitico que se une a
monosacaridos y oligosacaridos especifica y reversiblemente y precipitan
algunos polisacaridos y glicoproteinas de manera especifica (Goldstein y col.,
1980; Peumans y Van Damme 1995; Sharon, 1996).

Las lectinas pueden aglutinar células mostrando un alto grado de especificidad
por eritrocitos humanos de grupos sanguineos especificos, asi como por
eritrocitos de diferentes especies animales (Boyd y Sharpleigh, 1954). Se ha
propuesto que el término lectina se utilice genéricamente para definir a todas las

proteinas que se ligan especificamente a azucares, designandolas como



fitolectinas, zoolectinas o micolectinas, dependiendo de su origen (Sharon y Lis,
1972; Liener, 1976; Sharon, 1996; Wang y col., 2002).

La aglutinacion de células consiste en la agregacion sistematica de células
mediada por macromoléculas especificas (anticuerpos o lectinas) que reconocen
estructuras moleculares sobre la superficie celular (Figura 2). Este proceso
depende del numero de determinantes antigénicos y de su localizacion en la
célula, asi como del tipo de macromolécula y del medio de reaccion (Rodriguez
y col., 2004)

Figura 2. Aglutinacion de eritocitos por lectinas. Imagenes con un aumento de 100X
mostrando tres situaciones diferentes debido al efecto de las lectinas sobre glébulos
rojos en donde (a) aglutinado, (b) moderadamente aglutinado, (c) no aglutinado
(Rodriguez y col., 2004).

Sharon (1996) agrupo a las lectinas en distintas familias de proteinas homélogas
que comparten propiedades estructurales comunes. La familia mas grande y
mejor caracterizada es la de las leguminosas, mientras que las lectinas de
cereales forman una familia mas pequefa. Los otros dos tipos de lectinas son
los de origen animal. Peumans y Van Damme (1995) clasificaron a las lectinas

segun su estructura en tres tipos principales:



1. Merolectinas: son proteinas pequenas que poseen exclusivamente un dominio
de union a carbohidratos. Debido a su naturaleza monovalente no pueden

precipitar glicoconjugados o aglutinar células

2. Hololectinas: poseen dos o mas dominios de unidn a carbohidratos idénticos u
homodlogos. Este grupo incluye todas las lectinas con multiples sitios de unidn,
las cuales tienen la capacidad de aglutinar células o precipitar glicoconjugados.
La mayoria de las lectinas de plantas conocidas son hololectinas, debido a que

ellas se comportan como hemaglutininas.

3. Quimerolectinas: son proteinas de fusion que poseen un dominio de unién a
carbohidratos y un dominio con actividad catalitica u otra actividad biolégica que
actua independientemente del dominio de unidén a carbohidratos. Dependiendo
del numero de sitios de union al azucar las quimerolectinas se comportan como

merolectinas u hololectinas.

Posteriormente, Weis y Drickamer (1996) clasificaron a las lectinas en cinco

grupos principales:

e Dependientes de Ca** o tipo C.

e Galectinas, unidas a galactosa.

e Tipo P, receptores de manosa 6-fosfato.

e Tipo I, que incluyen las sialoadhesinas y otras proteinas de union a
carbohidratos relacionadas con las inmunoglobulinas.

e Tipo L, relacionadas en secuencia a las lectinas de las leguminosas.
2.2.2 Lectinas vegetales

Las lectinas vegetales suelen clasificarse de varias maneras, por ejemplo: la
especificidad hacia el monosacarido que inhibe su actividad hemaglutinante
(Tabla 1) y hacia las estructuras oligosacaridicas que reconocen. Se clasifican
en lectinas que reconocen N-glicanos, que son oligosacaridos unidos a un

residuo de asparagina en las proteinas mediante una N-acetilglucosamina y



lectinas que reconocen a los O-glicanos, que son oligosacaridos unidos a un
residuo de serina o treonina en las proteinas mediante una N-

acetilgalactosamina (Hernandez y col., 2005).

Tabla 1. Lectinas vegetales utilizadas para el estudio de glicoproteinas y su
clasificacion segun su especificidad hacia monosacaridos.

Monosacéarido Lectina Abreviatura
a-D-manosa. & -D-alucosa Canavalia ensiformis, ConA
’ 9 Lens culinaris. LCA
Ricinus communis RCA
: . Glycine max SBA
a -galactosa, N-acetil- a -D-galactosamina Arachis hypogaea PNA
Amaranthus leucocarpus. ALL
N-acetil- a -D-glucosamina Triticum vulgare WGA
o -D-fucosa Lotus tetragonolobus. LTA
Ulex europeus. UEA
a -N-acetilneuraminico Limulus polyphemus. LPA

(Hernandez y col., 2005).

Las lectinas en las plantas se encuentran en mayor concentracién en las
semillas y tejidos de almacenamiento, constituyendo entre el 2 al 10% del total
de las proteinas, principalmente en las semillas de leguminosas. Estas proteinas
en semillas se localizan principalmente en los cuerpos proteicos de las células
de los cotiledones y en menor cantidad en hojas, raices y tallos, lo cual sugiere
que las lectinas juegan un papel fisioldgico importante en las plantas (Liener,
1976; Etzler, 1985; Chrispeels y Raikhel, 1991). Probablemente las lectinas son
sintetizadas en las hojas e, inmediatamente, transferidas a las semillas durante
el desarrollo y diferenciacién de los embriones debido a que la proporcion de
lectinas en las hojas maduras disminuye rapidamente al incrementar su
concentracion en el citoplasma de los cotiledones y los embriones. Cuando la

semilla germina, hay una disminucidn progresiva del contenido de lectinas
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proporcional a la pérdida de proteinas de reserva (Mialonier y col., 1973;

Pueppke y Bauer, 1978).

Estructuralmente existen caracteristicas comunes entre las lectinas de una
familia determinada, lo que ha permitido el estudio de la interaccién lectina-
carbohidrato. Makela (1957) propuso una clasificacion en base a la estructura
molecular de lectinas vegetales, la cual tiende a reemplazar a la clasificacidon
basada en la especificidad y en la cual se pueden distinguir seis familias de

lectinas.

1. Lectinas aisladas de leguminosas. Es la familia de lectinas vegetales mas
estudiada, generalmente se encuentran constituidas por dos o cuatro
subunidades idénticas de 25 a 30 kDa. Cada una de las sub-unidades contiene
un sitio de unién para iones metalicos Ca®*, Mn** y Mg®". Una subunidad
contiene aproximadamente 250 aminoacidos y presenta una gran homologia con
las otras subunidades. Esta constituida por doce hojas [ antiparalelas
conectadas entre si mediante a-hélices, o que genera una estructura aplanada
en forma de domo (Figura 3-1), cuatro hélices localizados en la parte superior

del mondmero forman el sitio de reconocimiento a carbohidratos.

2. Lectinas con dominios tipo heveina o especificas de quitina. Los miembros de
esta familia generalmente presentan dos subunidades idénticas, ricas en
cisteinas contrariamente a las lectinas de leguminosas. Una subunidad esta
constituida por cuatro dominios tipo heveina, conteniendo cuatro puentes
disulfuros, lo cual origina que no existan estructuras secundarias regulares a
excepcion de una pequefa @ hélice de cinco residuos, cada dominio presenta un
sitio de reconocimiento a carbohidrato, que no necesita la presencia de iones

metalicos (Figura 3-2).

3. Lectinas aisladas de monocotiledoneas especificas de manosa. A este grupo
de lectinas pertenecen las de orquideas, ajo y amarilis, con secuencias de

aminoacidos altamente conservadas. Estas lectinas son tetraméricas, cada



mondmero tiene un peso molecular de 12 kDa, asi como una secuencia de 36
aminoacidos repetidas tres veces. El sitio de reconocimiento a carbohidrato esta
constituido por cuatro hojas 3 antiparelelas unidas entre si por giros (Figura 3-3).
El conjunto se asocia de manera que forma una corona aplanada, dejando

aparecer un gran tunel central.

4. Lectinas en forma de prisma [ o del tipo jacalina. En este grupo, se
encuentran lectinas vegetales, que presentan estructuras tridimensionales muy
similares a la de Artocarpus integrifolia (jacalina). Son lectinas tetraméricas
glicosiladas, donde cada sub-unidad contiene una cadena pesada (a) y una
cadena ligera (B), y esta constituida por tres hojas B antiparalelas arregladas a

manera de un prisma triangular (Figura 3-4).

5. Lectinas relacionadas con proteinas inactivadoras de ribosomas. Estas
proteinas forman parte de los venenos mas téxicos. Su estructura molecular es
compleja. Estan constituidas por dos cadenas, la A y B, las cuales son diferentes
y se encuentran unidas por dos puentes disulfuro. La cadena A es la
responsable de la toxicidad (actividad de N-glicosidasa sobre el ribosoma que
inactiva la traduccién), mientras que la cadena 3 posee la actividad de lectina. La
cadena 3 esta constituida por dos dominios que presentan cuatro sub-unidades,

las cuales contienen a-hélices y hojas B (Figura 3-5).

6.-Lectinas tipo amaranto. Dentro de este grupo se encuentran lectinas
provenientes de distintas especies de amaranto, entre las que destacan
Amaranthus caudatus y Amaranthus leucocarpus. Cada proteina se encuentra
formada por dos mondmeros en los que existen dos dominios N y C, unidos por
una pequefia hélice 10°, cada dominio muestra una conformacién de trébol B
semejante a la conformacién observada en la cadena B de la lectina de Ricinus

communis (Figura 3-6).
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FIGURA 3. Representacién esquemaética de las estructuras tridimensionales en
lectinas vegetales. Lectinas aisladas de leguminosas (1) con su sitio de unién al
carbohidrato (*), lectinas con dominio tipo heveina, en donde cada uno de los dominios
son representados con letras de la A-D, mismos que tienen un sitio de reconocimiento a
carbohidrato (2), lectinas aisladas de monocotiledéneas, especificas de manosa (3),
lectinas con estructura tipo prisma B (4), lectinas relacionadas con proteinas
inactivadoras de ribosomas (5), lectinas tipo amaranto (6) (Rudiger y Rouge, 1998).
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2.2.3 Lectinas de leguminosas.
a) Estructura.

