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Resumen

Las lectinas son proteinas que se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza,
muchas de ellas han sido aisladas y purificadas de la familia de las Leguminosas,
Gramineas y Lamiaceas entre otras. Estas proteinas reconocen carbohidratos con gran
afinidad y especificidad y por lo tanto son unas herramientas poderosas para estudiar la
relacion entre los glicanos de la superficie celular y las funciones celulares. En la
subtribu Diocleinae, el grupo de investigacion en proteinas (GRIP) ha detectado, aislado
y caracterizado dos lectinas diferentes (P2 y P4) de Diocleae lehmanni (LDL), Dioclea
sericea (LDS), Dioclea grandiflora (LDG), Canavalia ensiformis (LCE) y Galactia lindenii
(LGL). Las dos lectinas estan dentro de los cuerpos proteicos en las semillas y tienen
diferentes propiedades fisicoquimicas. La LGL-P2 tiene alta afinidad por el determinante
H-2 (Fuc a—(1-2)B-D-Gal(1-4)p-D-GIcNAc) y por residuos de lactosa. Para determinar la
estructura primaria de la LGL-P2, la proteina pura fue hidrolizada con tripsina,
quimotripsina y Lys-C; los péptidos obtenidos de cada una de las digestiones fueron
secuenciados por espectrometria de masas. Por otra parte la LGL-P4 fue aislada de
semillas maduras y las extracciones se hicieron con PBS conteniendo tiourea 5 mM. La
proteina fue purificada sobre Sephacryl S-200 y la fraccion retenida fue eluida con
Glucosa 0.2 M. La lectina pura agluting eritrocitos humanos y el perfil electroforético fue
similar al obtenido para otras lectinas P4 de otros géneros. La proteina es una
glicoproteina con un punto isolectrico 6.5. La determinacion cuantitativa (mg lectina/ 100
g semilla) de estas dos lectinas (P2 y P4) nos permitid6 ver que se presenta una
diferencia en el contenido de proteina en las semillas dentro de los diferentes géneros de

la subtribu Diocleinae.
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Abstract

Lectins are widespread in nature and most of them have been isolated and characterized
from Leguminoseae, Gramineae and Lamiaceas families among others. These proteins
have the ability to recognize carbohydrates with high affinity and specificity, therefore,
they are a powerful tool to establish the relationship between glycan structure and cell-
specific functions. In the subtribe Diocleinae, PRG has detected, isolated and
characterized two different lectins (P2 and P4) from Diocleae lehmanni (DLL), Dioclea
sericea (DSL), Dioclea grandiflora (DGL), Canavalia ensiformis (CEL) and Galactia
lindenii (GLL). These lectins are present in the same seeds and have different
physicochemical properties; this allow us to question about the physiological role of these
proteins. GLL-P2 has high affinity towards H-Type 2 antigen (Fuc a(1-2)B-D-Gal(1-4)B-D-
GIcNAc) and lactose residues. In order to determine partial primary sequence of GLL-P2,
the pure protein was hydrolyzed using Trypsin, chymotrypsin and Lys-C; the sequence of
peptides was achieved using mass spectrometry (MSn). To isolate GLL-P4 assays were
carried out using mature seeds; the crude extract was obtained using PBS 5 mM
Thiourea and after that the protein was purified on Sephacryl S-200 by eluting it with
Glucosa 0.2 M. GLL-P4 lectin recognized Glc/Man and agglutinated human red blood
cells. SDS-PAGE profile was similar to other P4 lectins from other species. It was also
determined that it is a glycoprotein with an isoelectric point 6.5. The quantitative
determination of these two types of lectins allowed us to establish that there is a diiferent

lectin content in Diocleinae genders.
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Introduccioén

Las lectinas son un conjunto de proteinas de origen no inmune que reconocen
carbohidratos con gran afinidad y especificidad, sin llegar a modificarlos (Lis y Sharon,
1986). Estas moléculas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza; se
encuentran en virus, bacterias, plantas y animales. Se cree que las lectinas vegetales
estan implicadas en mecanismos de defensa contra microorganismos, almacenamiento
de proteinas, transporte de carbohidratos, procesos de regulacion fisiologica y de
estimulacion mitogénica (Gabius et al, 2002), mientras que las lectinas de origen animal
han sido relacionadas con funciones de chaperonas, direccionamiento intracelular de
glicoconjugados, transporte intracelular, mediacion de endocitosis, reconocimiento de
glicanos foraneos, induccién o supresion de moléculas efectoras, entre otras. El estudio
de las lectinas comenzd hace muchos afios debido al efecto aglutinante de éstas sobre
diversas células como eritrocitos, linfocitos, plaguetas, espermatozoides y células
tumorales.

La glicosilacién es la maodificacion covalente postraduccional mas frecuente en las
proteinas, ocurre por la uniébn de una o mas cadenas de oligosacéridos a la cadena
polipeptidica, confiriéndole a las proteinas diferentes cualidades estructurales vy
funcionales (Sharon y Lis, 2004); este proceso no es un evento poco comun en la célula,
por el contrario, mas de la mitad de las proteinas se encuentran en forma  de
glicoproteinas. EIl patrén de glicosilacion de las proteinas es dependiente del tipo de
célula en el que se produce y puede modificarse ante diversas situaciones bioldgicas. En
este sentido, las lectinas han sido wun instrumento valioso como moléculas de
bioreconocimiento. Las propiedades descritas en lectinas, han convertido a estas
moléculas en una herramienta fundamental en glicobiologia, asi mismo, su distribucion,

interacciones e importancia han sido ampliamente documentadas (Van Damme et
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al, 1998). Como es el caso de los procesos de diferenciacion celular y transformacién
maligna de células cancerosas, durante los cuales la biosintesis de oligosacéaridos puede
verse afectada; y este tipo de anomalias celulares son detectables mediante el uso de
lectinas (Sharon y Lis, 1986). Actualmente muchos estudios se han enfocado en
caracterizar las interacciones proteina-carbohidrato por medio de Cromatografia Frontal
de Afinidad (FAC) (Hirabayashi, 2003). Las lectinas presentes en las semillas de la
familia Leguminosae (Leguminosas) han sido ampliamente estudiadas tanto a nivel
estructural como nivel funcional (Rini, 1995). El grupo de Investigacién en Proteinas
(GRIP) se ha dedicado a la deteccion, purificacion y caracterizacion de proteinas
especialmente las lectinas provenientes de Leguminosas y Lamiaceas (Pérez, 1993;
Almanza et al, 2004; Melgarejo et al, 2005; Pérez y Vega, 2007). Se han aislado y
caracterizado lectinas de los géneros Galactia sp., Dioclea sp., Salvia sp. y Lepechinia sp
entre otros. La lectina P2 de Galactia lindenii (LGL P2) ha sido purificada vy
caracterizada molecularmente y se ha delineado su especificidad por cromatografia
frontal de afinidad observandose que reconoce especificamente el determinante H-2 (Fuc
a(1-2)B-D-Gal(1-4)B-D-GIcNAc) y con menor afinidad la estructura glicosidica Core 3
(GIcNAc (1-3)-B-D-GalNAc) presente en glicoproteinas de tipo mucina (Vega et al,
resultados no publicados); por lo tanto se podrian adelantar estudios enfocados al
andlisis de glicoproteinas que presenten el Core 3 en su estructura en células normales y

tumorales.

Teniendo en cuenta que algunas de estas glicoproteinas son empleadas como
marcadores tumorales y sirven para monitorear procesos metastaticos, es importante
tener a la mano herramientas que permitan hacer su deteccién tanto en fluidos bioldgicos
como en tejidos. Estas lectinas tienen un gran potencial como herramienta diagnéstica y
pronostica en clinica, pero ain no se cuenta con informacion sobre su estructura
primaria, lo que dificulta la comprension de sus mecanismos de accién a nivel molecular
y el estudio de las interacciones con los carbohidratos. Las lectinas del género Galactia
se caracterizan por reconocer especificamente el antigeno H-2, pero no hay suficiente
informacion estructural que permita entender esta interaccion; tampoco se sabe cédmo las
lectinas podrian ser herramientas que pueden interactuar con otras glicoproteinas. El

establecimiento de la estructura terciaria podria explicar su especificidad, forma de
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interaccion con el antigeno H-2, y para ello es importante conocer la estructura primaria

de estas proteinas.

Hasta la fecha no se conoce la estructura primaria de ninguna lectina del Género
Galactia, en este trabajo por primera vez se presenta la secuencia parcial de la LGL-P2,
la cual fue obtenida por superposicién de péptidos y ademdas se hizo una aproximacion
de su estructura terciaria empleando herramientas bioinforméticas. Por otra parte, se ha
establecido la presencia de dos lectinas con diferente especificidad hacia carbohidratos
dentro de la subtribu Diocleinae (Melgarejo et al, 2005; Almanza et al., 2004), en Galactia
lindenii se detectd la LGL-P4, la cual fue purificada y caracterizada parcialmente, por

primera vez en este género.
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1.Marco tedrico

El término lectina se aplica a proteinas o glicoproteinas de origen no inmune que
reconocen de manera especifica carbohidratos en superficie celular o en suspension y
tienen la capacidad de aglutinar células y precipitar glicoconjugados. Poseen por lo
menos un sitio de reconocimiento a carbohidratos y se encuentran en mayor cantiddad
en las semillas de las plantas, especialmente en leguminosas y gramineas (Azevedo-
Moreira et al. 1991; Pusztai, 1991; Wright, 1997; Sharon y Lis, 2004; Hernandez et al.
2005; Jiang et al. 2010; Ghazarian et al. 2011).

La habilidad que poseen las lectinas de plantas para diferenciar los grupos sanguineos
llevé a Boyd y Shapleigh en 1954 a proponer el término lectina, del latin “Legere” que
significa seleccionar; posteriormente fue generalizado por Sharon como aglutininas
independientemente de la fuente y la especificidad de grupo sanguineo. El interés en las
lectinas se incremento luego de que se demostrara que son herramientas valiosas para
la deteccion, aislamiento y caracterizacion de glicoconjugados asi como la evaluacion de
los cambios en el perfil de glicosilacion de los carbohidratos de la superficie celular, los

cuales se alteran frente a diferentes procesos fisiol6gicos y patoldgicos.

Las actividades aglutinantes y precipitantes de las lectinas son similares a las de los
anticuerpos; ambas pueden ser inhibidas especificamente por compuestos de bajo peso
molecular (en el caso de las lectinas azlcares o haptenos que contienen azulcares), sin
embargo, las lectinas difieren de los anticuerpos en varios aspectos importantes. Los
anticuerpos son estructuralmente similares, mientras que las lectinas tienen diversidad

estructural y son proteinas oligoméricas. Cada subunidad contiene el sitio de unién a
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carbohidratos y varian en tamafio, composicibn de aminoacidos, requerimiento de

metales, organizacion de dominios y especificidad, entre otros (Sharon y Lis, 2007).

Estas proteinas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido
identificadas en diversos organismos como virus, bacterias, hongos, plantas, vertebrados
superiores e invertebrados (Sharon y Lis, 2004; Hernadndez et al. 2005, Jiang et al. 2010).
En Plantas, se conoce que no solo estan presentes en semillas, sino también en tejido

vegetativo como raices, hojas, tallo, corteza, flores y bulbos (Pusztai, 1991).
1.1 Lectinas de origen vegetal

La mayoria de lectinas de plantas estan presentes en las semillas de las cotiledoneas,
donde se encuentran ya sea en el citoplasma o en cuerpos proteicos (Azevedo- Moreira

et al. 1991). Entre algunas de las funciones se han propuesto las siguientes hipotesis:

= Participan en las interacciones que se presentan entre las bacterias fijadoras de

nitrégeno con la raiz de plantas de leguminosas.

= Pueden tener efectos protectores en contra de la accion patogénica de ciertos
microorganismos como es el caso de los nematodos herbivoros (Azevedo-
Moreira et al. 1991, Hernandez et al. 2005).