La mayoria de las lectinas de leguminosas presentes en la planta contienen al
menos un grupo N-Glicano. Por ejemplo, la Concanavalina A que se obtiene de
Cannavalia enzyformis actua uniéndose a restos de a-D-glucosa y a-D-manosa.
Las lectinas de leguminosas son el unico grupo de lectinas que contienen
cationes divalentes con sitio especifico para ligar metal, los cuales son
esenciales para la unién de carbohidratos. Los promotores de las lectinas de
leguminosas, consisten de una o dos cadenas. Estan constituidas de una hoja 8
de 7 curvas (parte frontal) y una hoja B plana de seis (parte trasera),
interconectadas por vueltas y lazos para formar una estructura tridimensional
(Figura 4). La orientacion de las lineas antiparalelas de las hojas B le
proporciona una estructura rigida y fuerte que puede explicar la extrema
resistencia de las lectinas de leguminosas al ataque proteolitico enzimatico por
lo que son resistentes a la digestion por las enzimas de los mamiferos vy
sobreviven al paso a través del tracto digestivo (Lis y Sharon, 1998; Rhodes,
1999).

C—tarminal

Figura 4. Estructura de la Concanavalina A. La Concanavalina A es una lectina
obtenida de Cannavalia enzyformis, se presenta como un dimero con dos regiones
opuestas para el sitio de union a carbohidratos (http:// www.juliet. med.jhmi.edu).
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b) Toxicidad y efecto antinutricio.

Las lectinas de los alimentos son capaces de sobrevivir al paso a través del
tracto gastrointestinal para ejercer su actividad biolégica. Estas proteinas
presentan alta resistencia a la digestidon por las enzimas proteoliticas de los
mamiferos ya que tienen union efectiva con los receptores de superficie de las

células epiteliales del intestino (Rhodes, 1999; Lajolo y Genovese, 2002).

Estudios realizados en ratas muestran que, aproximadamente, un 8% de la
aglutinina de soya intacta permanecié en su forma libre, ademas de la cantidad
ligada al epitelio (Lajolo y Genovese, 2002). En otro estudio se observo que la
mayor parte de la lectina del frijol Kintoki, administrada a ratones mediante
canula de intubacion gastrica, se encontré en el tracto digestivo a niveles de
88.7%, 99.4%, 99.5% y 78.6% después de 0.5, 2, 5 y 24 h posteriores a la
intubacién, respectivamente (Hara y col., 1984). La concanavalina A fue
recuperada en cantidades significativas sin presentar alteraciones en el
contenido fecal de ratas 4 h después de su administracién oral. De las heces se
recupero el 90% 4 dias posterior a la administracion de la misma, indicando que
dicha lectina es estable durante su paso por el tracto gastrointestinal (Nakata y
Kimura, 1985).

Las lectinas se unen el epitelio intestinal de las ratas e interfieren con la
absorcion de nutrientes (Lajolo y Genovese, 2002). Al incluirlas en una dieta de
0.73 mg/g de alimento, las lectinas de soya mostraron una reduccion en la
retencion del nitrégeno y un aumento de la excrecion de nitrogeno a traveés de la
orina, indicando interferencia con el metabolismo de la proteina (Czerwinski y
col., 2005). Ademas, las lectinas de la soya reducen la produccion de insulina de
las ratas a las que se les dan dosis orales mayores a 0.02 g/kg de peso corporal
(Pusztai y Bardocz, 1996).
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c) Inactivacion.

Debido a su naturaleza proteica, las lectinas son inactivadas bajo ciertas
condiciones debido a desnaturalizacion irreversible. Para el consumo como
alimento, las leguminosas son tratadas mediante calor, asi estos factores
antinutricionales se inactivan debido a la termolabilidad de las lectinas (Lajolo y
Genovese, 2002). Sin embargo, se puede encontrar alguna actividad residual
cuando no son tratadas con métodos de coccidn adecuados y cuando los
tiempos a los que se someten son cortos (Lajolo y Genovese, 2002; Gonzalez
de Mejia y Prisecaru, 2005). La toxicidad de las lectinas de frijol es inactivada
mediante el cocimiento por al menos 15 min a presion atmosférica o por 7.5 min
bajo presion. Se ha reportado una completa inactivacion en la toxicidad de la
lectina de soya mediante tratamiento de calor a 100° C durante 10 min. Por lo
tanto, aparentemente no existe actividad residual en las leguminosas al ser

cocidas de manera adecuada (Lajolo y Genevese, 2002).

El autoclave ha demostrado ser de gran ayuda en mantener los valores nutritivos
de las leguminosas, su efecto probablemente esta relacionado con la
destrucciéon de las hemaglutininas toxicas y otros factores inhibidores del
crecimiento. El uso del autoclave durante 5 min a una temperatura de 92° C es
suficiente para eliminar la actividad de hemaglutinacion en el caso del frijol navy
(Gonzalez de Mejia y Prisecaru, 2005). Sin embargo, para una completa
eliminacién de la toxicidad del frijol rojo y silvestre, se requiere remojarlos
previamente. Se ha encontrado que el calor seco es menos efectivo, 30 minutos
de calor seco tienen poco efecto sobre la actividad de la hemaglutinina de
ciertas variedades de P. vulgaris, detectandose actividad aun después de 18 h
de calor (Tareq al-Ati, 2001). El uso del horno de microondas convencional no es
un método efectivo para la inactivacion de la toxicidad de lectinas, el calor del
microondas destruye adecuadamente las hemaglutininnas y los inhibidores de
tripsina en la mayoria de granos de leguminosas, pero esto no sucede en el

caso del frijol comun (Gonzalez de Mejia y Prisecaru, 2005).
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d) Funcién biolégica.

Entre las funciones fisiologicas atribuidas a las lectinas en leguminosas se
encuentra el reconocimiento de las bacterias fijadoras de nitrégeno en la
superficie de las raices antes de la nodulacion (Janzen y col., 1976; Chrispeels y
Raikhel, 1991). Se ha sugerido que la funcion mas importante de las lectinas es
la defensa de la planta contra sus predadores. La interaccién de las lectinas
presentes en las vacuolas con otras sustancias dentro y fuera de las células se
debe a que, cuando las semillas secas absorben agua, las proteinas presentes
en las vacuolas, especialmente las lectinas, son liberadas y forman una solucién
con el agua adsorbida. Esto trae como consecuencia la presencia de las lectinas
en las cercanias de la semilla en germinacion, donde pueden interaccionar con
microorganismos, tanto benéficos como patdégenos. Por otra parte, cuando la
semilla u otros 6rganos de la planta son consumidos por los fitéfagos, las
lectinas pueden salir de las estructuras celulares dafadas y entrar en contacto
con las glicoproteinas que se encuentran en el tracto intestinal de los fit6fagos

inhibiendo la absorcién de nutrientes (Chrispeels y Raikhel, 1991).

En las membranas de células animales, los carbohidratos sirven como sefiales
de reconocimiento para proteinas receptoras (como el caso de las lectinas) en
innumerables procesos biologicos, tanto normales como patologicos. Al mismo
tiempo, el reconocimiento de carbohidratos por lectinas es central en numerosos
mecanismos de defensa del organismo, como la respuesta inmune y la
inflamacion. Ademas, son fundamentales en los procesos de fecundacion y
desarrollo embrionario, asi como en el desarrollo neuronal. La estructura de los
carbohidratos de la superficie celular y su reconocimiento por lectinas sufre
profundas alteraciones dependiendo del estado de desarrollo 0 en numerosas

patologias, como por ejemplo, el cancer (http://www.igfr.csic.es/Mabio).

En diversas especies animales se han reportado evidencias de lectinas que
participan en fendmenos tales como el reconocimiento y la eliminacién de

glicoproteinas del sistema circulatorio, asi como de células envejecidas, células
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tumorales y microorganismos, mediante un proceso en el que se marca a un
patdgeno para su ingestion y destruccion (proceso de opsonizacion) y la
participacion de células con actividad fagocitica. También participan en procesos
de reconocimiento que permiten la diferenciacion celular, la organogénesis, la
migracion de linfocitos y como factores determinantes en la metastasis
(Barondes, 1981; Gallily y col., 1984; Sharon, 1984; Merrit y col., 1994).

Se ha propuesto su utilizacion como auxiliares en el transplante de médula 6sea
de pacientes con inmunodeficiencias severas. La actividad mitogénica de
algunas lectinas ha sido muy importante para el analisis de los eventos
bioquimicos que se desarrollan durante la estimulacion de los linfocitos in vivo y
son aplicadas en la valoracion de la actividad celular de diferentes
enfermedades infecciosas. Las lectinas también han sido empleadas en la
separacion de poblaciones celulares (Lis y Sharon, 1986). Las interacciones
entre proteinas y glicanos juegan un papel fundamental en numerosos eventos
de la regulacion de la fisiologia del sistema inmune, como maduracion timica,
activacion, migracion y apoptosis de células T. Los carbohidratos son capaces
de modular la fisiologia linfocitaria a través de la interaccion especifica con
lectinas enddégenas como selectinas y galectinas. Estas lectinas enddgenas son
capaces de reconocer estructuras sacaridicas localizadas en glicoproteinas de la
superficie celular y regular procesos tan diversos como proliferacion,
diferenciacion y ciclo celular. Existen diversos niveles de control de la interaccién
entre lectinas y azucares; por ejemplo la expresidén regulada de estas lectinas
durante el desarrollo de una respuesta inmune y la regulacion espacio-temporal
de la actividad de glicosiltranferasas y glicosidasas, cuya funcion es crear y
modificar los azucares especificos para estas lectinas. Hay evidencias de que la
expresion y actividad de estas enzimas se regulan en forma positiva o negativa
durante diferentes eventos del desarrollo, ejecucion y finalizacién de la

respuesta inmune (Toscano y col., 2006).

La activacion de linfocitos T es un evento esencial en la iniciacion de una

respuesta inmune adaptativa. Las lectinas vegetales fitohemaglutinina (PHA) y
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concanavalina A (Con A) constituyen una herramienta de uso cotidiano en
numerosos laboratorios de investigacion en inmunologia. Estas proteinas son
ampliamente reconocidas por su capacidad de activar linfocitos y promover su
proliferacion a través de la interaccion con residuos sacaridicos presentes en
numerosas glicoproteinas de membrana, incluyendo aquéllas involucradas en la
sinapsis inmunoldgica. En este sentido, la amplia utilizacion de estas proteinas
refleja la importancia de las interacciones entre proteinas y carbohidratos en el

fendmeno de activacion linfocitaria (Toscano y col., 2006).

e) Identificacion y reconocimiento especifico

El empleo de lectinas vegetales para el estudio de las interacciones proteina-
carbohidratos ha puesto en evidencia muchos mecanismos de interaccion
molecular como es el caso del reconocimiento de receptores glicosilados en la
superficie celular. Un ejemplo de la participacion de los oligosacaridos es la
regulacion que ejercen sobre el crecimiento celular, donde las modificaciones en
las estructuras oligosacaridicas de proteinas de membrana se han asociado con
la capacidad de las células para invadir y colonizar otros tejidos. (Hernandez y
col., 2005). De igual forma, estas proteinas inmovilizadas en un soporte inerte
son utilizadas para purificar macromoléculas que contienen carbohidratos, por
ejemplo glicoproteinas, enzimas, hormonas y diversos receptores de membrana,

entre los que destaca el receptor para la insulina (Lis y Sharon, 1986).