» Participan en procesos de reconocimiento que permiten la diferenciacién celular,
la organogénesis, la migracion de linfocitos y como factores determinantes en la

metastasis (Sharon y Lis, 2004, Ghazarian et al. 2011).

La principal caracteristica de las lectinas vegetales es la especificidad de los sitios de
unidén a azucares; lo que hace evidente que esta propiedad no es casual y que es
relevante para la fisiologia de las plantas siendo necesaria la existencia de receptores
glicosidicos que serian el blanco de reconocimiento de las lectinas (Azevedo- Moreira et
al. 1991). El gran impacto de las lectinas vegetales usadas en investigaciones biolégicas

y biomédicas se debe a dos razones basicas (Peumans y Van Damme, 1998):
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» |Las semillas de plantas son una buena fuente de lectinas.
» Son adecuadas para el aislamiento y analisis de glicoconjugados animales vy

humanos.

Las lectinas se clasifican segun su sitio de reconocimiento a carbohidrato
(Peumans y Van Damme, 1998, Jiang et al. 2010):

» Merolectinas: tienen un solo dominio de unién a carbohidratos por lo tanto son
incapaces de precipitar glicoconjugados y/o aglutinar células.

» Hololectinas: Poseen dos dominios de uniéon a carbohidratos idénticos 0 muy
similares, permitiéndoles precipitar glicoconjugados y/o aglutinar células. La
mayoria de las lectinas de plantas aglutinantes son hololectinas.

» Superlectinas: compuestas al menos de dos dominios de unién a carbohidratos.
A diferencia de las hololectinas estos dominios no son idénticos o similares pero
reconocen azucares estructuralmente diferentes.

#» Quimerolectinas: son proteinas de fusion que poseen un dominio de unién a
carbohidratos ubicado al azar y un dominio no relacionado. El Gltimo, posee una
actividad biologica o catalitica bien definida pero con accion independiente al

dominio de unioén a carbohidratos.

Ademas de lo anterior, las lectinas vegetales se clasifican segun: la especificidad hacia
el monosacarido que inhibe su actividad hemaglutinante (Herndndez et al. 2005), segun
el carbohidrato que reconocen (Manosa, N-acetilglucosamina/glucosa, N-
acetilgalactosamina/galactosa, Fucosa, etc) (Azevedo- Moreira et al. 1991, Hernandez
et al. 2005); y segun su estructura (Azevedo- Moreira et al. 1991; Wright, 1997;
Peumans y Van Damme, 1998; Hernandez et al. 2005; Jiang et al. 2010; Ghazarian et al.
2011). Sin embargo las lectinas de plantas se han clasificado molecularmente en 12
familias; 6 de las cuales ya habian sido descritas previamente: Lectinas de
leguminosas, Lectinas tipo amaranto, Lectinas tipo jacalina (o prisma), Lectinas
tipo heveina, Lectinas de monocotiledoneas especificas de manosa, Lectinas de
quitinasa, Lectina de Agaricus bisporus (ABA), Cianovirinas, Lectina de Euonymus
europaeus (EEA), Lectinas con motivos de lisina (LysM), Nictaba y la Familia de Ricina B.
(Wright, 1997; Peumans y Van Damme, 1998; Herndndez et al. 2005; Jiang et al. 2010;

Ghazarian et al. 2011); hasta ahora pocos datos han sido reportados sobre la
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caracterizaciéon general del genoma y la evolucion molecular de la superfamilia de

lectinas en plantas.

1.2 Lectinas de leguminosas

Se han detectado principalmente en semillas y representan hasta el 10 % de proteina
soluble; en hojas, tallos y cortezas estdn en bajas concentraciones. Muchas de las
especies de leguminosas poseen dos 0 mas lectinas que se encuentran presentes en
diferentes cantidades; en el caso de la especie Ulex europaeus hay dos lectinas con
diferentes especificidades de unién a carbohidrato y en Dolichos biflorus hay 4 lectinas
diferentes (Schnell y Etzler, 1981; Van Damme et al. 1998).

Las lectinas presentes en la familia Leguminosae han sido las mas estudiadas, debido a
su posible funcién de simbiosis entre leguminosas y bacterias fijadoras de nitrégeno; por
otra parte presentan una especificidad muy amplia de unién a carbohidratos a pesar de
su relacion estructural cercana (Van Damme et al. 1998; Gabius, 2002). Los métodos de
secuenciacion de proteinas y ADN han mostrado que todas las lectinas de leguminosas
estan formadas por dos o cuatro protdmeros, donde cada monoémero tiene un peso
molecular entre 25-30 kDa. Pueden formar desde dimeros hasta tetrameros y se asume
comunmente que todas deben presentar una funcién comdn, o mejor una familia de
funciones comunes, por la similitud de sus secuencias primarias, a pesar de que algunas
de ellas presenten permutaciones circulares, como en el caso de la Concanavalina A
(Van Damme et al. 1998). También se conoce que todas las lectinas de leguminosas
estan indudablemente relacionadas a un nivel molecular pero que muestran diferencias
marcadas en cuanto a la especificidad de union a carbohidratos. Todas las lectinas de
leguminosas poseen sitios de unién a metales para iones divalentes (Mn 2* y Ca 2*) que
son esenciales para la actividad de unién a carbohidratos (Peumans y Van Damme,
1998, Van Damme et al. 1998). En la interaccion de las lectinas con los carbohidratos
intervienen fuerzas intermoleculares débiles como la formacion de puentes de hidrogeno,
interacciones hidrofébicas y electrostaticas; donde el acido aspartico (D) y la asparagina
(N) por lo general son los aminoacidos que participan en el reconocimiento de los
carbohidratos; los i6nes divalentes como Ca *2 y Mn *2 presentes en algunas lectinas

participan indirectamente en el reconocimiento de carbohidratos, formando enlaces de
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coordinacién que estabilizan la arquitectura del sitio de unién del carbohidrato (Elgavish y
Shaanan, 1997).

1.3 Género Galactia y lectinas del género Galactia

Dentro de la familia Leguminoseae, la subfamilia Papilionoideae y la tribu
Phaseoleae, se encuentra la subtribu Diocleinae, dividida en 13 géneros:
Canavalia, Cleobulia, Pachyrhizus, Collea, Camptosema, Dioclea, Cratylia, Galactia,
Cymbosema, Herpiza, Calopogonium, Macropsicanthus, y Luzonia; de los cuales sélo los
Ultimos dos no estan presentes en zonas neotropicales (Azevedo- Moreira et al. 1995).
El género Galactia, posee una amplia distribucién en el trépico, cerca de 209 especies
para 1993. Agrupando unas 50 especies descritas en las regiones tropicales o templado-
célidas de ambos hemisferios de América, principalmente en el hemisferio occidental. Se
conocen 45 especies distribuidas en América tropical, de las cuales el mayor nimero
esta agrupado en Cuba con el 46% (Beyra et al, 2005). Dentro del género se conocen 36
especies en Sudamérica, donde la especie Galactia lindenii es de crecimiento endémico
en Colombia, aparte de su descripcion botanica y la caracterizacion de una de sus
lectinas no hay mas estudios enfocados en la busqueda de otras propiedades (Almanza
et al. 2004).

Dentro del género de las Diocleas, filogenéticamente relacionado con Galactia (Varela et
al, 2004), tal como se menciono en el caso de otras leguminosas, se ha encontrado la
presencia de dos lectinas con diferentes especificidades (Pérez G., 1998; Sierra 'y Pérez.,
1999; Melgarejo., et al, 2005; Dam et al., 2011). En algunos casos denominadas P2 y P4,
y su mayor diferencia es el reconocimiento a carbohidratos, de galactésidos en el caso
de la primera y de manosa/glucosa para la segunda. Muchas de ellas han sido
purificadas y caracterizadas con algunas diferencias bioguimicas y similitudes
moleculares. Por otro lado, se conocen las secuencias de aminoacidos de muchas de las
lectinas P4 y por tanto se ha logrado elucidar la estructura terciaria de varias de ellas
(Calvete et al, 1998; Wah et al, 2001; Delatorre et al, 2006; Nagano et al, 2008;
Delatorre et al, 2011; da Noébrega et al, 2012; Bezerra et al, 2013), utilizando MnCl. y/o
CaCl, como iones requeridos por la proteina y ademas el ligando para cristalizar. De las

lectinas P2 solo se conoce hasta fecha, la secuencia de aminoacidos de la lectina de
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Cymbosema roseum (LCR-II); sin embargo aunque se ha cristalizado no se conoce su

estructura terciaria (Rocha et al., 2009).

Las lectinas del género Galactia han sido poco estudiadas y algunas especies no
presentan actividad aglutinante como Galactia filiformis y Galactia striata (Boyd et al.,
1961). Hasta el momento solo se han aislado y caracterizado las lectinas de Galactia
lindenii (LGL) (Almanza et al, 2004), Galactia tenuiflora (GTenL) (LePendu et al. 1986) y
Galactia tashiroi (GTasL) (Fukuda et al. 1994). La GTenL luego de ser aislada mostré
especificidad por el determinante de grupo sanguineo humano H-tipo 2 (a-L-Fuc (1-2)-B-
D-Gal (1-4)-B-D-GIcNAc-O-R), pero las propiedades moleculares excepto su peso
molecular no han sido determinadas (LePendu et al., 1986). Respecto a la GTasL se
determiné que es una glicoproteina con un contenido de carbohidratos de 3.2% y es
inhibida por la N-acetil-D-galactosamina. Es un tetramero con un peso molecular entre
90.000-95.000 kDa, conformado por -cuatro subunidades iguales de 24.000 kDa y
es activa en un rango de pH entre 4-10, y con un punto isoeléctrico de 8.0; sin embargo
no hay datos concernientes a la interaccion con oligosacéaridos o neoglicoconjugados,
aungue aglutina eritrocitos humanos (Fukuda et al. 1994). La lectina de Galactia lindenii
(LGL), es la unica que ha sido descrita dentro de este género con la caracterizacion
bioquimica mas completa. (Almanza et al., 2004). Por ensayo de ELLSA mostré gran
especificidad por el determinante antigénico H-2 (a-L-Fuc (1-2)-B-D-Gal (1-4)-B8-D-
GIcNACc), y por Cromatografia frontal de Afinidad, se determiné su constante de afinidad
(Ka=1.1 x 10° M); y su especificidad por el Core 3 (GIcNAc (1-3)-B-D-GalNAc) (Vega et
al., resultados no publicados). LGL-P2 es un tetramero de 104 256 Da que se disocia en
4 subunidades iguales de 26 064 Da. Tiene un punto isoeléctrico de 8,3, un contenido de
carbohidratos del 7% y es activa en un rango de pH entre 4-10 y entre 20-40 °C. Aglutina
eritrocitos tipo O* y en menor extension A* y B*. Su secuencia N-terminal fue establecida
y el porcentaje de identidad con Galactia tenuiflora es del 52%. Para las lectinas de este

género no se tienen datos de estructura primaria, secundaria o terciaria.
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1.4 Determinacion de la estructura primaria de lectinas

Las lectinas poseen diferentes propiedades biolégicas en comuan, y representan un grupo
diverso de proteinas en cuanto a tamafio, composicion y estructura. La disponibilidad de
la estructura primaria de numerosas lectinas, ha permitido la identificacion de homologias
entre las secuencias de lectinas de fuentes relacionadas de forma taxondmica,
originalmente determinadas en lectinas derivadas de dos familias conservadas
flogenéticamente Leguminoseae y Gramineae (Wright. 1997; Sharon et al, 2004). En el
caso especifico de la subtribu Diocleinae (a la que pertenece Galactia), se han
encontrado similitudes en la estructura primaria de las lectinas P4 de Dioclea grandiflora,
Dioclea Lehmanii, Canavalia ensiformis, Canavalia gladiata y Canavalia Maritima entre
otras (Azevedo- Moreira et al, 1995). En los Ultimos afios, los avances en cristalografia
de rayos X han llevado a un incremento en la obtencién de estructuras cristalinas de
lectinas (Wright. 1997; Ghazarian et al. 2011). Para la elucidacién de la estructura
primaria de cualquier proteina es necesaria la hidrolisis enzimatica, secuenciacion de sus
péptidos y superposicion de fragmentos; en algunos casos se debe tener una gran
cantidad de proteina pura (para realizar digestiones con diferentes proteasas segun la
composicion de aminoacidos de la proteina), para generar péptidos de diferentes
tamafos y secuencias. Los péptidos generados se purifican por medio de
cromatografia de exclusion molecular y HPLC en fase reversa. La determinacion de la
secuencia se puede realizar por la degradacion de Edman o por espectrometria de
masas en tandem (MS") como ha sido reportado en varios trabajos (Paroutaud et al.,
1987; Herrmann et al., 1993; Saito et al., 1995; Nakano et al., 1999; De Souza et al.
2003; Rameshwaram et al., 2009; Rocha et al., 2009; Darville et al., 2012). Otros autores
han elucidado la estructura primaria con ayuda de secuenciadores de proteinas en fase
gaseosa o fase sélida (Konami et al. 1990, Konami et al. 1991, Lee et al. 1991, Fuijii et al.
2011). Es importante mencionar que el desarrollo de la biologia molecular también ha
permitido la elucidacion de la estructura primaria de proteinas basado en la obtencién del
ADNCc y posterior traduccion en la secuencia de péptidos (Higgins et al., 1983, Nakano et
al., 1999). La dificultad de este método radica en el disefio de primers cuando no se
tienen secuencias base; tampoco se pueden determinar las modificaciones

postraduccionales entre otros.
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2.0bjetivos

2.1 Objetivo general

Determinar parcialmente la estructura primaria de la lectina de Galactia lindenii —P2
(LGL- P2) y purificar y caracterizar parcialmente la lectina de Galactia lindenii —P4 (LGL-
P4).

2.2 Objetivos especificos

» Purificar la lectina presente en semillas de Galactia lindenii —P2 (LGL-P2)
especifica para el determinante H-2.

* Aislar el monémero de la lectina Galactia lindenii —P2 (LGL-P2) por medio de
electroforesis preparativa en condiciones denaturantes.

* Obtener péptidos derivados del monémero de la LGL-P2 a partir de diferentes
digestiones enziméticas.

* Obtener la secuencia de algunos de los péptidos de LGL-P2 por espectrometria
de masas.

» Determinar la secuencia parcial o total de los aminoacidos de la LGL-P2
superponiendo los peptidos derivados de las diferentes digestiones.

» Purificar la lectina presente en las semillas de Galactia lindenii —P4 (LGL-P4)
especifica para glucosa y manosa.

o Caracterizar parcialmente la LGL-P4.
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3.Materiales y Métodos

El desarrollo de la parte experimental de la tesis se realizd en ocho fases:

1. Extraccion y purificacion de la LGL-P2.

2. Electroforesis preparativa para la obtencion del monémero de la LGL-P2.

3. Obtencién de péptidos a partir de LGL-P2 por medio de digestiones enzimaticas.

4. Obtencién de la secuencia de algunos péptidos por espectrometria de masas.

5. Determinacion parcial de la estructura primaria de la LGL-P2 por superposicion de
péptidos y comparacion con otras lectinas tipo P2 de la Subtribu Diocleinae.

6. Ensayos exploratorios de cristalizacion para la LGL-P2.

7. Purificacion de la LGL-P4.

8. Caracterizacion parcial de la LGL-P4.

3.1 Extraccion y purificacion de la LGL-P2.

3.1.1 Obtencidn del extracto proteico.

Se siguio la metodologia descrita por Almanza et al., 2004. Las semillas maduras de
Galactia lindenii (COL 15115) colectadas previamente en Fuguene (Cundinamarca), se
seleccionaron y molieron hasta obtener un polvo fino. El extracto se prepar6 mezclando
la harina en buffer Acetato Acético (100 mM, 150 mM NaCl, 5 mM tiourea) pH 5.0 en
relacién 1:10 w/v, y se dejo de 8 - 12 h a 4°C con agitacion continua. Posteriormente se

centrifugd a 36.000xg por 30 minutos a 4°C, se separo el pellet y con el mismo volumen
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de buffer se realizé el procedimiento dos veces mas. Finalmente se hizo un pool con los
tres extractos, se concentrd y se cambio el buffer a PBS 1X pH 7.2-7.4 (Na;HPO. 20 mM,
NaH2PO4 20 mM, NaCl 150 mM) por medio de ultrafiltracion (10 MWCO).

3.1.2 Cromatografia de intercambio ionico.

Para eliminar algunos pigmentos del extracto crudo y otras proteinas, se incluy6é dentro
del esquema de purificacion una cromatografia de intercambio idénico sobre DEAE-
Sephacel. En una columna de 16.2 cm x 1.7 cm se sembr6 el extracto crudo; la fraccién
no retenida se eluy6 con el buffer de equilibrio PBS 1X pH 7.2-7.4 (Na;HPO. 20 mM,
NaH.PO. 20 mM, NaCl 150 mM) y la fraccion retenida con el mismo buffer con NaCl 500
mM. El seguimiento se hizo midiendo absorbancias a 280 nm y las fracciones colectadas

fueron concentradas en Amicon PM 10 kDa.

3.1.3 Cromatografia de afinidad sobre Lactosa-Sepharosa

Preparacion del soporte de afinidad:  se sigui6 la metodologia descrita en Hermanson
et al, (1992); se realizaron dos preparaciones cada una de 10 mL de gel. La lactosa
previamente lavada en etanol se acopl6é a Sepharosa 4B activada con divinilsulfona. Para
la preparacion del soporte de afinidad se tomaron 10 mL de la Sepharosa 4B, se lavaron
con 100 mL de agua desmineralizada y se equilibraron con 100 mL de carbonato de
sodio 0.5 M; el gel se resuspendié en 10 mL de la misma solucién. Luego se adiciond
gota a gota 1 mL de DVS (divinilsulfona) con agitacibn muy suave y se dejo la mezcla a
temperatura ambiente durante dos horas. Posteriormente se hicieron varios lavados con
agua desmineralizada y carbonato de sodio 0.5 M. El soporte activado se resuspendié en
10 mL de carbonato de sodio 0.5 M conteniendo 0.3 M de lactosa y se dejé en agitacion
suave durante 24 h para el acople. Finalmente se realizaron varios lavados consecutivos
con agua desmineralizada y el gel se resuspendié en 10 mL de carbonato de sodio 0.5
M con 0.5 mL de B-mercaptoetanol (con el fin de bloquear los grupos que no
reaccionaron); la mezcla reaccioné durante dos horas a temperatura ambiente con
agitacion muy suave. El gel acoplado se lavé con agua desmineralizada seguido de una
solucion de NaCl 0.1 M; el gel se equilibr6 en PBS 1X pH 7.2-7.4 (Na;HPO4 20 mM,
NaH2PO4, NaH,PO,4 20 mM, NaCl 150 mM).
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Cromatografia de afinidad: se sigui6 la metodologia descrita por Almanza et al., 2004.
93 mg de las fracciones no retenidas obtenidas a partir de cromatografia de intercambio
idnico (3.1.2) se sembraron sobre la columna de afinidad (18.5 x 1 cm, 10 mL de gel); la
fraccidn no retenida se eluy6 con el buffer de equilibrio, PBS 1X pH 7.2-7.4 y la fraccion
retenida con el mismo buffer con lactosa de 0.2 M (PBS 1X-lactosa 0.2 M). La velocidad
de eluciéon fue 1 mL/12 min y el seguimiento de la cromatografia se hizo midiendo
absorbancia a 280 nm. La fraccion retenida se dializ6 contra bicarbonato de amonio 20
mM (realizando tres cambios cada 8 h) y se liofilizo. Cada una de las fracciones
retenidas fue evaluada por SDS-PAGE y aglutinacion. Algunas de las fracciones
retenidas se recromatografiaron usando una nueva columna de afinidad de 1 mL de gel.
Se realizaron otras cromatografias usando el mismo soporte pero sembrando 120 mg del

extracto crudo en lugar de las fracciones de intercambio i6nico.

3.1.4 Ensayos de aglutinacion

La actividad de cada una de las fracciones puras se evalué en microplacas realizando
ensayos de aglutinacion con eritrocitos O* al 2% en PBS 1X. La suspension de eritrocitos
se prepard segun la técnica descrita por Navarro y Pérez (1978), 500 ul de eritrocitos
empaguetados (O+) se lavaron con 1 mL de PBS 1X y fueron centrifugados a 5.000 rpm
durante 5 minutos a 4°C, se hicieron en total tres lavados. La suspensién de eritrocitos se
preparo al 2% en PBS. En placas para aglutinacion se sembraron 50 pl de los extractos
crudos + 50 pl de PBS 1X + 50 pl de la suspension eritrocitos; en el caso de la proteina
pura se emplearon 25 ul de soluciéon + 25 ul de PBS 1X + 25 ul de la suspension
eritrocitos. La interaccion se dejo durante 30 minutos a temperatura ambiente y luego se
evalud cualitativamente la actividad empleando una escala de 0 a +4 segun el grado de
aglutinacion. Los blancos se prepararon usando en 100 pyl de PBS 1X + 50 pul de la

suspension de células.

3.1.5 Cuantificacién de proteina

La concentracion de proteinas se evalud por el método del acido Bicinconinico (BCA)

descrito por Smith et al, (1985). El ensayo se realiz6 en microplaca segun la metodologia
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descrita Almanza, (1999) empleando una curva de calibracidon con solucion patrén de

AlbUumina Sérica Bovina (BSA) a una concentracion de 1.6 mg/ mL (Anexo 1).
3.1.6 Electroforesis unidimensional en geles de poliacrilamida

Las fracciones obtenidas en cada uno de los pasos de purificacion fueron evaluadas por
electroforesis. Se siguié el método descrito por Laemmli (1970) empleando geles del
12.5%. Las muestras fueron preparadas con calentamiento durante 10 minutos a 100°Cy

los geles fueron fijados y tefiidos con azul de Coomassie R-250.

3.2 Electroforesis preparativa para obtener el
mondémero de la LGL-P2

Se prepararon geles en condiciones denaturantes siguiendo el manual del equipo BIO
RAD (Model 491 Prep Cell) y la metodologia descrita por Sanchez (2003). Se usaron
geles con un tamafio total de 10.5 £ 0.5 cm, donde el gel concentrador al 5% midié 0.5
cm y el gel separador al 10% midié 10 £ 0.1 cm. Todas las corridas se hicieron a un
voltaje de 330 V, corriente de 32 mA y potencia constante de 12 W. Se ajusto un flujo de
coleccion de 0.5 mL/min y un volumen de fracciones de 3-3.5 mL. Para determinar el
tiempo de elucion del mondmero de la LGL-P2 se hizo una curva de calibracion donde se
utilizaron como patrones lisozima (14 kDa), mioglobina (17 kDa), ovalbumina (45 kDa),
albumina de suero bovino (BSA) (66 kDa) e IgG (150 kDa), cada uno en una
concentracion de 2 mg/mL en solucion de NHsHCOs 20 mM, sembrando en total 1 mg de
proteina. De LGL-P2 se sembré 1 mg en SDS al 1% y previo calentamiento a 100 °C
durante 10 minutos. El control de elucion se realizé6 midiendo absorbancia a 280 nm y las
fracciones colectadas fueron dializadas contra bicarbonato de amonio 20 mM vy
posteriormente liofilizadas. Las fracciones obtenidas fueron cuantificadas y evaluadas

por electroforesis unidimensional (Smith et al, 1985; Laemmli, 1970).
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3.3 Ensayos de digestion Enzimatica para la LGL-P2

3.3.1 Digestiones enziméaticas en solucion

Las digestiones enzimaticas para la proteina se llevaron a cabo segun el procedimiento
descrito por Darville et al., (2012). La lectina liofilizada se resuspendi6 en bicarbonato de
amonio pH 8.5-9.0, posteriormente se le adicion6 SDS a una concentracion final de 1%y
se incubo a 95°C durante 30 min, al final del proceso se diluy6 la muestra hasta obtener
una concentracion final de SDS al 0.1%. La enzima se adiciond0 en diferentes
proporciones y la mezcla de reaccién se incub6 a 37°C por 12, 24 y 48 h en diferentes
ensayos; la reaccion se detuvo calentando la mezcla a 95 °C durante 10 minutos (Tabla

1). En todos los casos se utilizaron los siguientes controles:

» Control stock de enzimas: Solucién de la enzima sometida a calor sin SDS y/o

DTT y sin adicién de sustrato.

e Control actividad enzimatica: enzima en solucion y condiciones de digestion

(calentamiento, y adicion SDS y/o DTT) sin sustrato para corroborar autolisis.