La gran importancia de las lectinas se debe fundamentalmente a sus
propiedades bioldgicas como la interaccion con grupos sanguineos especificos,
aglutinacion de linfocitos eritrocitos, espermatozoides, plaquetas, bacterias vy
células tumorales. Las lectinas de plantas pueden distinguir entre células
normales y células malignas debido a que se producen diferencias significativas
en la superficie de las células cancerigenas (Aub y col., 1963). Debido a sus
propiedades especificas, las lectinas se han utilizado como herramientas en la

bioquimica, biologia celular, inmunologia, genética y biomedicina con propdsitos
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analiticos y preparativos, asi como para el diagnostico y terapia en el cancer
(Hernandez y col., 1999; Guillot y col., 2004; Sharon y Lis, 2004).

Los glicoconjugados de las superficies celulares son conocidos por su
desempeno importante en las interacciones célula-célula, tales como el
reconocimiento, la comunicacién y adhesion (Kobata, 1998; Gabius, 2001).
Tales interacciones son también importantes en la tumorogénesis, progresion
del tumor y metastasis (Gabius y Gabius, 1997; Kannagi y col., 2004). Durante la
diferenciacion celular y la transformacion maligna, la biosintesis de las cadenas
de oligosacaridos de glicoproteinas esta frecuentemente alterada y esta
alteracion puede ser detectada por las lectinas (Dabelsteen, 1996; Fan y col.,
2004). Estudios sobre membrana han informado el uso de lectinas para estudiar
cambios estructurales en los glicoconjugados presentes en las superficies
celulares. También se emplean para la deteccion de transformaciones malignas
de células a través de la aglutinacion preferencial que muestran las lectinas con
las células transformadas (Hernandez y col., 1999). Muchas de las anomalias en
las glicosilaciones encontradas en el cancer de colon correlacionan con su

potencial invasivo y su pronostico (Rhodes, 1999).
2.2.4 Lectinas y cancer

Los trabajos reportados utilizando diferentes lectinas de plantas en casos de
cancer in vivo (Tabla 2) e in vitro (Tabla 3) permiten avanzar en el conocimiento
de los mecanismos de accion de estas proteinas, los cuales dependen de
diferentes factores como pueden ser el origen celular, clase de tumor y
concentracion de lectina. Se han realizado investigaciones para utilizar las
lectinas y polimeros sintéticos enlazados a ellas como agentes
anticarcinogénicos in vivo e in vitro. Se ha visto que inhiben el crecimiento de las
células tumorales y también se han utilizado como medicamentos para prevenir

metastasis (Hernandez y col., 1999).
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Tabla 2. Mecanismos de accién de las lectinas de plantas en diferentes células
malignas in vivo.

Lectina Mecanismo de accion Tipo
PHA Inhibicién del crecimiento de . s .
(Phaseolus fumores Linfomas asciticos murinos
vulgaris)
SBA Fortalecimiento del sistema inmune . iy .
(Glycine max) del huésped Linfomas asciticos murinos
TMA Lyl D . .
(Triholoma Inhibicion del tumor y prolongacion Células de sarcoma 180
. de la vida de los animales (ratén)
mongolicum)
GS-1
e . - 3lul iti Ehrlich
(Griffonia Inhibicién del crecimiento de tumor Células a(?;gie)as ric
simplicifolia )
Inhibicion del crecimiento de
VCA , . - .
(Viscum album, L tumores y metastasis por el Ratén inoculado con células
coloratum) ’ incremento de la apoptosis y la de melanoma B16-BL6
inhibicion de la angiogénesis
KML-C Actividad inmunomoduladora para

(Korean mistleotoe;
Viscum album
coloratum)

fortalecer el sistema de defensa del
huésped, efecto en metastasis
asociado a muerte natural y
macrofagos

Melanoma murino,
carcinoma de colon y
linfoma

ML-I
(Viscum album)

Efecto antitumoral con reduccion
del crecimiento del linfoma
trasplantado

Ratén con tumores de
linfoma no-Hodgkin

(Castillo-Villanueva y Abdulaiev, 2005).

Jordinson y colaboradores (1999) reportaron que la lectina de frijol inhibe la

proliferacion sin una aparente citotoxicidad y estimula la diferenciacion y la

sintesis de proteinas. Rhodes (1999) informo que las lectinas son abundantes en

frutas y vegetales y que la ingesta de estos alimentos protege contra el cancer

de colon, reportando que algunos de los efectos toxicos de las lectinas son

dependientes de su interaccion con la flora intestinal y que las lectinas de la

dieta pueden ser internalizadas y circular intactas en la sangre periférica.
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Tabla 3. Mecanismos de accién de las lectinas de plantas en diferentes células
malignas in vitro.

Lectina Mecanismo de accion Linea celular Tipo
PHA-L Inh|blc(::lglr:“c:ralac;?tc:;nlento LoVo, HCT-15, Cancer colorrectal
(Phaseolus vulgaris) . SW837 humano
concentraciones
Con A Inhlblcgglrlzlzflac:g?ento LoVo, HCT-15, Cancer colorrectal
(Concavalina A) . SW837 humano
concentraciones
WGA Inhlbl(g;)lzlztrelac;elt(:;mento LoVo, HCT-15, Cancer colorrectal
(Triticum vulgare) SW837 humano

concentraciones

DSA
(Datura stramonium)

Induccion de diferenciacion
irreversible e inhibicion de
proliferacién celular

C6 glioma, U251,
SNB-75, SNB-78.

Glioma de rata,
tumor de cerebro
humano

Inhibicion del crecimiento Molt-4 T linfoblastico
dosis-dependiente humano agudo
Inhibicion de proliferacion B16-BL6 Melanoma
dosis. dependiente, con metastatico
induccion de apoptosis
VCA
(Viscum album, L Induccién de apoptosis a HL-60 Leucemia
coloratum) través de la activacion de promieloide aguda
caspasa 3
Inhibicién de la telomerasa SK-Hep-1, Hep3B Hepatocarcinoma
humano
Induccién de apoptosis por
la defosforilacion de Akt A253 Cancer humano
ML-I L . Jurkat T-cell, BJAB .
(Viscum album) Induccién de apoptosis B-cell Leucemia humana
Inhibicion de la
proliferacion, internalizacion .
ABL y bloqueo de la importacion HT29 Adenocarcinoma de

(Agaricus bisporus)

de proteinas nucleares
dependientes de NLS.

colon humano

Inhibiciéon de proliferacion

VFA no asociado a citotoxicidad, | LS174T, SW1222 y Cancer de colon
(Vicia faba) posible interaccion con HT29 humano
moléculas de adhesion.
HelLa, SW480,
AAL Induccién de apoptosis con SCG-7901, Canceres humanos
(Agrocybe aegerita) actividad de ADNasa MGC80-3, BGC- y sarcoma de raton

823, HL-60, S-180
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Estudios en animales de laboratorio han mostrado que las lectinas ingeridas
tienen un intervalo muy amplio de efectos que pueden ser relevantes en
enfermedades humanas. Algunas observaciones sugieren que las lectinas que
presentan efectos de crecimiento-promocion sobre el intestino pueden tener
aplicaciones interesantes en la formulacién de nuevos tratamientos del cancer.
Estos incluyen cambios en la diferenciacion, asi como en la proliferacién de
células intestinales y coldnicas. El crecimiento de células tumorales implantadas
se puede afectar por la ingestion de lectinas. Ademas, las lectinas de la dieta
pueden afectar la flora intestinal, poseen potente actividad antimetastasica y

tienen un perfil toxicoldgico favorable (Gonzalez de Mejia y Prisecaru, 2005).

2.3 Lectinas de frijol Tépari

a) Toxicidad in vivo

Se ha determinado la toxicidad aguda de la lectina de frijol del tépari (Phaseolus
acutifolius, G-400-34) en ratones CD-1 por via intraperitoneal. La DLs, fue 1100
mg/kg para machos y 1120 mg/kg para hembras. El peso de los animales
disminuy6 en una manera dependiente a la dosis. Los cambios anatomicos mas
importantes producidos por la lectina de frijol Tépari se presentaron en el timo y
el bazo. El timo mostré atrofia lo que se manifestdé en una disminucién
significativa en el peso del érgano, especialmente en los ratones hembras. Esto
podria deberse al estrés sobre el sistema inmune provocado por la lectina,
mientras que el bazo presenté un incremento significativo en el peso y esto
podria ser debido a un efecto sobre la proliferacion de linfocitos. La
concentracion mas alta por gramo de tejido fue encontrada en bazo, seguido de
pulmones, rifiones, corazon, higado y timo. Como resultado de este estudio se
determind que la lectina de frijol Tépari presentd baja toxicidad en las
condiciones probadas, lo que sugiere que esta lectina podria evaluarse en

estudios contra cancer (Reynoso-Camacho, y col., 2003).
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Ademas se ha evaluado la toxicidad aguda y subcrénica de la lectina de frijol
Tépari administrada por via intragastrica y se observd que no provoca toxicidad
a ratas Sprague Dawley. En el estudio de la toxicidad aguda se observaron
signos clasicos de toxicidad por lectinas con las dosis mas altas probadas (300 y
2000 mg/kg de peso corporal), tales como diarrea, piloereccién y aletargamiento,
con total recuperacion después de 48 h. No se observaron alteraciones
histopatolégicas en colon, intestino delgado, estdmago, higado, rifiones,
corazén, pulmones, timo y bazo. La dosis de 50 mg/kg de peso mostrd efecto
positivo sobre el numero de leucocitos, por lo que se utilizé dicha dosis para el
estudio de toxicidad subcrénica, en el que tampoco se observaron alteraciones
(Lépez, 2008; Lopez-Sanchez y col., 2010). Resultados recientes obtenidos en
nuestro laboratorio sugieren que lectinas de frijol Tépari resisten a la digestion ya
que se encuentra actividad aglutinante en heces de ratas 24 y 72 horas
posteriores a la administracion de una dosis de 50 mg de una fraccién

concentrada en lectinas/kg de peso (Garcia-Gasca, datos no publicados).
b) Efecto citotéxico

En un estudio realizado con lectinas obtenidas de frijol Tépari se mostré un
efecto inhibitorio sobre la proliferacion de las células cancerosas SW 480. La
inhibicion continué aun después de 48 horas de que las células fueron
expuestas a la lectina; asi mismo se observé un efecto inhibitorio sobre la
capacidad de formar colonias (Valadez-Vega y col., 2007). Los estudios con
lectinas de frijol Tépari han demostrado que poseen un efecto citotoxico
diferencial sobre células normales y cancerigenas en funcion de las
concentraciones utilizadas. Hernandez-Rivera y colaboradores (2007) mostraron
que una fraccidon semipura de lectinas de frijol Tépari obtenida mediante
cromatografia de exclusion de peso molecular es capaz de inhibir el crecimiento
de células transformadas de ratén 3T3/v-mos, en funcién de la concentracion y
de forma diferencial con respecto a su contra parte normal. Dicha fraccion ha

mostrado que el efecto sobre la muerte de células de cancer de colon HT-29 no
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se encuentra relacionado con necrosis y se ha observado activacion de caspasa

3, lo que sugiere un mecanismo apoptético (Angeles, 2010).

Una fraccion de lectina de frijol Tépari obtenida mediante cromatografia de
exclusién de peso molecular y posteriormente por cromatografia de intercambio
idnico mostré capacidad de afectar de manera diferencial la sobrevivencia de
células de cancer humano. Las células mas sensibles al efecto citotoxico de esta
lectina fueron las células de cancer de colon CaCo2 y de cancer de mama
glandular MCF-7. La lectina mostré un efecto diferencial entre células CaCo-2 y
células de ileon normales IEC-18 (Yllescas, 2006; Castafieda, 2007; Castaneda-

Cuevas y col., 2007; Lopez, 2007; Lopez-Sanchez y col., 2010).
d) Purificacion y caracterizacion de lectinas de frijol Tépari

Debido a la importancia del potencial efecto anticancerigeno que presentan las
lectinas, existe gran interés en la caracterizacién bioquimica de estas moléculas.
Una de las técnicas mas utilizadas para la purificacién de las lectinas ha sido la
cromatografia de afinidad que se basa en el reconocimiento de oligosacaridos,

los cuales permiten la separacion de lectinas.

Diferentes grupos de investigacion han trabajado en la purificacion de lectinas de
leguminosas. En el caso de las lectinas de frijol Tépari, se han basado en la
utilizacién de diferentes métodos cromatograficos, particularmente cromatografia
de afinidad. Pusztai y colaboradores (1987) aislaron y caracterizaron
parcialmente lectinas de este frijol usando una columna de fetuina-sepharosa 4B
y reportaron la presencia de dos isoformas: leucoaglutinina (PAL) con cuatro
subunidades de peso molecular aproximado de 29 kDa y eritroaglutinina (PHA)
con cuatro subunidades de peso molecular aproximado de 28 kDa. Vargas-
Abores y colaboradores (1987) purificaron las lectinas del Tépari usando una
columna de estroma-sefadex y encontraron cuatro subunidades con peso
molecular aproximado de 21 kDa, también reportaron que el 7.4% del peso total

son carbohidratos. Posteriormente, Pratt y colaboradores (1990) reportaron
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cuatro isolectinas con peso molecular aparente de 30 kDa cada una al
purificarlas con cromatografia de intercambio iénico y HPLC. Reynoso-Camacho
y colaboradores (2003) reportaron la purificacién de lectinas de frijol Tépari
utilizando cromatografia de afinidad con fetuina-agarosa. Reportaron que la
lectina de frijol Tépari es un tetramero con un peso molecular de alrededor de
120 kDa cuyas subunidades estan en un rango de 34-40 kDa. Castillo-Villanueva
y colaboradores (2007) purificaron dicha lectina por cromatografia de afinidad
usando una columna con membranas de eritrocitos humanos de tipo sanguineo
O. Reportaron la presencia de un tetramero con peso molecular aproximado de
121 kDa, cada subunidad con peso molecular aparente de 30 kDa con una
composicion de azucares del 10% del peso total al purificarlas por cromatografia
de intercambio i6nico. Ademas encontraron cuatro isolectinas con idénticos
aminoacidos terminales (ANDLSFNFQRFNETN) y describieron que la lectina no
se inhibe por azucares simples sin embargo, mostré especificidad a galactosa y
no presenta especificidad diferencial por eritrocitos de diferentes tipos humanos.
Por otro lado, Mirkov y colaboradores (1994) dedujeron una secuencia para la
proteina de la lectina de frijol Tépari a partir del estudio de genes para
glicoproteinas filogenéticamene emparentadas. Hasta ahora no se han

secuenciado proteinas o genes funcionales para lectinas de frijol Tépari

En nuestro laboratorio se ha obtenido una fraccion semipura de lectinas de frijol
Tépari mediante cromatografia de exclusiéon molecular (FCL) (Garcia, 2002) y
posteriormente Lépez (2007) avanzd en la purificacion de una lectina de frijol
Tépari mediante cromatografia de intercambio i6nico. Como resultado de este
estudio se encontré que dicha lectina mostré un peso molecular aparente de 34
kDa. Sin embargo, no fue posible purificarla mediante cromatografia de afinidad
como reportaron Pusztai y colaboradores (1987) y Reynoso y colaboradores
(2003) y el procedimiento de cromatografia por intercambio ibnico mermo la
actividad aglutinante hasta en un 80%. Los resultados disponibles hasta ahora
son inconsistentes y no muestran claramente las caracteristicas y la identidad de

la lectina citotoxica de frijol Tépari.
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I1l. JUSTIFICACION

Actualmente no se cuenta con informacién concluyente acerca de la identidad y
caracteristicas de la fraccion semipura de la lectina de frijol Tépari que presenta
efecto citotoxico sobre células de cancer humano. Se han reportado diferentes
estudios en donde caracterizan parcialmente algunas lectinas de frijol Tépari sin
embargo, la informacion obtenida muestra diferencias importantes en las lectinas
estudiadas con respecto a la estudiada en nuestro laboratorio. Es necesario
contar con un método bien definido que permita obtener una a forma pura de
lectina funcional para su caracterizacién biolégica y molecular. Lo anterior
permitira conocer sus principales caracteristicas fisicoquimicas y bioquimicas

para avanzar en la caracterizacién futura del efecto bioldgico.
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IV. HIPOTESIS

Es posible caracterizar bioquimicamente una proteina contenida en la fraccion

de lectinas presente en frijol Tépari sin perder su actividad bioldgica.
V. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL.

Purificar y caracterizar parcialmente una de las lectinas presentes en la fraccion
semipura de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) sin pérdida de su actividad

biologica.
5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Seleccionar los métodos de purificacion que permitan incrementar el
rendimiento y recuperacion de la actividad biolégica de las principales
lectinas presentes en la FCL de frijol Tépari.

2. Determinar el peso molecular aparente de la(s) lectina(s) presentes en la
FCL.

3. Determinar el punto isoélectrico de la(s) lectina(s) presentes en la FCL.

4. Determinar la dependencia de cationes metalicos de la(s) lectina(s)
presentes en la FCL.

5. Medir la estabilidad a pH y pH 6ptimo de la(s) lectina(s) presentes en la FCL.

6. Determinar la secuencia parcial de los principales péptidos obtenidos.

7. Determinar la composicion cualitativa de los carbohidratos presentes en los

principales péptidos obtenidos.
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VI. MATERIALES Y METODOS
6.1 Material biologico.

Semillas de frijol Tépari (Phaseolus acutifolius) adquiridas en un el mercado local

de Hermosillo, Sonora.
6.2 Reactivos.

Todos los reactivos fueron grado analitico, provenientes de las casas
comerciales Sigma (St. Louis Mo, USA) y J.T. Baker (Phillipsburg, USA). Los
reactivos para electroforesis se adquirieron en Bio-Rad (Hércules, Ca, EUA). Las
matrices para cromatografia de exclusién molecular e intercambio idnico fueron
de Pharmacia (Pharmacia Biotech; Uppsala, Suiza). Las placas de 96 pozos de
Corning (Corning Costar; Corning, NY, EUA). Los eritocitos de conejo se

obtuvieron de un mismo animal con eritrocitos de alta afinidad a la lectina.
6.3 Métodos.
6.3.1 Obtencion de FCL

La harina se obtuvo mediante la trituracion de las semillas de frijol Tépari en un
molino Tekmar modelo A-10 Analytical mill. La harina obtenida de esta molienda
se desgraso con una mezcla de cloroformo-metanol 2:1 en una proporcion 4:1
p/v con agitacion por 15 min y después se filtro con vacio, este proceso se
repiti6 2 veces mas. Posteriormente se dejo secar a temperatura ambiente en
una campana de extraccion. Con la finalidad de optimizar la obtencién de la FCL
se pesaron 100 g de harina y se probaron los siguientes sistemas de solventes:
500 mL de H;O, 500 mL de Tris-HCI 50 mM pH 8 (Tris-HCI), 500 mL de NaCl
0.15 M (NaCl) o 500 mL de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS). La mezcla
se dejé en agitaciéon durante 12 h a 4° C o a temperatura ambiente.

Posteriormente se centrifugd en una centrifuga Bekman JU2 con rotor JA-20 a

27



39,200 g, durante 60 min para obtener el extracto crudo y se determind la

actividad aglutinate de cada uno.

Después de haber determinado el mejor solvente para la extraccion, se recupero
el sobrenadante y se realizd una precipitacion secuencial con sulfato de amonio,
iniciando con 40% de saturacion y terminando con 80% de saturacién y se
determiné el intervalo de saturacion adecuado. En el procedimiento definitivo se
realizé una precipitacion al 40% de saturaciéon con sulfato de amonio, con
agitacion lenta por 30 min y se dejo equilibrar por 30 min a 4° C, posteriormente
se centrifugé a 39,200 g durante 45 min. El sobrenadante se llevé a 60% de
saturacion con sulfato de amonio con agitacién lenta por 30 min y se dejo
equilibrar por 30 min a 4° C. Posteriormente se centrifugé a 39,200 g durante 45
min, se recupero el precipitado (P60) y se desecho el sobrenadante. La fraccién
P60 se resuspendié en un volumen minimo de agua desionizada, para ser
dializada en membranas de 3 kDa de tamafio de poro hasta la eliminacion total
de sales. Para eliminar particulas suspendidas se centrifugd y se prepararon
alicuotas de 4 mL que se cargaron en una columna de 167 x 1.7 cm para
filtracion en gel con Sephadex G-75 (Pharmacia Biotech; Uppsala, Suiza), dicha
columna se equilibré con buffer de bicarbonato de amonio 0.01 M (pH 7.8). El
experimento se realizd6 a 4° C y las fracciones fueron recolectadas a una
velocidad de 0.3 mL/min, con la misma solucion amortiguadora. El volumen
colectado en cada fraccion fue de 4 mL y a cada fraccion se le midio
absorbancia a 280 nm en un espectofotometro Beckman DU-65. Las fracciones
que indicaron presencia de proteinas se sometieron a un analisis de actividad

aglutinante para colectar sdlo las fracciones con actividad de lectina.