» Control solucién LGL-P2: Lectina con SDS sometida a condiciones de digestion

sin la adicion de enzima.

- Control solucién lisozima:  se incluyé DTT utilizando una concentracion inicial
de 2 mM y diluyendo antes de adicionar las enzimas de digestion hasta 0.4 mM.
Se adicioné SDS 1% (final) y se calent6 a 80°C por 4 horas, posteriormente se
disminuy0 la concentracion del SDS a 0.1%. El control se utilizo sin enzima en las

condiciones de digestion.



Elucidacion parcial de la estructura primaria de la lectina LGL -P2 y purificacion y caracterizacion 15
parcial de la lectina LGL-P4 presentes en semillas  de Galactia lindenii.

Tabla 1. EnZmas enpleadas en la hidrolisis de la LGL-P2
Concentracion inicial Concentracion Relaen
Enzima* Marca Caracteristicas LGL-P2 final LGL-P2 B t digestion
(mg/mL) (mg/mL) :
0.431 1:50
Tripsina SIGMA | Tipo lll. Pancreas bovino 4636 0.417 10:50 24 h
0.357 50:50
. Grado protedmica. v
Trpsina Amresco Pancreas bovino. 0.100 0.047 10:10 48h
Tripsina Difco 0.383 0.125 100:50 12h
e TPCK tratada. .
Tripsina SIGMA Pancreas bovino. 0.243 0.042 100:25 12h
TPCK tratada.
o~ Quimotripsina 1 SIGMA Tipo VII. Pancreas 0.383 0.125 100: 50 12h
bovino.
o~ Quimotripsina 2 Merck Pancreas bovino. 0.383 0.125 100: 50 12h

** Se refiere a la proporcion pg enzima: ug lectina; concentracion inicial de la solucion de cada enzima 2 mg/mL.

3.3.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Para evaluar las hidrdlisis realizadas en 3.3.1 se hizo electroforesis en geles Tris-Tricina
siguiendo la metodologia descrita por Schagger y Von Jagow (1987), empleando geles al
16.5%T3%C (Anexo 2). Los geles fueron fijados con acido tricloroacetico al 10% y 1% vy

fueron tefiidos con azul de Coomassie G-250 o con tincidn de plata (Anexo 3).

3.3.3 Digestiones enzimaticas en geles de poliacrilamida

3.3.3.1 Se corto la banda de proteina del gel de digestion preparado en las condiciones
mostradas en 3.3.2 y tefiido con azul de coomassie G-250. Para eliminar la tincion se
hicieron dos lavados de 30 min con 40% acetonitrilo/200 mM bicarbonato de amonio; dos
lavados mas con 25 mM bicarbonato de amonio durante 5 min y finalmente con 25 mM
bicarbonato de amonio/50% acetonitrilo por 15 min. El gel se deshidraté con 100%
acetonitrilo por 5 min y se hidrat6 empleando tripsina de alta pureza (Marca SIGMA
proveniente de pancreas bovino, tratada con TPCK, 13.500 u/ mg soélido preparada a una
concentracion de 2 mg/ mL) durante 10 min a temperatura ambiente. Se hizo la digestién
durante 12 horas a pH 8.0 segun la metodologia descrita (Shevchenko et al, 1996 y
Shevchenko et al, 2006).
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3.3.3.2. La proteina pura se resuspendié en buffer MES 20 mM pH 7.4/100 mM NacCl
/glicerol 4% y se calent6 a 100°C durante 10 minutos. Se corrié un gel en condiciones
denaturantes de la casa comercial Invitrogen con un rango de concentracion de
acrilamida de 8-16%. Al final de la corrida el gel se tifid con azul de coomassie R-250.
Posteriormente se cort6 la banda de interés y se fraccion6 en dos piezas (a la mitad) que
fueron enviadas al Instituto de Espectrometria de Masas y Protedmica del Johns Hopkins
University School of Medicine (se tomaron 3 bandas de interés, una para cada enzima
utiizada). Las bandas de proteina fueron reducidas con DTT, alquiladas con
lodoacetamida y sometidas a varios lavados para eliminar la tincibn con coomassie. Las
digestiones se realizaron con tripsina (Promega, proveniente de porcino, tratada con
TPCK, modificada resistente a cortes protedliticos, grado secuenciacion), quimotripsina
(Promega, derivada de pancreas bovino, grado secuenciacién) y LysC (Promega, aislada
de Lysobacter enzymogenes grado secuenciacion) en bicarbonato de amonio 25 mM a
37°C durante 16 h (Shevchenko et al, 1996). La concentracion final de las enzimas fue:

tripsina 12.5 ng/ul, LysC 0.01-0.05 pg/pl y quimotripsina 0.5-1 pg/pl.

3.4 Secuenciaciéon de péptidos de la LGL-P2 por
espectrometria de masas.

Los péptidos obtenidos fueron analizados en un nano-LC-LTQ-Orbitrap-Velos en FTFT
con una resolucion de precursor de 30.000 y una resolucion de fragmento de 15.000.
Los analisis se realizaron haciendo una busqueda en Mascot-Scaffold: Mascot 2.2 via
PD1.3 usando RefSeq2012 como base de datos, teniendo en cuenta como parametros
de busquedas todas las especies disponibles; tripsina, quimotripsina y LysC como
enzimas, un valor del error en clivaje de 2, teniendo en cuenta oxidacion de metioninas y
deamidacién como modificaciones variables. Una tolerancia al precursor de 12 ppm, y al
fragmento de 0.03 Da. Estos ensayos se realizaron en el instituto de espectrometria de
masas en la Universidad Johns Hopkins (Mass Spectrometry and Proteomics Facility de

Johns Hopkins University School of Medicine).
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3.4.1 Preparacion de la muestra para el andlisis de MS/MS

Los digeridos fueron extraidos del gel con 50% acetonitrilo/0.1% TFA y se secaron. Para
el digerido con tripsina, el 15% de la muestra se limpié utilizando ziptip C18, mientras
gue en el caso de los digeridos de LysC y Quimotripsina el 50% de la muestra fue
utilizado. La mezcla de péptidos se reconstituyo en 10 pl 2%ACN/0.1%FA y se inyectaron
5ul o 25% del reconstituido (en el caso del digerido triptico y con las digeridos de las

otras dos enzimas respectivamente).

3.4.2 Obtencion de los péptidos de la LGL-P2 por Cromatografia Liquida-

Espectrometria de masas en tAndem (LCMS/MS)

Los péptidos se sembraron en una columna C18 (YMC*GEL ODS-A 12nm S-10 um ) con
un flujo de 600 nL/min de 0.1% &cido férmico (solvente A) y separdndolos a 300 nL/min
en una columna en fase reversa C18 de 75 pym x 100 mm Magic AQ ( 5 pm, 120A,
Microm Bioresources) usando un gradiente de 3-10% del solvente B (90% acetonitrilo en
0.1% acido formico) durante los primeros 10 min, luego incrementando a 30% solvente B
por 55min, 45% solvente B por 65 min y 100% solvente B por 70min. Los péptidos
eluidos fueron enviados en forma de spray hacia el espectrémetro de masas LTQ
OrbitrapVelos a través de una aguja inyectora (New Objective) de 1 um a 2.0 kV. Los
resultados fueron adquiridos en un rango de 350-1700 m/z con méximo 10 masas
peptidicas (iones precursores) aisladas individualmente a IW1.9Da, y fragmentadas
utilizando energia de activacion por colision HCD 35. El ion precursor y los fragmentos de
iones fueron analizados a una resolucion de 30.000 y 15.000, respectivamente. Con
parametros de inclusion dinamica de 30 s, MIPS (monoisotopic ion precursor selection)
encendido, la opcién m/z apagada y la opcién bloqueo de peso molecular encendida con

corte en el silocsano (371 kDa).

3.4.3 Andlisis de los datos

Cuando se compilaron los resultados de la busqueda en PD1.3/Mascot protein/peptide
identification se cred un reporte de Scaffold (Anexos 10, 11 y 12); ya que provee una

vision mas global de todos los datos obtenidos, donde las proteinas listadas fueron
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identificadas en al menos una de las muestras con un nivel de confianza 295% basado
en la identificacion de al menos dos péptidos con un nivel de confianza 295%. Los
cbdigos de color representan el nivel de confianza de la identificacion de la proteina. Los
nameros en los cuadros de color son los numeros de péptidos Unicos identificados con
un nivel de confianza 295%. Los datos de los espectros obtenidos de la espectrometria
de masas en tandem fueron procesados con ayuda del Proteome Discoverer (v1.3
Thermo Fisher Scientific), en tres formas diferentes utilizando 3Nodes: “common”,

“Ytract” y “MS2 Processor”.

Los resultados obtenidos de 3Nodes fueron analizados con Mascot v.2.2.2 Matrix
Science utilizando:
 “RefSeq2012” como base de datos, con base de datos concatenados
especificando todas las especies, las enzimas utilizadas como “enzymes” y un
error de corte de valor 2.

» “Custom sns4” como base de datos, sin especificar la enzima.

Otros pardmetros utilizados en ambas busquedas fueron: tolerancia a la masa del
precursor de 12 ppm, tolerancia a la masa de los fragmentos de 0.03 kDa, y la oxidacién

(M: Metioninas) y carbamidometil (C: cisteinas) como modificaciones variables.

3.5 Determinacion de la secuencia parcial de
aminoacidos de la lectina P2 de  Galactia lindenii.

3.5.1 Analisis Bioinformatico de los datos obtenidos

Con las secuencias de los péptidos se hizo un analisis bioinformatico, para disminuir la
redundancia se utilizé la herramienta Decrease redundancy de EXPASY (Artimo et al.,
2012). Con la herramienta blastp de BLAST (Altschul et al., 1990) en NCBI, utilizando
algoritmos disefiados para secuencias cortas (NCBI-BLAST help,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Why.shtml) y proteinas de leguminosas se buscaron

secuencias relacionadas para realizar el ensamblaje de los péptidos.
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3.5.2 Andlisis de las secuencias de péptidos de la LGL-P2 contra secuencias de

péptidos derivados de la DLL- P2 (P2 de Dioclea lehmanii)

Con ayuda de blastp de BLAST en NCBI, y utilizando algoritmos disefiados para
secuencias cortas (NCBI-BLAST help, http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Why.shtml) se
compararon las secuencias de los péptidos contra secuencias de lectinas reportadas y no

reportadas, en el caso de la P2 D. lehmanii (Vega et al., Datos no publicados).

3.5.3 Superposicion de péptidos para la obtencion de la secuencia

Con cada uno de los grupos de péptidos obtenidos con las tres enzimas se hizo una
comparacion en  blastp para secuencias cortas  (NCBI-BLAST  help,
http://iwww.ncbi.nim.nih.gov/blast/Why.shtml) contra la secuencia de LDL-P2. Con los
péptidos que alinearon con regiones de la LDL-P2 se hizo un alineamiento total, tomando
los péptidos que alinearan con un menor valor E y con un mayor porcentaje de identidad
y cobertura de secuencia. Luego de tener alineamientos por bloques de péptidos con
cada una de las enzimas, se hizo superposicion para las tres enzimas teniendo en cuenta
las modificaciones puntuales de aminoacidos que posteriormente afectaran el
ensamblaje de la secuencia. Con las regiones superpuestas se definieron los tipos de
cambios en los amino&cidos para obtener la secuencia parcial de la LGL-P2. Para los
gaps en el alineamiento total de la secuencia, se utilizaron las secuencias de las lectinas

de dioclea con un alto porcentaje de identidad con LDL-P2.

3.5.4 Acercamiento a la estructura terciaria por modelamiento de las lectinas P2 de la

Lectina de Galactia lindenii y Diocleae lehmanni

Teniendo en cuenta los estudios preliminares de estructura primaria parcial de las dos
lectinas por analisis bioinformético, se realizé un acercamiento a la estructura terciaria,

para ver si los dominios son caracteristicos de las lectinas de leguminosas.

3.5.4.1. Modelamiento por Homologia
Para el modelamiento por homologia se escogié el programa I-Tasser Server

http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ el cual permite el modelado comparativo utilizando
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una combinacion de mdltiples estructuras de referencia y una optimizacion iterativa de
alineaciones alternativas. Se realizd la comparacién y seleccién de modelos de acuerdo

con el mejor resultado (score).

3.5.4.2.  Evaluacion del modelo.

Para la evaluacién del modelo se utilizaron los parametros de I-TASSER, el cual arroja
un algoritmo de puntuacién (C-score) que va de -5 a 2; para la estimacion de la calidad
de los modelos de prediccion, una mayor puntuacion indica una mejor prediccién en la
estructura. Igualmente el TM-score y el (RMSD) son pardmetros estandar que se utilizan
para indicar la cercania del modelo que se predice con la estructura nativa del molde.
TM-score> 0,15 significa un modelo que presenta una topologia correcta (Banerjee et al,
1996; Zhang 2008; Roy et al., 2010; Roy et al., 2012). También se realiz6é el analisis de
estructura secundaria por diagramas de Ramachandran mediante la herramienta
PROCHECK ANALYSIS http://www.ebi.ac.uk/.

3.6 Ensayos exploratorios de cristalizacion de la LGL-
P2

Para cristalizar la proteina se utilizé el método de la gota suspendida (McPherson 1990)
en presencia de MnCl; y/o CaCl, como iones y de lactosa segun la metodologia descrita
por varios autores para lectinas de Diocleae tipo P4 (Wah et al., 2001., Delatorre et al,
2006., de Oliveira et al., 2008; Nagano, et al, 2008; Delatorre et al, 2011., Da Nobrega et
al, 2012 ., Bezerra et al., 2013). La lectina pura se solubiliz6 en buffer MES pH 7.4 (20

mM ,100 mM, NacCl, glicerol 4%) hasta una concentraciéon de 14.44 mg/mL.

3.6.1 Paradmetros del primer grupo de ensayos de cristalizacion

Se llevaron a cabo en el buffer MES pH 7.4 y buffer acetato pH 4.6, a 16°C, utilizando
como precipitante PEG 400 en un amplio rango de concentraciones: 20%, 25%, 28%,
30%, 32%, 36%, 38%, 40%, 42%, 45%, 48%, 50%. Se trabajé en presencia y/o
ausencia de sales (5 mM MnCl; y 5 mM CaCl,), y 100 mM de lactosa. El agente
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precipitante, las sales y el ligando fueron adicionados al buffer del reservorio. Se utilizé

una relacion de 1:1 (uL de proteina: pL buffer de reservorio) y se dejo el ensayo durante

60 dias.

Tabla 2: Condiciones utilizadas para el ensayo base de cristalizacion
oH % PEG lones Lactosa
5 mM 100 mM
46/7.4 20,25,28,30,32,36,38 Ca™ +
40,42,45,48, 50
46/7.4 20,25,28,30,32,36,38 Mn** +
40,42,45,48, 50
4.6/7.4 20,25,28,30,32,36,38 Ca™ -
40,42,45,48, 50
46/7.4 20,25,28,30,32,36,38 Mn** -
40,42,45,48, 50
Se realizaron ensayos individuales de pH, de agente precipitante y de adicion de iones
Por ejemplo : Ensayo 1: pH 4.6, 20% PEG, Ca++y 100 mM lactosa

3.6.2 Paradmetros del segundo grupo de ensayos de cristalizacion

Se utilizaron los kits Crystal Screen | — Il (CSI-Il) de Hampton Research y Morpheus

Screen MD1-46 de Molecular Dimensions (Anexo 4). En el caso de CSI-Il se ensayaron

dos condiciones: solo la proteina en buffer (MES pH 7.4, 20 mM ,100 mM, NacCl, glicerol

4%) y la proteina en buffer con 5 mM MnCl;, 5 mM CaCl; y lactosal00 mM; en ambos

casos se utilizé una relacion 0.3:0.3 (pL de proteina: pL de buffer reservorio).

En el caso del kit Morpheus Screen MD1-46, sélo se realiz6 un ensayo con la proteina en
el buffer (MES pH 7.4, 20 mM ,100 mM, NaCl, glicerol 4%) conteniendo 5 mM MnCl,, 5

mM CaCl; y 100 mM de lactosa en la misma relacion, los ensayos se dejaron 27 dias a

16 °C.
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3.6.3 Optimizacion de las condiciones de cristalizacién

Para obtener cristales de mayor tamafio se optimizaron las condiciones de acuerdo con
los resultados obtenidos en 3.6.2. En la tabla 3, se muestran las condiciones utilizadas
usando fosfato de amonio como agente precipitante (condicién en la que el kit Cristal
Screen produjo crecimiento de cristales) sin adicion de buffer ni sales al sistema de
reservorio, donde el pH y las sales eran las presentes en la muestra de proteina (buffer
MES pH 7.4, 20 mM ,100 mM, NacCl, glicerol 4% conteniendo 5 mM MnCl;, 5 mM CaCl;
y 100 mM de lactosa). La otra condicion ensayada fue la del kit Morpheus, donde se
variaron las concentraciones del precipitante MPD (+/- 2-metil-2, 4-pentanodiol) y el pH
del buffer Tris para analizar cual funcionaba mejor, sin variar la concentracion de la sal en
el reservorio (fosfato de amonio). En las tablas 4 y 5 se repitieron las condiciones
montadas en la columna 5y 6 de la primeray la 1y 2 de la segunda, debido a que los
cristales formados fueron los que mas rapido y mejor se desarrollaron. Los ensayos se
realizaron sembrando dos gotas por pozo, una gota en una relacion de 0.6:0.6 (UL de
proteina: pL buffer de reservorio), y la otra en una relacién 1:1 (uL de proteina: yL buffer
de reservorio). Las tablas hacen la representacion de las cajas multipozos en las cuales

se realizé el experimento.

Tabla 3. Ensayos con fosfato de amonio como agente precipitante sin adicion de buffer ni
sales al sistema de reservorio.

\ Columnal | Columna 2 | Columna 3 | Columna4 | Columna5 | Columna 6
Fila A NH4PO3 NH4PO3 NH4PO3 NH4PO3 NH4PO3 NH4PO3
0.8 M 0.7M 0.6 M 05 M 0.4 M 0.3 M
Fila B NH4PO3 NH4PO3 NH4PO3 I T R
0.2M 0.1 M 0.05 M

Tabla 4. Ensayos de optimizacién con 0.2 M fosfato de amonio monobasico como sal,
Tris-HCI 0.1 M a diferentes pHs, y MPD a diferentes concentraciones.

\ Columna 1 Columna 2 Columna 3 Columna 4 Columna 5 Columna 6
FilaA | pH7.5/46% MPD | pH 7.5/48% mPD | PH K/'Iig‘()% pH K/';ISZ% pH K/'Iigd'% pH 335’6%
FilaB | pH8.0/46% MPD | pH 8.0/48% mMPD | PH &g’é’(’% PH ag’S’Z% PH fﬂ'g’g“% PH ’z\a/l.g/gs%
FilaC | pH8.5/46% MPD | pH 8.5/48% mMPD | PH &g’é’(’% PH aglgz% PH f/l'g’g“% PH aglgs%
FilaD | pH 9.0/46% MPD | pH 9.0/48% MPD | PH &g’SO% pH &S/SZ% pH &g’g"’% pH &S/SES%
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Tabla 5. Ensayos de optimizacion variando la concentracion de MPD con
respecto a las anteriores
\ Columna 1 Columna 2 Columna 3 Columna 4 Columna 5 Columna 6
) ) . pH 7.5/58% | pH 7.5/60% | pH 7.5/62% pH 7.5 /64%
Fila A pH 7.5 /54% MPD pH 7.5 /56% MPD MPD MPD MPD MPD
) pH 8.0/58% | pH 8.0/60% pH 8.0/62% pH 8.0/64%
Fila B pH 8.0/54% MPD pH 8.0/56% MPD MPD MPD MPD MPD
. pH 8.5/58% | pH 8.5/60% pH 8.5/62% pH 8.5/64%
FilaC pH 8.5/54% MPD pH 8.5/56% MPD MPD MPD MPD MPD
. o o pH 9.0/58% | pH 9.0/60% pH 9.0/62% pH 9.0/64%
Fila D pH 9.0/54% MPD pH 9.0/56% MPD MPD MPD MPD MPD

3.6.4 Siembra de cristales

Se sembraron los cristales obtenidos en 3.6.3 (tabla 5) y un cristal de los formados se
colocé en la mezcla buffer: proteina, bajo las mismas condiciones del cristal original, con
el fin de obtener cristales de mayor tamafio. Se colocaron los cristales (tabla 5,
relacionando primero la fila y luego la columna) A3, A4, B3, B6, C4, C6, D3 en la gota en
una relacion 1:1 (uL de proteina: uL de buffer reservorio). Los cristales B2 y B5 en la
gota en una relacion 0.6:0.6 (UL de proteina: pL de buffer reservorio). Las mezclas se

incubaron durante 8 dias para permitir el crecimiento de los cristales.

3.6.5 Difraccion de rayos X

Con algunos de los cristales obtenidos se realiz6 difraccion de rayos X, en el equipo
Rigaku Saturn 944+ (Instituto de rayos X de la facultad de Biofisica y Quimica Biofisica
del Johns Hopkins University School of Medicine) con las siguientes condiciones:
distancia al goniémetro de 80 mm, 1° de oscilacion, con un &ngulo de inicio de -90° y
angulo final de 1°, tomando dos marcos cada 90° sobre el eje de rotacion Omega, y con
tiempo de exposicion de 30 o 60 segundos. Algunos de los cristales obtenidos se

sometieron a difraccion.

Nota: Con estos ensayos se obtuvo un cristal de la celda C6 que se congel6 para enviar
a analizar en ciclotrén y obtener un espectro de difraccion con la resolucién necesaria

para determinar la estructura terciaria de la proteina.
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3.7 Purificacion de la lectina de  Galactia lindenii —P4
(LGL-P4).

Ensayos dentro del grupo de investigacion en proteinas (GRIP) mostraron que en las
semillas de Galactia lindenii estaba presente una segunda lectina como era caracteristico
en algunas de las especies que estan en la subtribu Diocleinae (Pérez G, 1998; Sierra y
Pérez, G., 1999,; Melgarejo et al. 2005; Dam et al., 2011; Quintero et al., 2013). En esta

fase se purifico y caracterizo parcialmente esta nueva lectina.