6.3.2 Cuantificacion de proteina.

La proteina se cuantificd por el micro método de Bradford (Bradford, 1976). Esta
es una técnica que determina la concentracion de proteina soluble y se basa en
el cambio de coloracion al unirse a diferentes concentraciones de proteina. El

colorante utilizado es el azul brillante de Coomassie G-250, colorante acidico
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que se une principalmente a aminoacidos basicos (Lys, Arg, His) y aromaticos
(Trp, Tyr, Phe) y la sensibilidad de este método cae en el rango de 1-25 pg/mL.
Para la determinacion de la concentracidn de proteina se utiliz6 una solucion
estandar de albumina sérica de bovino (ASB) a diferentes concentraciones vy
reactivo comercial de Bradford asi como placas de 96 pozos. Brevemente, se
colocaron 10 pL de los estandares de proteina o 10 pyL de la muestra problema y
se adicionaron 200 upL del reactivo de Bradford, se incubaron a temperatura
ambiente por 15 min y el cambio de color generado se leyé a 595 nm en un

lector de microplacas.
6.3.3 Determinacion de actividad aglutinante.

Para determinar la actividad aglutinante se utilizé el método de las diluciones
dobles seriadas en placas de 96 pozos (Jaffé, 1980), en donde se colocaran 100
ML de PBS como control negativo, después en los pozos de cada linea (2A,
3A,..., 8A) se agregaron, por triplicado, 100 yL de la fraccion a probar con
concentracion de proteina conocida. Posteriormente se agregaron 50 uL de PBS
a toda la placa y se realizaron diluciones dobles seriadas comenzando en los
primeros pozos y pasando a los siguientes (1A, 1B, 1C,...,1L). Finalmente, a
cada pozo se le agregaron 50 uL de eritrocitos de conejo al 2%, los cuales
habian sido previamente fijados con glutaraldehido (Turner y Liener, 1975) y se
incub6 a 37° C durante 3 h. La placa se leyé en un microscopio invertido y la
actividad aglutinante se determind utilizando una escala arbitraria y apreciativa.

La actividad especifica se cuantific6 mediante la ecuacion:

2n
mg

AE =

Donde: AE=Actividad especifica aglutinante (U/mg) expresada en unidades por
mg de proteina inicial, n=Ultima dilucién con aglutinacién apreciable al

microscopio, mg es la cantidad de proteina en mg.
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6.3.4 Perfil electroforético monodimensional.

El perfil electroforético de la fraccion se obtuvo mediante electroforesis nativa y
desnaturalizante en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), al 10% en el gel
separador y en el concentrador al 4%, utilizando una camara de electroforesis de
acuerdo al método de Schagger y Von Jagow (1987). Para correr el sistema se
utilizé una camara de electroforesis Mini-Protean Il de Biorad, utilizandose
marcadores de amplio rango, posteriormente el gel se tifid con azul de

Coomassie.

6.3.5 Perfil electroforético bidimensional y determinacién del punto isoeléctrico

El perfil electroforético se obtuvo mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en dos dimensiones, la primera dimension o isoelectroenfoque
consiste en la separacién de proteinas por punto isoélectrico (pl). Para esta
dimension se utilizaron tiras de acrilamida con un intervalo de pH de 3-7 en un
sistema lineal el isoelectroenfoque en un equipo IPG-phor Isoelectric Focusing
System de Amersham Biosciences, con las siguientes condiciones: 15 h de
rehidratacion, 1 h a 250 volts (V), 30 min a 500 volts, 30 min a 1000 voltsy 2 h a
8000 volts. Para la segunda dimension, que consiste en la separacion de
proteinas por peso molecular (PM), se equilibré la tira de pH con una solucion de
equilibrio durante 15 min con dos cambios. Una vez equilibrada se colocé la tira
sobre el gel de poliacrilamida al 10% en una camara Hoffer y se sell6 con
agarosa. Las condiciones de corrida fueron 30 min a 80 V y posteriormente se
incrementod el voltaje a 120 V. La determinacion del pl se realiz6 mediante una
escala arbitraria en el gel en donde el gel se mide transversalmente y cada

centimetro del gel corresponde a una unidad de pH.

6.3.6 Identificacion de glicoproteinas.

Se corrié una electroforesis bajo las condiciones del sistema Schagger y Von
Jagow (1987) en gel de poliacilamiada al 10%. La determinacién de

glicoproteinas se realiz6 con la técnica de tincion de Schiff (Sigma-Aldrich)/acido
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peryddico (PASS). Brevemente, los geles se fijaron con etanol al 50% por 30
min, posteriormente se lavaron con agua destilada por 10 min y se incubaron 30
min en una solucion de acido peryddico 1% (v/v) acido acético 3% (v/v)
(preparada en fresco). Después de esto, los geles se lavaron con agua destilada
6 veces por 5 min para después lavarse 2 veces por 10 min con una solucion de
metabisulfito de sodio 0.1% en 10 mM HCI (preparada en fresco) y se incubaron
con el reactivo de Schiff por una hora en ausencia de luz. Pasado este tiempo se
levaron con la solucién de metabisulfito de sodio al 0.1% en HCI durante 1 h en
ausencia de luz, enseguida los geles se lavaron varias veces por 2 h en
ausencia de luz con una solucién de metabisulfito de sodio 0.5% (v/v) en 10 mM
HCI (preparada en fresco). Por ultimo, se dejaron los geles en una solucion de
acido acético 7.5% (v/v) metanol 5% (v/v) en agua destilada. Las bandas color

violeta indican presencia de glicoproteinas (Walker, 1994).

6.3.7 Cromatografia de FPLC (Fast performance Liquid Chromatography)

Con la finalidad de avanzar en la purificacion la muestra se hizo pasar a través
de una columna de FPLC acoplada a HPLC con una columna de Superosa
12HR10/30 de filtracidn en gel, la cual fue equilibrada con un buffer de fosfato de

sodio 0.01M pH 7.5, la elusién se mantuvo a flujo constante de 0.4 mL/min.

6.3.8 Cromatografia de afinidad

Las muestras utilizadas en la columna de afinidad fueron extracto crudo y la
obtenida de la cromatografia de exclusién de peso molecular (G-75). Se utilizd
una matriz de fetuina-agarosa empacada en una columna de Bio-Rad de 1.5 cm
de didmetro y 3 cm de largo equilibrada con Glicina-HClI 50 mM pH 8. La
muestra se hizo pasar por dicha columna, para posteriormente eluir con Glicina-
HCI 50 mM pH 2.8 y NaCl 2 M (Solucién B). Se utilizé el siguiente gradiente:
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Minutos % Solucién B

0 0
30 0
150 100
20 100
10 0

Las fracciones se recuperaron y se les midié actividad aglutinante.

6.3.9 ldentificacion de la(s) lectina(s) por espectrometria de masas

A partir de lo los geles obtenidos mediante electroforesis en 2D se cortaron los
spots o las manchas de manera que quedaron de un tamafio aproximado de 2-3
mm. Posteriormente lavaron dos veces con 50 uL de agua ultrapura durante 30
min, 2 lavados con 50 uL de acetonitrilo al 50% durante 10 min y finalmente otro
lavado con acetonitrilo al 100% durante 10 min. Posteriormente los spots se
rehidrataron con 25 puL de NH4HCO; 100 mM y se incubaron 5 min a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo se le adicionaron 25 ulL de
acetonitrilo al 100% y se dejo incubar 15 min a temperatura ambiente con
agitacioén, se retird el sobrenadante y se seco en Speed Vac. Para la reduccién
se rehidrataron con 50 uL de DTT 10mM y 500 pL de Tris 100 mM pH 9 y se
incubaron por 45 min a 56° C con agitacién, transcurrido este tiempo se dejé
enfriar y se retird el sobrenadante. Para la alquilacién se agregaron 50 uL de
acido yodo acético (IAA) 55 mM en NH4HCO3; 100 mM y se incubd por 15 min en
la oscuridad. Posteriormente se lavaron los pedazos del gel con igual volumen
de NH4HCO3; 100 mM/acetonitrilo 100% y se incubaron por 15 min, eliminé el
sobrenandante y se adicion6 de 50 a 100 uL de acetonitrilo al 100%, se incubd
por 15 min y se secdé. Para la digestion se rehidrataron los geles con 15 ulL de
una soluciéon que contenia 25 uL Tripsina 0.1 ug/uL y 225 Ul de NH4HCO3 50
mM y se incubaron por 45 min a 4° C. Se elimino el liquido remanente, se le
adicionaron 20 puL de NH4sHCO3; 50 mM y se incubd toda la noche a 37° C.
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Para la extraccion y purificacion de péptidos se retird el sobrenadante de la
digestion y se coloco en tubos de 0.6 uL previamente enjuagados con acido
férmico al 5%, se le adicionaron 25 uL de agua y se incubd por 10 min con
agitacion. Posteriormente se sonicé 5 min, se centrifugd y se recuperd el
sobrenadante. Este paso se repitio dos veces mas, pero se utilizd acetonitrilo
60%/formico 5%, se juntaron los sobrenadantes, se secOd la muestra a la

intemperie y se le adicionaron 5 pL de acido férmico al 5%.

Para la limpieza de la muestra se equilibréo la punta Zip Tip 2 veces con
acetonitrilo al 100% y 3 veces con acido formico al 5%, se tomaron 3 pL de la
muestra digerida y se aspird para retirar el volumen, esto se hizo por al menos 6
veces. Después se lavaron los péptidos contenidos en la Zip Tip con acido
férmico al 5% 2 veces y se coloco 1.3 uL de solucion de elusion (acetonitrilo al
60%/acido formico 1%). Se aspird y retird el volumen de la solucion en la Zip Tip
para eluir los péptidos retenidos en la resina y después cargar la muestra en el

capilar y posteriormente en Q/Tof

6.3.10 Secuenciacion de péptidos

Las muestras de HPLC liofilizadas se resuspendieron en una solucion 50 mM de
bicarbonato de amonio y acetonitrilo (ACN) al 10%, posteriormente se le
adicionaron 10 mM de Tris 2-carbixietilfosfina (TCEP), se calent6é a 35° C por 10
min y se dejo enfriar. Se adiciond |IAA a una concentracion final de 15 mM y se
incubd por 1 h a temperatura ambiente en ausencia de luz, posteriormente se
incubd con 5 mM de ditiotreitol (DTT) por 10 min, al finalizar la incubacion se le
adicionaron 30 ng de tripsina y posteriormente se preincub6é de 4 a 12 h a 37° C.
Se agrego acido férmico al 5% por 10 min y finalmente la muestra se concentr6
en un Speed Vac para su analisis en el equipo LTQ-FT-ICR (método modificado
de nano spray utilizando una fuente acoplada de Waters UPCL). Los resultados

se analizaron con el programa Scaffold 2.
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6.3.11 ldentificacion de los carbohidratos.

De la muestra proveniente de HPLC se utilizaron 20 ug de proteina previamente
cuantificada por Bradford. Posteriormente se incubd con la enzima PNGase F a
37° C por 12 h para liberar los N-Glicanos. Los oligosacaridos liberados fueron
purificados por SPE (solid-phase extraction) y PGC (porous graphitic carbon).
Previamente la columna PGC fue lavada con agua ultra pura y posteriormente
con 0.05% (v/v) de acido trifluoroacetico (TFA) en 80% de acetonitrilo (ACN)/H,O
(v/v), para posteriormente aplicarle los oligosacaridos. La columna fue lavada
con agua desionizada con un flujo de 1mL/min con la finalidad de remover sales
y residuos de buffer. Los oligosacaridos fueron eludios con 10% de ACN en
H20, 20% de ACN en HyO, 40% de ACN en 0.05% de TFA en HyO. Cada

fraccidn fue colectada y concentrada para su analisis por MALDI
6.3.12 Efecto de cationes metalicos.

Para evaluar el efecto de los cationes metdlicos la muestra, en una
concentracion de 1 mg en 0.5 mL de tris-HCI pH 8, se incubaron por 24 h con
0.5 mL de EDTA 20 mM a 6° C. Posteriormente la muestra se dializd
exhaustivamente en una camara de microdialisis marca Bethesda Research
Laboratories (BRL), con una membrana de 3.5 kDa marca Spectra/Por contra
tris-HClI 20 mM pH 8. Se tomaron alicuotas de 100 puL y se incubaron
individualmente con 100 uL de CaCl;, MgCl, o MnCl, 2mM por 24 y finalmente

se realiz6 el ensayo de aglutinacion.
6.3.13 Estabilidad al pH y determinacion del pH 6ptimo.

Para la determinacion del pH 6ptimo se incubd la muestra por 24 h a 6° C en
diferentes soluciones amortiguadoras desde pH 2 hasta pH 10. Las soluciones
amortiguadoras utilizadas fueron 50 mM de glicina-HCI (pH 2-3), 50 mM de acido
succinico (pH 4-5), 50 mM de acido succinico-NaOH (pH 6), 50 mM Tris-HCI (pH
7-8), 50 mM de glicina-NaOH (pH 9-10). Finalmente se realiz6 el ensayo de
aglutinacion.
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Para determinar la estabilidad al pH se incubd 1 mg de la muestra por 24 h y se
disolvié en 100 uL de agua y 900 uL de cada buffer; posteriormente se mantuvo
la mezcla a 6° C durante 24 h. Pasado este tiempo se realizé el ensayo de

aglutinacion diluyendo serialmente con PBS.

6.3.14 Analisis estadistico

Para determinar las diferencias entre tratamientos con solventes se compararon

las medias mediante ANOVA por el método de Tukey (p<0.05).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1 Optimizacion de la obtencion del extracto crudo.

Se probaron diferentes solventes con el objeto de extraer la mayor cantidad de
proteina con actividad aglutinante. Los solventes que permitieron la mejor
extraccion fueron H,O a temperatura ambiente, NaCl a temperatura ambiente y
Tris-HCI pH 8 a 4° C con una actividad aglutinante, de 2506, 2294.72 y 2409
UA/mg proteina, respectivamente (Figura 5). Se eligié Tris-HCI pH 8 a 4° C para
extraer la proteina con actividad aglutinante debido a que con este solvente era
posible un mejor control de las condiciones de extraccion como pH vy
temperatura. Con este método se logré extraer la mayor cantidad de proteina
con actividad aglutinante comparado con trabajos previos en donde se extraia
con HyO a 4° C y se obtenia en promedio 1422 UA/mg proteina (Lopez, 2008).
Esto permitié recuperar aproximadamente el doble de proteina con actividad

aglutinante comparado con lo reportado previamente.

7.2 Precipitacién secuencial con sulfato de amonio.

Se realizd una precipitacion secuencial, con la finalidad de determinar el
porcentaje de saturacion con sulfato de amonio con el que se precipitaba la
mayor cantidad de proteina con actividad aglutinante, ya que en los trabajos
previos la precipitacion se realizaban de la misma manera en que se precipitaba
el inhibidor de proteasas del Tépari, siendo los porcentajes de saturacién al 40%
y posteriormente al 65%. Se determiné que el porcentaje en el que se precipitd
la mayor cantidad de proteina con actividad aglutinante fue al 50%, por lo que se
optd por precipitar al 40% en un primer paso para eliminar proteina no especifica
y posteriormente llevarlo al 60% de saturacidon para precipitar la proteina con
actividad aglutinante. En este paso se logroé obtener una actividad total de 4000
UA (Figura 6).
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Figura 5. Optimizacién de la obtencidon del extracto crudo. Actividad especifica
(UA/mg proteina) extraida por solvente, donde H,O agua, NaCl cloruro de sodio 0.15 M
pH 8, Tris-HCI 50 mM pH 8, PBS solucion de fosfatos. Las letras minusculas indican
diferencia estadistica significativa entre los solventes de las diferentes muestras (Tukey,
p<0.05).
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Figura 6. Precipitacion secuencial con sulfato de amonio. Se precipitd desde
40% hasta 80% de saturacion en donde Aa significa actividad aglutinante.
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7.3 Cromatografia de Afinidad.

Reportes previos indican que la lectina de frijol Tépari se logra purificar
parcialmente mediante una columna de afinidad con fetuina-agarosa (Reynoso-
Camacho, 2003). Con esta finalidad, dicha columna fue montada en nuestro
laboratorio sin embargo, no se logré purificar la lectina ya que no fue retenida
por la columna y la actividad aglutinante se recuperaba en el volumen muerto
(Figura 7). Debido a esto se optd por trabajar con cromatografia de exclusion de

peso molecular.

7.4 Cromatografia de exclusién de peso molecular Sephadex G 75.

Una vez precipitada la proteina con actividad aglutinante, la muestra se dializé y
se realizd la cromatografia de filtracion en gel (G-75). Se colectaron las
fracciones y se les leyd absorbancia a 280 nm (linea azul). A cada fraccién que
mostro tener actividad se le midié actividad aglutinante (linea rosa). Como se
puede apreciar en la Figura 8, se obtuvieron dos picos bien diferenciados con
importante actividad aglutinante a diferencia de lo reportado en trabajos previos
en donde solo se observaba un solo pico con actividad aglutinante de 5020
UA/proteina (Lépez, 2007). Este resultado muestra dos picos con pesos
moleculares diferentes y cuya actividad aglutinante fue de mas del doble de la
que se habia logrado recuperar anteriormente ya que el Pico A (PA) presento
una actividad de 12339.33 UA/mg proteina y en el caso del Pico B (PB) una
actividad de 8226.22 UA/mg de proteina. Castillo-Villanueva y colaboradores
(2007) reportaron la purificacion de una lectina con 4 isoformas sin embargo, por
definicion las isoformas difieren muy poco en sus pesos moleculares y su
separacion por cromatografia de exclusion de peso molecular es dificil, por lo
que en este caso nuestros resultados sugieren que pudiera tratarse de dos
lectinas diferentes, o formas oligoméricas distintas, o pudieran ser cadenas
polipeptidicas iguales o0 muy semejantes pero con modificaciones en cantidad y
tipo de sus oligosacaridos de antena, lo cual podria explicar la diferencia en

pesos moleculares.
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Figura 7. Cromatografia de Afinidad Fetuina-Agarosa. Linea azul representa la
absorbancia a 280 nm.
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Figura 8. Cromatograma de filtracion en gel. Linea azul absorbancia a 280 nm, en
linea rosa se muestra la actividad aglutinante de cada una de las fracciones obtenidas
en cromatografia de filtracion en gel.
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7.5 Perfil electroforético monodimensional

Se determind el patrén electroforético (SDS-PAGE) de la proteina con actividad
aglutinante en los diferentes estados de purificacion (Figura 9). Se observa que
las bandas que se identifican con la tincidn de glicoproteinas se van
intensificando en los ultimos pasos de purificacién, las cuales presentan un peso
molecular aparente de 30.1 y 25.5 kDa. En el PB se observan con mayor
intensidad estas bandas lo que indica que al pasar por los diferentes pasos de
purificacion se va enriqueciendo la obtencion de la proteina con actividad

aglutinante.
7.6 Perfiles electroforéticos bidimensionales

Se determind el patron electroforético bidimensional de cada uno de los picos
identificados y separados por cromatografia de exclusién de peso molecular, de
esta manera se pudo observar la pureza de la lectina, a su vez se realizé una
tincion para identificar glicoproteinas. Se determiné el peso molecular aparente y
el punto isoeléctrico aproximado de las glicoproteinas detectadas (Tabla 4). Para
el PA se observaron dos glicoproteinas con peso molecular aparente de 29.8 y
57.5 kDa y punto isoeléctrico de 4.6 y 4.9, respectivamente. En el caso del PB
se detectaron 3 glicoproteinas con peso molecular aparente de 26.1, 40.6 y 71.9
kDa y punto isoeléctrico de 4.7, 5.6 y 4.8, respectivamente (Figura 10). Lo
anterior muestra una diferencia de cerca de 4 kDa entre las dos manchas

mayoritarias, lo cual sugiere que sean proteinas diferentes.

Tabla 4. Comparacién de los pesos moleculares y puntos isoeléctricos
detectados en cada pico.