3.7.1 Cromatografia de intercambio i6nico

S corrio en el soporte Sephacryl S-200, en una columna de dimensiones 16.2 cm x 1.7
cm, donde se sembr6 el extracto crudo obtenido en 1.1.1; la fraccion no retenida se eluy6
en el buffer de equilibrio, PBS 1X pH 7.2-7.4 (Na;HPOQO4 0.2 M, NaH2PO4 0.2 M, NaCl 150
mM), y la fraccion retenida en el mismo buffer conteniendo NaCl 500 mM. El seguimiento
se hizo midiendo absorbancias a 280 nm y las fracciones colectadas fueron concentradas
en Amicon PM 10 kDa.

3.7.2 Cromatografia de afinidad

Las fracciones retenidas obtenidas en 1.7.1, fueron sometidas a cromatografia de
afinidad sobre un soporte de Sephacryl S-200 (6.9 x 2.6 cm; 2 cm altura del soporte). La
fraccién no retenida se eluy6 con buffer PBS 1X pH 7.2-7.4 y la fraccién retenida en el
mismo buffer conteniendo glucosa 0.2 M. La velocidad de elucién fue constante (1 mL/12
min) y el seguimiento se hizo midiendo absorbancias a 280 nm. Se colect6 la fraccién
retenida, se dializ6 contra bicarbonato de amonio 20 mM (realizando tres cambios cada 8
h) y se liofilizé. La concentracion de proteinas se evalué por el método del acido
Bicinconinico (BCA) y las fracciones obtenidas en cada uno de los pasos de purificacion

fueron evaluadas por electroforesis (Laemmli, 1970) empleando geles del 12.5%.



Elucidacion parcial de la estructura primaria de la lectina LGL -P2 y purificacion y caracterizacion 25

parcial de la lectina LGL-P4 presentes en semillas  de Galactia lindenii.

3.7.3 Actividad eritroaglutinante

La actividad de cada una de las fracciones purificadas se evalué en microplaca
realizando ensayos de aglutinacion con eritrocitos al 2% en PBS 1X. La suspension de
eritrocitos se prepard segun la técnica descrita por Navarro y Pérez (1978); 500 ul de
células empaquetadas fueron resuspendidas en 1 ml de PBS y posteriormente fueron
centrifugadas a 5.000 rpm, 5 minutos a 4°C. Las células se lavaron tres veces mas y se
prepard la suspensién celular al 2% en PBS. Los blancos se prepararon con 50 ul de
PBS 1X + 50 pl de suspension eritrocitaria. Las muestras fueron evaluadas empleando
25 pl de solucion, 25 pl de PBS 1X y 50 pl de suspension eritrocitaria. La actividad se
evalu6 empleando una escala cualitativa de 0 a +4 segun el grado de aglutinacién. Se
realizaron ensayos con eritrocitos humanos A+, B+ y O+. Para determinar el titulo de la
lectina se realizaron diluciones seriadas de los extractos crudos y de la lectina pura. Las

aglutinaciones fueron corroboradas con un microscopio de luz.

3.8 Caracterizacion parcial de la lectina LGL-PA4.

3.8.1 Ensayos de inhibicién con carbohidratos

Se realizaron segun el método reportado por Vega (2004); 50 ul de la lectina pura
(0.0125 pg/pl) se incubaron por 30 min con 50 pl de cada una de las soluciones de
carbohidratos: Glucosa, Manosa, Lactosa, Galactosa, Fucosa, GalNAc, 1-O-metil-B-
galactopirandsido, 1-O-metil-B-glucopiranésido, [-metil D-glucosa, N-acetil-a-D-
glucosamina, a-metil O- manosido, acido D-galacturénico todos con una concentracion
inicial 0.3 M; p-Nitrofenil-B-D-glucopiranodsido, p-Nitrofenil-a-D-glucopiranésido, p-
Nitrofenil-B-D-glucosamina, p-Nitrofenil-N-acetil-a-D-glucosamina, p-Nitrofenil-B-D-
manopirandsido, p-Nitrofenil-B-D-galactopirandsido, p-Nitrofenil-N-acetil-B-D-
galactosamina, p-Nitrofenil-N-acetil-B-D-galactopiranésido todos en una concentracion
inicial 37 mM. Posteriormente se adicionaron 50 pl de eritrocitos A*y se incubaron por 2
h a temperatura ambiente. Al cabo de este tiempo evalué la aglutinacién empleando una

escala cualitativa de 0 a +4. Con los carbohidratos que inhibieron la actividad de la
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lectina se determind la concentracion minima inhibitoria realizando diluciones seriadas
con 50 pl de cada una de las soluciones de carbohidratos y 50 pl de la lectina pura
(0.0125 pg/ul), las mezclas se incubaron por 30 minutos y al final se adicionaron 50 ul de
eritrocitos A*. Los ensayos se dejaron una hora a temperatura ambiente y se evaluo la

aglutinacion.

3.8.2 Deteccidn cualitativa de glicoproteinas

Se siguié la metodologia descrita por (Vega, 1997) realizando PAGE-SDS de la proteina
pura y transferencia sobre una membrana de Nitrocelulosa. Como control del ensayo se

utilizé ovalbimina a una concentracion de 5 pg/uL (Anexo 5).

3.8.3 Determinacién del punto isoeléctrico

Se siguio la metodologia descrita por Bollag y Edelstein (1994), el ensayo se realiz6 en
condiciones nativas empleando anfolitos en un rango de pH 3-10. Para realizar la curva
de calibracion se trabajé con patrones de un rango de pH 3-10 (Pharmacia). Como
control de corrido se empleé mioglobina 5 pg/pl y como soluciones en el anodo &cido
fosforico 0.1 My en el catodo NaOH 0.1 M (Anexo 6).

3.9 Purificacion de otras lectinas de la subtribu
Diocleinae

Se extrajeron y purificaron las lectinas de Dioclea lehmanni y Dioclea grandiflora P2 y P4
segun la metodologia descrita por Pérez, (1998) y (1990); y Canavalia ensiformis P2y
P4 segun la metodologia de Melgarejo et al., 2005. La harina de cada una de la especies
se encontré disponible en el laboratorio de proteinas (GRIP). La concentracion de
proteinas se determind para los extractos crudos y la proteina pura por el método de
microKjeldahl. Con las fracciones de proteina pura se realizaron electroforesis segun el

método descrito por Laemmli (1970) en geles del 12.5%.
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4.Analisis de resultados

Para entender la funcion de una proteina es necesario conocer su estructura
tridimensional y para llegar a determinarla se debe conocer su secuencia de
aminoacidos; en el caso de la LGL-P2 hasta la fecha no se ha establecido la estructura
primaria ni la estructura terciaria de ninguna de las lectinas de este género. Estas lectinas
son interesantes porque reconocen especificamente el determinante H tipo 2 y presentan
diferencias muy sutiles en reconocimiento con respecto a otras lectinas de la subtribu
Diocleinae (Almanza et al., 2004; Melgarejo et al., 2005; Dam et al, 2011). Por otra parte
y teniendo en cuenta los prerrequisitos que se necesitan para establecer la estructura
primaria de una proteina, la LGL-P2 es una buena candidata para realizar estudios

estructurales. De esta lectina previamente se ha establecido:

* Los ensayos de purificacion permiten obtener un material homogéneo que

garantiza que solo hay una entidad molecular.
* Se conoce su secuencia N-terminal

» Luego del proceso de purificacién se obtienen buenas cantidades de proteina,

la cual es soluble en altas concentraciones.
* Se conoce el andlisis de aminoacidos.

« Como no se conoce nada acerca de la secuencia se puede hacer la

identificacion de secuencias idénticas de péptidos en mas de un digerido.

+ Se conocen datos completos de su caracterizacion bioquimica y de

secuencias parciales o completas de las lectinas tipo P2 presentes en el
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género Dioclea, Canavalia y Cymbosema que nos permiten hacer una

aproximacion a la secuencia de la lectina de Galactia lindenii P2.

4.1 Extraccion y purificacion de la lectina P2 de Galactia
lindenii.

4.1.1 Obtencion del extracto proteico.

Los extractos crudos presentaron una coloraciéon tenue y una buena actividad de
aglutinacion con eritrocitos O*. Experimentos con S. bogotensis (Jiménez, 2000) y L.
bullata (Sanabria, 1999) mostraron que la adicion de tiourea 5 mM (Van Driessche et al,
1983) al buffer de extraccion (PBS) reduce sustancialmente la oxidacion enzimatica, por
lo tanto es importante incluirlo dentro del proceso de extraccion. La pigmentacion
aumento un poco luego del proceso de concentracion y del cambio de buffer; por lo
tanto antes del proceso de purificacion por cromatografia de afinidad se incluyé una
cromatografia de intercambio i6nico para eliminar la coloracién; en el esquema reportado
por Almanza et al. 2004, incluyeron una cromatografia de intercambio en batch
empleando DEAE celuosa. Al final del proceso de extraccion, los extractos crudos fueron
completamente solubles y no presentaron una viscosidad alta como sucede en el caso de
la extraccion de las lectinas de labiadas (Vega, 2004). En la tabla 6 se presentan los
datos de cuantificacion y actividad eritoaglutinante de los extractos crudos derivados de
las semillas de Galactia lindenni; el proceso se extraccion se hizo seis (6) veces con

cantidades diferentes de harina, 5, 10 y 20 gramos.
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Tabla 6. Extraccion de proteina a partir de la harina de Galactia lindenii

) ) Cantidad total de Rendimiento o
. Harina Volumen Concentracion . i Aglutinacion
Extraccién proteina (mg) (mg proteina/g )
@ (mL) (mg/mL) . (O
harina)
E2 5 22,50 121 279,0 55,80 +4
E3 10 60,00 4,49 269, 4 26,94 +4
E6 20 100,0 1,74 174, 2 8,71 +4

* Se presentan los datos del pool de extractos concentrados por ultrafiltracién y con el cambio de buffer a PBS
** | a actividad eritroaglutinante se determina cualitativamente empleando una escala donde +4 es la maxima aglutinacion,

significa que la proteina aglutina todos los eritrocitos. En todos los casos se usaron 100 pl de extracto crudo.

A partir de 5 g de harina se obtuvieron 279,0 mg de proteinas totales lo que indica que el
proceso de extraccion fue eficiente con esta cantidad de harina; Almanza et al, 2004
reportaron un total de 161 mg de proteinas totales. Empleando una mayor cantidad de
harina, al final del prceso de concentracion se pierde una gran cantidad de proteinas por

insolubilizacion.

Aqui es importante aclarar que la determinacion de la concentracion se hizo por el
método del acido bicinconinico y que se puede presentar una sobrestimacion de la
cantidad de proteina por interferentes del extracto como azucares reductores que no se
eliminan completamente luego del proceso de concentracién y dialisis. En el caso de
Almanza et al., 2004 la determinacion se hizo por microKjeldajhl por lo tanto no es

conveniente comparar los resultados obtenidos.