Pico A Peso molecular pH tiras de pH 4-7
Mas abundante 29.8 kDa 4.6
Menos abundante 57.5 kDa 4.9
Pico B
Mas abundante 26.1 kDa 4.72
Mediano 40.6 kDa 5.6
Menos abundante 71.9 kDa 4.87
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MPM EC P FCL P-A PB MPM EC P FCL P-A PB

220 kDA ——p
80 kDa —p
50 kDa —p
30 kD <4—30.1 kDa 4—30.1 kDa
i F—25.5 kDa <4—55 kDa
20 kDa —p

Figura 9. Perfil electroforético SDS PAGE en donde MPM son los marcadores de peso
molecular, EC extracto crudo, P precipitado y dializado, FCL pool completo de las
fracciones que mostraron actividad aglutinante, P-A primer pico con actividad
aglutinante, P-B segundo pico con actividad aglutinante.
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Figura 10. Perfil electroforético bidimensional de las fracciones correspondientes
al PA (A) y PB (B). PA y PB provenientes de la cromatografia de exclusién de peso
molecular se sometieron a electroforesis bidimensional.
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7.7 ldentificacion de la lectina por espectrometria de masas

Con la finalidad de conocer cual de las glicoproteinas identificadas en los geles
era la lectina de interés, se realizé un analisis de dichas glicoproteinas en un
espectrometro de masas Q/TOF a partir de las muestras obtenidas de los geles
2D. Los resultados no fueron claros ya que para la mancha predominante del PA
(29.8 kDa) se encontraron 12 homologias positivas con aglutininas de frijol o sus
precursores, incluyendo P. acutifolius, asi como con soya mientras que para la
mancha predominante del PB (26.1 kDa) se encontraron 8 homologias (Tabla 5)
(http://blast.wustl.edu). Lo anterior puede explicarse si se toma en cuenta que
estudios sobre el mapeo genético en P. wvulgaris indican que las
fitohemaglutininas, los inhibidores de alfa amilasa y las arcelinas, aparecen en
un mismo locus y se ha postulado que provienen de un gen comun (Sharon y
Lis, 1990; Mirkov y col., 1994; Loris y col., 1998). Sin embargo, estos resultados
no mostraban claridad respecto a la identidad de la proteina estudiada, por lo
tanto de optd por avanzar en la purificacion con la finalidad de contar con una

muestra mas limpia para el analisis molecular.

Mirkov y colaboradores (1994) dedujeron una secuencia para la lectina de frijol
Tépari en base al estudio del gen comun para glicoproteinas emparentadas. Las
secuencias que coincidieron con la estructura propuesta del gen de la lectina de
P. acutifolius fueron GNVETNDLLSWSFASK para el PA 'y AHTVAVFFPTLYNR
para PB.

7.8 Cromatografia por HPLC

Las muestras de PA y PB se sometieron a una columna de FPLC acoplado a un
equipo de HPLC para determinar su perfil cromatografico y, de esta forma,
limpiar mas a la proteina de interés. Esto dio como resultado un pico abundante
o mayoritario bien definido para cada caso (Figura 11). Dichos picos se

separaron y almacenaron para los siguientes estudios.
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Tabla 5. Homologias encontradas para PA 'y PB en banco de datos a partir

del andlisis de espectroscopia de masas.

PA

PB

1. /:sptrembl|Q8RVX9|Q8RVX9

Phytohemagglutinin precursor (P. vulgaris).

2. [:pdb|1G8W|1G8W-A Improved structure
of phytohemagglutinin-L from the kidney
bean (P. vulgaris).

3.  [I:swiss|P05087|PHAL_PHAVU
Leucoagglutinating phytohemagglutinin
precursor (PHA-L) (P. vulgaris).

4.  [:sptrembl|Q40750|Q40750 Probable
leucoagglutinating phytohemagglutinin
precursor (PHA-L) (P. acutifolius).
[:pdb|1FAT|1FAT-A Phytohemagglutinin-L

6. /:sptrembl|Q43628|Q43628
Erythroagglutinating phytohemagglutinin
precursor (P vulgaris).

7. [:sptrembl|Q8RVH2|Q8RVH2

Phytohemagglutinin precursor (P. vulgaris).

8. /:sptrembl|Q8RVH1|Q8RVH1 Lectin
precursor (P. vulgaris).

9. /:pdb|1G9F|1G9F-A Crystal structure of the
soybean agglutinin in a complex with a
biantennary blood group antigen analog.

10. /:sptrembl|Q5ZF29|Q52F29_9FABA Lectin
precursor (P. glabellus).

11./:swiss|P05046|LEC_SOYBNLectin
precursor (Agglutinin) (Soybean lectin).

12. /:sptrembl|Q8RVX5|Q8RVX5 Lectin

precursor (P. vulgaris).

. I:sptrembl|Q8RVH1|Q8RVH1 Lectin

precursor (P. vulgaris).

. I:sptrembl|Q40750]Q40750 Probable

leucoagglutinating phytohemagglutinin

precursor (PHA-L) (P. acutifolius).

. I'sptrembl|Q8RVX6|Q8RVX6

Phytohemagglutinin precursor (P.

vulgaris).

. I'sptrembl|Q8RVH3|Q8RVH3

Phytohemagglutinin precursor (PHA-E) (P.

vulgaris).

. [:sptrembl|Q8RVY1|Q8RVY1

Phytohemagglutinin precursor (PHA-E) (P.

vulgaris).

. [:swiss|PO5088|PHAE PHAVU

Erythroagglutinating phytohemagglutinin
precursor (PHA-E) (P. vulgaris).

. [:sptrembl|Q8RVYOQ|Q8RVYO0

Phytohemagglutinin precursor (PHA-E) (P.

vulgaris).

. [:sptrembl|Q8RW23|Q8RW23

Phytohemagglutinin (PHA-E) (P.

coccineus).

46

http://blast.wustl.edu




mAU 7

21935

@
7
S

L Y
& 4

=

(-]

0 5 10 15 20 25 min

mAL =

- it
800 &

700

20,393

200

100

Figura 11. Cromatograma de HPLC para PA (A) y PB (B). Las muestras de PA y PB
provenientes de la cromatografia de exclusion de peso molecular se sometieron a FPLC
y HPLC.
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A diferencia del cromatograma del PA, en el PB se observa una diferencia en el
tamafo de los picos separados, siendo el primer pico mas abundante que el
segundo. Asimismo, los tiempos de retencion fueron distintos, de 21.9 y 25.5
para PA y PB, respectivamente y con una actividad biolégica de 12800 UA/mg
proteina para ambos picos. Lo anterior da cuenta nuevamente de que muy

probablemente se trata de dos glicoproteinas diferentes.
7.9 Perfil electroforético bidimensional de las fracciones obtenidas por HPLC

Se determind el perfil electroforético del pico mayoritario de las fracciones de
HPLC con la finalidad de saber que tan limpia estaba la muestra y saber si el
pico mayoritario correspondia a la glicoproteina de interés. A los geles se les
realizd primero una tincion de glicoproteinas y, posteriormente, se tineron con
azul de Coomassie para ver otras proteinas. La Figura 12 muestra que en
ambos casos, las glicoproteinas de interés se recuperaron muy limpias ya que,
para el caso del PA, sélo se observan dos manchas de 13.3 y 27 kDa mientras

que para PB dos manchas de 12.9y 21.7 kDa.

7.10 Secuenciacion de péptidos.

A partir de las manchas de mayor peso molecular se realizé el estudio de
secuenciacion de péptidos en el equipo LTQ-FT-ICR. Los péptidos se utilizaron
en solucién ya que se ha observado que al tomar la muestra del gel se podrian
afectar los carbohidratos de la proteina. Después de analizar las secuencias
obtenidas a través del programa Scaffold 2 se compararon las secuencias con
bases de datos y con la secuencia deducida por Mirkov y colaboradores (1994).
Se identificaron varios péptidos con alta similitud a dicha secuencia (Figura 13).
En esta comparacion también se detectaron algunas diferencias entre PA y PB
en las siguientes posiciones: 101 RQ, 122 QK, 171 KR, 181 GV, 182 QN, 185
DN, 229 RS (residuos en color rojo). Con respecto a la secuencia deducida de la
lectina de Tépari se determind el porcentaje de cobertura u homologia, dando

como resultado un 76%.
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Figura 12. Perfil electroforético bidimensional de los picos mayoritarios de PA y
PB obtenidos por FPLC-HPLC.
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PA

MASSNFSTVL SLALFLPLLT HANSANDISF NFQRFNETNL ILQGDASVSS
SGQLRLTNLN DNGEPTLSSL GRAFYSTPIQ IWDSTTGAVA SFATSFTFNI
RVPNNAGPAD GLAFALVPVG SKPKdrGGLL GLFDGSDSRA HTVAVEFDTL
YNRDWDPRe rHIGIDVNSI KsikTTPWDF GQGEDAEVLI TYDSSTKLLV
ASLVYPSQKT SFIVSDTVDL KSVLPEWVRV GFSATSGITK GNVETNDLLS
WSFASKLSDG TTSEGLNLAN FVLNQIL

PB

MASSNFSTVL SLALFLPLLT HANSANDISF NFQRFNETNL ILQGDASVSS
SGQLRLTNLN DNGEPTLSSL GRAFYSTPIQ IWDSTTGAVA SFATSFTFNI
RVPNNAGPAD GLAFALVPVG SKPKdrGGLL GLFDGSDSRA HTVAVEFDTL
YNRDWDPRe rHIGIDVNSI KsikTTPWDF GQGEDAEVLI TYDSSTKLLV
ASLVYPSQKT SFIVSDTVDL KSVLPEWVRV GFSATSGITK GNVETNDLLS
WSFASKLSDG TTSEGLNLAN FVLNQIL

Figura 13. Comparacién de los péptidos obtenidos de PA y PB con la secuencia
de la lectina de Tépari deducida por Mirkov y col. (1994). Los péptidos obtenidos a
partir de la secuenciacion se compararon con la secuencia deducida para la proteina de
frijol tépari. En amarillo se muestra la cobertura y el rojo las diferencias.
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Asi mismo, se compararon las muestras PA y PB con las secuencias ya
reportadas para la fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris (Figura 14). Las
areas en color amarillo corresponden a los péptidos identificados en PA y PB
con homologia con las secuencias reportadas de Phaseolus vulgaris, las areas
en verde corresponden a posibles modificaciones postraduccionales, indicando
posibles diferencias en sitios de glicosilacion. Como se puede apreciar, en las
imagenes se pudo confirmar que existen diferencias significativas entre PA y PB
(circulo rojo). Estas diferencias son indicativas de que las fracciones analizadas
de PA y PB corresponden a proteinas diferentes, aunque con esta evidencia no
es concluyente. Es importante hacer notar que las muestras analizadas se
encontraban en solucién, por lo que no es posible asegurar que la proteina
estudiada se encontrara en un 100% de pureza. Lo anterior no permite concluir
sobre la identidad de las glicoproteinas estudiadas por lo que se sugiere utilizar

otras herramientas que permitan la obtencion de la secuencia peptidica.

También se realizdé la comparacion de cada uno de los péptidos encontrados en
el presente trabajo con las secuencias reportadas por Castillo-Villanueva (2007).
De 13 secuencias reportadas por dichos autores, solo una (GNVETNDLL)
coincidié. Lo anterior que se trata de proteinas diferentes, esto puede explicar
también el hecho de que los métodos de purificacion utilizados por otros autores
no han tenido éxito al tratar de purificar las lectinas de interés en el presente

trabajo.
7.11 ldentificacidon de carbohidratos totales.

Tanto para el PA como para el PB se identificaron los siguientes carbohidratos
(numerados de acuerdo al numero de unidades encontradas): con 10% de ACN
fue posible observar la presencia de manosa 4, manosa 5, manosa 6, manosa 7,
manosa 8 y manosa 9 (Figura 15); con 20% de ACN se observaron hexosa 6,
hexosa 7, hexosa 8, hexosa 9, hexosa 10 (Figura 16) y con 40 % ACN fucosa y

xilosa (Figura 17).
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Sequence Coverage Protein Cateqory | BioSample | MSMSSa.. | Prob | %Spec| #Pep | #Unig | #3pec | %Cov | Weight
| I1 |phytchemag.., forward  FT20090708... GPMOOS000... [00% 14% 3 4 4% 3% 29IDa
| D1 ohyiohemag.. forward  FT20090708... GPMOOSO00... 400% 25% 3 4§ % 2
gi|19744134 (100%), 29,332.7 Da
phytohemagglutinin [Phaseolus vulgaris]
3unique peptides, 4 unique spectra, 46 total spectra, 91/273 amino acids (33% coverage)
MASSKLLSLA LFLVLLTLAN SASETSFSFQ RFNETNLIL @AS SSSGO LRLTNLNGNG
EPRVGSLGRA FYSAPIQIWD KTTGTVASFA T NMQV AGPADGLA FALVPVGSAQP
KDKGGFLGLF DGSNSNFHTV AVEFDTLYNK D VN Rsik TTpPwNFvVvNGE
.AEVLITYDS STKLLVASLYV YPS.KTSFIV S D VD KSsV A TTGINKGNVE
TNDVLSWSFA SKLSDGTTSE GLNLANLVLN KIL
gi|19744134 (100%), 29,332.7 Da
phytohemagglutinin [Phaseolus vulgaris]
3unique peptides, 4 unique spectra, 72 total spectra, 73/273 amino acids (27% coverage)
MASSKLLSLA LFLVLLTLAN SASETSFSFQ RFNETNLIL GNASVSSSGO LRLTNLNGNG
EPRVGSLGRA FYSAPIQIWD KTTGTVASFA TSFTFNMQV NNAGPADGLA FALVPVGSAQP
KDKGGFLGLF DGSNSNFHTV AVEFDTLYNK DWDPRERHI IDVNSIRSIK TTPW.FV.GE
NMAEVLITYDS STKLLVASLYVY YPS@KTSFIV SDTVDLKSYV PEWVSVGFSA TTGINKGNVE
TNDVLSWSFA SKLSDGTTSE GLNLANLVLN KIL

Figura 14. Comparacion de las secuencias de los péptidos provenientes de las
muestras PA y PB con la secuencia de péptidos de la fitohemaglutinina de
Phaseolus Vulgaris. En amarillo se sefala la homologia con la fitohemaglutinina de
frijol comun, en verde se sefialan posibles cambios postraduccionales y en rojo se
sefalan las diferencias entre los péptidos que estan presentes en PA pero no en PB.
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Los carbohidratos que se lograron identificar para ambas muestras fueron los
mismos sin embargo, estos resultados son parciales debido a que la enzima
utilizada (PNGase F) fue genérica. Lo anterior implica que la enzima corta en
sitios donde se encuentra fucosa a 1-3, por lo que dicha enzima no estaria
cortando en los sitios en donde se encontrase fucosa 1-6 y por lo tanto todos los
carbohidratos presentes en dicha posicién no se analizaron. Futuros estudios se
enfocaran en la utilizacidon de enzimas especificas como la PNGase A para
determinar las posibles diferencias en el tipo y orden de carbihidratos presentes

en las antenas de las glicoproteinas.
7.12 Efecto de los cationes metalicos en la actividad biologica de la lectina

Se determind el efecto de los cationes metalicos sobre la actividad bioldgica de
la lectina en cada uno de los picos (PA y PB), con la finalidad de conocer el
metal al que es dependiente la lectina. Como se puede apreciar en la Figura 18,
la incubacién con cloruro de calcio permitié la mayor recuperacion de actividad
(1333 UA/mg) para el PA, mientras que para el PB fue con la incubacion con
cloruro de magnesio (800 UA/mg proteina). Este resultado sugiere, nuevamente,
que las lectinas contenidas en PA y PB no son las mismas. En ninguno de los
casos se logro recuperar el 100% de actividad antes de quelar los metales con
EDTA (6400 UA/mg proteina). Lo anterior se puede deber posiblemente a que
las proteinas pudieran haber adoptado una forma monomérica con menor
actividad bioldgica ya que el tratamiento con EDTA podria haber propiciado un

cambio conformacional.

7.13 Determinacién de la estabilidad al pH del pico Ay pico B.

Se determin6 el pH en el cual las lectinas presentan mayor estabilidad. Las
lectinas contenidas en ambos picos (PA y PB) presentaron la misma tendencia y
fueron mas estables en el rango de pH de 4-5 con actividad biolégica de 3200 y
4622.2 UA/mg proteina, respectivamente (Figura 19) aunque los valores de

actividad fueron mayores para PA.
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Figura 18. Efecto de los cationes metalicos sobre la actividad aglutinante de PA 'y
PB. Se muestra la comparacion con la actividad de las proteinas nativas (A) asi como la
actividad recuperada al agregar calcio, magnesio y manganeso (B). Las letras
minusculas (A) indican diferencia estadistica significativa entre la actividad biologica
recuperarda en las muestras (Tukey, p<0.05).
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7.14 Determinacion del pH 6ptimo del pico A y pico B.

Se determind el pH optimo de las lectinas contenidas en PA y PB. Como se
observa en la Figura 20, el pH 6ptimo fue diferente para PA y PB, ya que para
PA correspondié al rango de 4-5 con una actividad biolégica de 3556 UA/mg
proteina mientras que para PB se tuvo una actividad biolégica de 1689 UA/mg
proteina y un pH o6ptimo de 6. Esto nos indica nuevamente diferencias entre
ambas proteinas, que posiblemente difieran principalmente en su contenido de

carbohidratos.

Los resultados obtenidos muestran claramente que la FCL obtenida por
cromatografia de exclusion de peso molecular presenta al menos dos
poblaciones de proteinas con actividad aglutinante. Las caracteristicas
bioquimicas y moleculares sugieren que las glicoproteinas contenidas en cada
poblacion son distintas toda vez que presentan diferencias en sus pesos
moleculares, perfiles cromatograficos, secuencias y comportamiento bioldgico.
Estas mismas poblaciones fueron probadas en sistemas bioldgicos, encontrando
diferencias significativas. Al estudiar su capacidad para reconocer diferentes
tipos de eritrocitos humanos se encontré que el PA presentd reconocimiento
diferencial con mayor afinidad por eritrocitos tipo A mientras que la FCL y PB no
presentaron reconocimiento diferencial (Garcia-Santoyo y col., 2009). Lo anterior
podria deberse a la presencia de eritro y linfoaglutininas predominantes en una u

otra fraccion.

Asimismo, el efecto citotéxico sobre células de cancer de colon HT-29 fue
distinto. Las concentraciones inhibitorias 50 y letales 50 fueron, de menor a
mayor, PB<FCL<PA, siendo 3 veces menores para PB que para PA (Angeles,
2010). Lo anterior indica claras diferencias en la actividad bioldgica de las
proteinas contenidas en cada fraccion que, seguramente, estan vinculadas con

su estructura molecular.

59



5000
4000 -

3000 |
——PA

2000
—=—PB
1000

UA/mg proteina

2a3 4ab 6 7a8 9a10

-1000
pH

Figura 20. Determinacion del pH 6ptimo de las lectinas contenidas en P Ay PB.

60



VIIl. CONCLUSIONES.

Se logré establecer un método reproducible para obtener dos fracciones
bioldgicamente activas (PA y PB) mediante cromatografia de exclusion de peso
molecular. Los dos picos principales mostraron tener diferencias en el peso
molecular aparente, también mostraron una importante diferencia en el efecto de

cationes metalicos, asi como en su pH optimo.

De los datos obtenidos por protedmica se confirman diferencias importantes
entre PA y PB. Sin embargo, aun no es posible asegurar que las diferencias
correspondan a las lectinas, debido a que no se cuenta con la secuencia de
novo para cada muestra. Ademas, queda abierta la posibilidad de que parte de
las diferencias encontradas se deban a cambios en los carbohidratos presentes
en ellas, por lo que importantes diferencias podrian estar vinculadas a la
formacion de las unidades mas complejas de los carbohidratos que conforman

las antenas de las lectinas.

Los resultados obtenidos sugieren que la FCL contiene al menos dos

poblaciones de lectinas bioldégicamente activas no descritas hasta ahora.

IX. PERSPECTIVAS.

Tomando en cuenta la importancia que tiene el poder relacionar las posibles
actividades farmacolégicas con una estructura de una lectina determinada,
resulta importante el continuar los esfuerzos por obtener proteinas mas puras a
fin de poderlas caracterizar. Resulta de suma importancia determinar su peso
molecular exacto, su contenido y estructura de los carbohidratos presentes. Esto
permitiria buscar posibles métodos alternos para la obtencion de las lectinas, tal
vez expresadas en otros organismos, tales como Pichia o en E. coli. Sera
importante continuar con los esfuerzos para caracterizar completamente e
identificar a la o las lectinas responsables del efecto citotdxico sobre células de

cancer. Lo anterior permitira avanzar en el estudio de los mecanismos de accion.
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