4.1.2 Purificacion de la LGL-P2.

Para obtener extractos mas traslicidos se realiz6 una cromatografia sobre DEAE-
Sephacel para el extracto concentrado. La actividad de la lectina se obtuvo en la fraccidn
no retenida (Fig.1), la cual se caracterizd por ser completamente soluble y sin pigmentos
visibles; algunas proteinas contaminantes, polisacaridos y los pigmentos que presentaba

el extracto fueron retenidos por la columna.
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En el transcurso de los ensayos se observd que la segunda lectina de Galactia lindenii
(LGL-P4) se encontraba en la fraccion retenida, asi que este paso de purificacion a la vez
gue nos permite obtener una fraccion apropiada para realizar cromatografia de afinidad y
purificar la LGL-P2, también nos permite separar las dos lectinas, las cuales deben
presentar puntos isoeléctricos diferentes. La fraccidén | obtenida de la cromatografia sobre
DEAE-Sephacel se sembr6 sobre la columna de Lactosa-Sepharosa 4B (Figura 2), la
elucion de la lectina se hizo con lactosa 0.2 M como habia sido reportado por Almanza et
al., 2004. Se observa una fraccion retenida con una absorbancia apreciable a 280 nm, lo
que nos indica que la cantidad de proteina retenida es alta y tiene alto contenido de
aminoacidos aromaticos, lo anterior estd de acuerdo con el coeficiente de extincidon
determinado para la proteina pura A*°™ 12.00; este Ultimo también nos permite
determinar la concentracion de las soluciones de la lectina pura. La electroforesis, los
ensayos de actividad y la cuantificacion para la fraccién retenida se realizaron después
de dializarla y liofilizarla; los resultados se presentan en la Tabla 7. Al reconstituir el
liofilizado se observa muy poca precipitacion o pigmentacion y se obtiene una
concentracion del orden de 2.6 mg/ml y una actividad de eritroaglutinacion alta; para la

fraccion no retenida (I) no se detectd actividad de lectina. Por SDS-PAGE con
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calentamiento se observa (Figura 3, carril 5) para la fraccion Il una banda mayoritaria
alrededor de 24 kDa (70%) que corresponde al mondémero de la LGL-P2. Algunas veces
se observa una banda alrededor de 50 kDa que corresponde al dimero de la lectina, el
cual aparece por disociacién incompleta del tetrAmero. Por otra parte también se
observan algunas bandas minoritarias (8%) de bajo peso molecular correspondientes a

contaminantes.
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Figura 3. SDS-PAGE - Purificacsn de la lectina LGL-P2
(20 ug de proteina / carril). Carril MP: Marcador de peso
molecular (kDa). Carriles: 1. Extracto crudo. 2. Fraccion no
retenida DEAE-Sephacel. 3. Fraccién retenida DEAE-
Sephacel 4. Fraccién no retenida de cromatografia de
afinidad Sepharosa 4B-Lactosa. 5. Fraccien retenida de
cromatografia de afinidad Sepharosa 4B-Lactosa (LGL-P2).
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Figura 2. Cromatografia de afinidad sobre Sepharosa 4B-
Lactosa. Fraccion |-DEAE sephacel (93 mg de proteina total).

Como uno de los objetivos es realizar la hidrolisis de la lectina para obtener péptidos no
es conveniente tener estas impurezas, por lo tanto la proteina se repurifico. En la figura 4
se observa que con cualquiera de los dos métodos ensayados, la fraccion de proteinas

contaminantes es muy baja y por SDS PAGE no se observan las bandas contaminantes.

El extracto crudo purificado por afinidad sobre Lactosa-Sepharosa 4B mostro
esencialmente el mismo perfil de elucion (Figura no mostrada) sin cambio en el volumen
de elucion de la fraccion obtenida con Lactosa 0.2 M. La fraccion retenida después de
dializarla y liofilizarla, mostré actividad y una concentracion apreciable de proteina (18
mg/ml) (Tabla 7); sin embargo estas fracciones se precipitaron y presentaron una
pigmentacion residual; en el soporte de afinidad quedan retenidos algunos de estos

pigmentos que no se pueden eliminar y bloquean la Sepharosa irreversiblemente.
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Tabla 7. Purificacion de la lectina de Galactia lindenii P2 (LGL-P2).

o LGL-P2 Volumen (mg) o
Procedimiento Aglutinacion
(mg/mL) (mL) Totales o
Extracto crudo sobre Sepharosa 4B-lactosa 18,0 0,50 9,00 +4
FNR DEAE Sephacel sobre Sepharosa 4B-Lactosa 2,60 0,50 1,30 +4
LGL-P2- pura sobre Sepharosa 4B-Lactosa 4,10 1,20 4,90 +4
LGL-P2 pura sobre DEAE Sephacel 0,18 2,00 0,36 +4

Tres extracciones consecutivas fueron suficientes para obtener soluciones donde fuese
observable la actividad de la lectina. Con el esquema de purificacibn empleado se
obtuvieron aproximadamente 100 mg de proteina pura /100 gramos harina, lo cual es
menor que lo obtenido por Almanza et al., 2004. Durante el proceso de purificacion se
presentaron pérdidas de la proteina, en algunos casos se precipitdé. Con el esquema de
purificacion las soluciones de LGL-P2 alcanzaron una concentracion en un rango de 8-10
mg/ml, por lo tanto las determinaciones por UV y los perfiles cromatogréficos se
ajustaron al contenido real de proteina. Para las lectinas de Galactia Tashiroi y Galactia
tenuiflora no existen reportes acerca de la cantidad de lectina pura / 100 gramos de

Harina o semilla aunque las dos fueron purificadas por cromatografia de afinidad
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(LePendu et al, 1986 Fukuda et al, 1994). En las lectinas del genero Dioclea se han
reportado entre 1.210 — 2.000 mg de lectina pura/100 g harina seca en el caso de las
lectinas tipo P4 que reconocen Glc/Man y en el caso de las lectinas tipo P2 que
reconocen lactosa entre 100-870 mg /100 g de harina seca (Pérez G., 1998; Calvete et
al, 1999; Sierra 'y Pérez, 1999; Melgarejo et al, 2005). El contenido de lectina en especies
de la familia Lamiacea es muy bajo con respecto a lo que ha sido reportado para lectinas

de leguminosas, entre 5 -20 mg lectina / 100 g de semilla (Pérez y Vega, 2007).

4.2 Electroforesis preparativa para la obtencion del
monomero de la LGL-P2.

Uno de los objetivos del proyecto se enfoca en la obtencion de la secuencia parcial o
completa de la LGL-P2, lo anterior significa que la proteina debe ser pura y se debe
asegurar una buena accesibilidad de los agentes proteoliticos para realizar la hidrolisis y
obtener un nimero de péptidos que sean adecuados para estudios de secuencia. Los
ensayos de electroforesis preparativa se hicieron con el fin de obtener el monémero de la
LGL-P2 vy que la digestion enziméatica fuera mas eficiente. Inicialmente se trabajé en la
obtencion de la curva de calibracion empleando proteinas de pesos moleculares
intermedios con el fin de identificar el tiempo de elucién del monémero de la LGL-P2.
Inicialmente se hizo una corrida con cinco patrones de proteina de peso molecular
intermedio, pero no se obtuvo una buena resolucién, en la figura 5A, se observa que en
la fraccion |, se encuentran la lisozima y el monémero de la mioglobina que son de bajo
peso molecular y que por sus valores de peso molecular tan cercanos (14.3 kDa y 18.2
kDa respectivamente) no hubo la suficiente resolucion del método empleando un gel del
10%; sin embargo este comportamiento fue generalizado para todas las proteinas
analizadas (BSA, Ovoalbumina, tripsinogeno, B-lactoglobulina y lisozima). Por SDS
PAGE (Figura 5B) se observé que proteinas de bajo peso molecular estaban presentes

en voliumenes de elucién cercanos a 150 ml.
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Figura 5. Electroforesis Preparativa —Curva de Calibracion

Patrones (kDa): Lisozima (14.3 ), B-lactoglobulina (18.8) , Tripsinogéno (24),

Ovoalbumina (45),BSA (66).

Condiciones: Diametro interno gel: 0.28 mm. Longitud gel separacion: 10.3 cm.

Longitud total del gel : 10.75 cm. A las 2h 11 min se comenzd la recoleccion de muestras .
Con estos resultados no se pudo asociar ninguna de las fracciones y por supuesto los
volimenes de elucion con ninguna de las proteinas presentes en la mezcla.
Posteriormente y teniendo en cuenta los resultados se hicieron diferentes corridas
ensayando con mezclas pares de proteinas. En todos los casos (Figura 6 A, B, C) se
observaron dos fracciones no resueltas y por SDS-PAGE (Figura 6D) se corroboraron los
resultados. En consecuencia no fue posible elaborar una curva de calibracion bajo las
condiciones propuestas; el método de electroforesis preparativa tedricamente puede
separar proteinas con diferencias en peso molecular del orden 1kDa pero se deben
estandarizar las condiciones adecuadas como longitud del gel, cantidad de muestra,
tamano de poro y diametro interno de columna entre otros. Sin embargo la LGL-P2 pura
se corrid en electroforesis preparativa bajo las mismas condiciones descritas para los

patrones de peso molecular.
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Figura 6. Electroforesis preparativa : A. lisozima-BSA :Didametro interno gel: 0.28 mm. Longitud gel separacién: 10.1 cm. Longitud total: 10.6 cm.
Volumen total colectado: 400 ml. B. Electroforesis preparativa lisozima-ovalbimina. Diametro

interno gel: 0.28 mm. Longitud gel separacion: 10.0 cm. Longitud gel total: 10.5 Volumen total

colectado: 330 ml.C. Mioglobina-IgG. Diametro interno gel: 0.28 mm. Longitud gel separacion: 10.1 cm. Longitud gel total: 10.6 cm. A

1h se comenzé la recoleccion de muestras. Volumen total colectado: 300 ml.

La lectina se detectd en la Fraccion | (Figura 7B, Carril 1) y se recuperaron 100 ug de
monomero (350 ul; 0.3 mg/ml), el 10 % de la proteina pura inicial. Este porcentaje de
recuperacion tan bajo se puede atribuir a pérdidas durante el proceso de didlisis y
concentracion de la proteina. Se realizaron otras electroforesis con el objetivo de
recuperar mas LGL-P2 pura (perfiles no presentados), se colectaron tres fracciones en
las cuales no se observo la presencia de proteinas por la baja cantidad de recuperacion
en cada pico (0.1 mg/ml, fraccion ). Al final del proceso de electroforesis preparativa se
obtuvieron 150 pg del monomero de la LGL-P2. Estos resultados nos muestran que por

este método los porcentajes de recuperacion (10.5%) son muy bajos y menores a lo
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reportado para otros ensayos de electroforesis preparativa corrida en condiciones muy
similares (Fountoulakis y Juranville., 2003) donde el porcentaje de recuperacion fue del
25%, sembrando 50 mg de proteina. En los perfiles también se observé que bajo
condiciones denaturantes y un calentamiento previo de la muestra, se presenta una muy

baja proporcion del dimero y no se evidencia el tetrdmero (Figura 6A).
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Figura 7. Electroforesis preparativa LGL  -P2
A. Perfil: Diametro interno gel: 0.28 mm. Longitud gel separacion:; 10.3 cm.
Longitud total: 10.8 cm. Coleccion de fracciones a los 30 min de corrida.
B. SDS-PAGE (20 pg de proteina / carril). Carriles: MP. Marcador de peso
molecular (kDa). 1. Proteinas fraccion 1. 2. Carril vacio. 3. Proteinas fraccién 2.

4. Proteinas fraccién 3.
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Para realizar los ensayos de hidrolisis enzimatica también se trabajé con LGL-P2
repurificada (Figura 4) en condiciones denaturantes y con calentamiento antes de las

digestiones para asegurar una buena accesibilidad de los agentes proteoliticos.

4.3 Ensayos de digestion enzimatica para la obtencion
de péptidos de la LGL-P2

4.3.1 Digestiones enziméticas con la solucién de LGL-P2

Se siguidé el procedimiento de Darville et al., 2012 con cada una de las enzimas
propuestas. Segun la composicién de aminoacidos para LGL-P2 (Almanza et al., 2004,
anexo 9) al realizar digestion con tripsina se esperaban 19 fragmentos. Se evaluaron
diferentes relaciones enzima: lectina (E: L) con diferentes preparaciones de tripsina y la
fragmentacion fue evaluada por electroforesis empleando el método de tris-tricina. En el
caso de la relacién 50:50, se observé que la proteina fue hidrolizada en su totalidad ya
gue se observa una ausencia de la banda de 25 kDa con respecto a las otras dos
mezclas (1:50; 10:50) (Figura 8A , carril 1,2,3 y 6) sin embargo el control electroforético
de la tripsina Sigma tipo Il de pancreas bovino ( Figura 8B, carrill) presenté bandas con
pesos moleculares entre 20-25 kDa ,lo que indica que la enzima sufrié autolisis y que por
lo tanto no es adecuada para estos ensayos ya que sus péptidos pueden interferir en los

procesos de purificacion y secuenciacion de los péptidos derivados de la LGL-P2.
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Figura 8. Electroforesis Tris- Tricina para péptidos derivados de tripsina. (20 ug de proteina /
carril). Carriles: 1. Marcador de peso molecular de amplio rango (kDa).
A. 1. Digerido de fripsina de la LGL- P2, relacion 1:50 (E: L). 2. Digerido de tripsina de la LGL-
P2, relacion 10:50 (E: L). 3. Digerido de tripsina de la LGL- P2, relacion 50:50 (E: L). 4. Tripsina
en condiciones de digestion. 5. Tripsina Stock. 6. LGL- P2 Stock. B. Carriles: 1. Marcador de
peso molecular de amplio rango, 2. Control tripsina stock.

Los resultados obtenidos nos llevaron a evaluar otras tripsinas con el objetivo de eliminar
contaminantes o que estuvieran en una cantidad muy baja, para ello se evalué una
tripsina grado proteémica con una mejor actividad (Amresco) en una relacién 10:10 (E:
L). Esta enzima tenia la ventaja de no sufrir autolisis ya que sus lisinas estan metiladas;
sin embargo no se observé fragmentacion alguna de la LGL-P2 (Figura 9 A). Lo anterior
nos indicaba que se debia aumentar la concentracion de enzima o mejorar las
condiciones de accesibilidad de la enzima a los sitios de corte. Por lo tanto la LGL-P2 se
incubd con SDS al 10% durante 4 horas a 70-80°C y se emplearon otras enzimas para
verificar fragmentacion de la LGL-P2; también se sometié a digestion enzimatica la
lisozima para evaluar las condiciones experimentales. En la figura 9B se observan los
resultados; se encontr6 que las muestras tratadas con quimotripsina no arrojaron buenos
resultados. Se observd fragmentacion en los controles (Carril 1-5) y no hubo ninguna
digestion de LGL-P2 (carril 7, 8) ya que las bandas tanto del monémero como del dimero
estaban presentes. Para el caso de la lisozima (carril 4) se observaron bandas de peso
molecular similar a las observadas en el control de digestion de la enzima, por lo que no

se pudo confirmar la digestion de la proteina.
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Figura 9. Electroforesis Tris-Tricina. Tripsina, qu  imotripsina, pepsina. (20 pg de proteina / carril). Carriles:
MP. Marcador de peso molecular de amplio rango (kDa). A. 1. Digerido de tripsina de la LGL- P2, relacion 10:10
(E: L). 2. Tripsina Stock. 3. LGL-P2 en condiciones de digestion. 4. Carril vacio. 5. LGL- P2 Stock. 6. Tripsina
Stock.
B. (50 pg/ carril). 1. Quimotripsina SIGMA Stock. 2. Quimotripsina SIGMA Control digestion. 3. Digerido de
quimotripsina SIGMA de la LGL-P2, relaciéon 50:100 (L: E). 4. Digerido de quimotripsina SIGMA de la lisozima,
relacion 50:100 (P: E). 5. Quimotripsina MERCK Stock. 6. Quimotripsina MERCK Control digestion. 7. Digerido de
quimotripsina MERCK de la LGL-P2, relacion 50:100 (L: E). 8. Digerido de quimotripsina MERCK de la lisozima,
relacion 50:100 (P: E).
C. Digestion enzimética con tripsina Difco, quimotripsina MERCK, quimotripsina SIGMA y pepsina MERCK. (50
ug/ carril). Carriles: MP. Marcador de peso molecular de amplio rango (kDa). 1. Carril sin interés. 2. Carril sin
interés. 3. Carril sin interés. 4. Tripsina Difco Stock. 5. Tripsina Difco Control digestién. 6. Digerido de Tripsina
Difco de la LGL-P2, relacion 50:100 (L: E). 7. D|ger|do de Tripsina Difco de la lisozima, relacion 50:100 (P: E). 8.
LGL-P2 control digestion. Lisozima control digestion.
D. (50 pg/ carril). 1. Digerido de tripsina de la LGL- P2, relacion 50:100 (L: E). 2. LGL-P2 control digestién. 3.

Digerido de Tripsina de la lisozima, relaciéon 50:100 (P: E). 4. Lisozima control digestiéon. 5. Tripsina Control
diaestion con SDS Unicamente. 6. Trinsina Control diaestion con SDS v DTT. 7. Trinsina Stock. 8. Lisozima Stock.

En la figura 9C se observé que la tripsina marca Difco habia sufrido una autolisis
marcada (ya que se observaron dos bandas en el carrii 4 de 10 y 8 kDa
aproximadamente) y con la LGL-P2 (carril 6), se observaron dos bandas, una de 20 kDa
y una de 13 kDa; estas Ultimas bandas también se evidencian en los controles de
digestion de la tripsina (carril, 5). Con estos resultados no es posible asegurar que las
bandas encontradas en el digerido de la LGL-P2 correspondan a péptidos de la lectina.
Otros ensayos empleando una tripsina (tratada con TPCK) arrojaron una hidrolisis muy
parcial, donde se observo Unicamente un fragmento de 15 kDa (Figura 9D, carril 1 y 2).
En el control de la enzima (Figura 9D, carril 7) se observa que hay degradacion, razon
por la cual la actividad de protedlisis fue muy baja y adicionalmente hay fragmentos de
bajo peso molecular que contaminan los péptidos obtenidos a partir de la LGL-P2. En el
caso de la lisozima no hubo hidrdlisis.
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Los ensayos de hidrolisis realizados para la LGL-P2 en solucibn mostraron una gran
dificultad para fragmentar la molécula debida principalmente a la actividad de las enzimas
empleadas, por lo tanto se procedid a ensayar otros métodos de fragmentacién y

enzimas con otras caracteristicas.

4.3.2 Digestiones enzimaticas en gel de la LGL-P2

Para obtener un mayor nimero de fragmentos, se cort6 la banda de 15 kDa previamente
obtenida y se sometié de nuevo a digestion con tripsina (SIGMA, tratada con TPCK)
(Figura 9D, bandas sefialadas en color rojo bajo las mismas condiciones descritas
previamente). Los resultados no mostraron la presencia de proteinas ni fragmentos
derivados de hidrolisis. A pesar de seguir los métodos reportados para la hidrolisis de
lectinas de Diocleae (Richardson et al, 1984; Almeida., et al, 2011), no se obtuvieron
resultados favorables; como se menciond previamente las enzimas empleadas no fueron

activas.

Se realizaron otros ensayos corriendo la LGL-P2 en geles de poliacrilamida (Figura 10);
las bandas de interés se fraccionaron y fueron sometidas a digestiones con tripsina,
guimotripsina 'y LysC durante 16 h. Para evaluar la eficiencia de la hidrolisis los digeridos
fueron sometidos de una vez a cromatografia liquida. Como veremos mas adelante en
este caso las enzimas empleadas hidrolizaron la lectina, lo que nos indica una vez mas la

baja actividad de las enzimas antes empleadas en los ensayos anteriores.
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Figura 10. SDS-PAGE LGL-P2 para analisis en LC/MS/MS.
Carriles: 1. MP. Marcador de peso molecular (kDa)
(Thermo Scientific PageRuler Unsteined Protein Marker).
2. LGL-P2 5 ne. 3. LGL-P2 10 ue.

4.3.3 Analisis de los péptidos de la LGL-P2 por Cromatografia Liquida-Espectrometria
de masas en tandem (LC MS/MS).

Se encontraron 123 péptidos DeNovo en el caso de la Tripsina, 573 con Quimotripsina y
168 con LysC, generados por PEAKS 6 DeNOVO, dentro de los cuales habia

redundancias que fueron eliminadas posteriormente.

4.3.4 Péptidos derivados de digestion con tripsina

La comparacion de la secuencia de los péptidos con la base de datos para identificar la
proteina, se realiz6 contra la base de datos “PD1.3/Mascot protein/peptide identification”
y se crearon los reportes en Scaffold. Los resultados estuvieron relacionados con
queratina humana, tripsina y BSA para los tres digeridos. Estos resultados se obtuvieron
debido a la falta de una secuencia del genoma de la planta o una secuencia similar a la
de la lectina, que nos diera un punto de comparacion y asi facilitar el ensamblaje de los
péptidos. En los anexos 10, 11,12 se presentan los resultados obtenidos contra la base
de datos PD1.3/Mascot protein/peptide, a partir de los cuales con un reporte en Scaffold,
las proteinas listadas fueron identificadas en al menos una de las muestras con un nivel
de confianza 295% basado en la identificacion de al menos dos péptidos con un nivel de

confianza de 295%. Los numeros en los cuadros de color son los numeros de péptidos



42 Elucidacion parcial de la estructura primaria de la
caracterizacioén parcial de la lectina LGL-P4 presen
lindenii.

lectina LGL -P2 y purificacion y
tes en semillas de Galactia

Unicos identificados con un nivel de confianza 295%. Se observé que se encontraron
péptidos pertenecientes a secuencias de proteinas humanas, las cuales se presentan
por contaminacion con queratina y otras proteinas humanas que son contaminantes
durante el proceso de preparacion y analisis de la muestra. Sin embargo la LGL-P2
hidrolizada estaba en un gran porcentaje (gel, Figura 10) por lo tanto es poco probable

que estén ausentes los péptidos de la LGL-P2.

4.4 Aproximacion a la estructura primaria de LGL-P2.

4.4.1 Andlisis Bioinformatico de los datos obtenidos

Empleando el programa Decrease redundancy de Expasy (Artimo P, et al 2012) se
eliminaron las secuencias de los péptidos “iguales” con un nivel de identidad mayor o

igual al 90%. Los resultados se presentan en las Tablas 8,9 y 10.

Tabla 8. Secuencias de péptidos obtenidos con tripsina por LC/MS/MS
de LGL-P2

TLLDLDNTR LANFVSSLTFR LAGGNGMLSLTSLK
VNVQQLEGR | GNGMLSLTSLK VGLSASTSSGGVQR
NYLGAVNPK SLASSLPGQTK VGLSAATSGNGVQK
NVAVPLYNR LSLSTSGGSFR AALQGDGMLSLTSLK
STMQELNSR LTGLLGAPFSK VVVGLSASTSSNVQR
YLDGLTAER VASFVSSLTLR SNGFSSGSAGLLNYQR
RMPATLNSR | TGGYLGAVNPK VAGGGGGFGAAGGFNR
MGLSLTSLK NVKVNPQLQNVK | PSGSAGGGALGTPNPK
QFSSSYLSR LNNLEEALQQAK PSGSTNYLGALGAVNPK
GMLSLTSLK AGGGALGVVNPK | VVVGLSASTSSGGVQR
KNPSYQLGR LSASTSSGGVQR LPSGSTGGYLGAVNPK
SSPATLNSR TSLKNPSYQLGR SLVNLGGSKSLSLSVAR
LASYLDKVR SAGGQLGVVNPK LQPSGSANGALGVVNPK
FASFLDKVR TSYKNPSSNLGR PSGSTGGYLGALGAVNPK
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SFVSSLTLR SSGGFSGGSFSR SLGGGGFSSGGFSGGSFSR
SGFSSVSVSR SKAQAQSLYQSK PSGSAGGQLGVVSGVVNPK
TQAQSWYQTK | LSAATSGNGVQK GPYQSGSGHSSGLGHQQSR
LKNPSYQLGR | LOGNGLLALTSYK AQAESLYQSKYEELQLTAGR
AEAESLYQSK | GSTGGYLGAVNPK | PSYPHLGLNVNSLLSLQTAK
LLAKVFYGQD | LQGNGMLSLTSLK LGEHNLNVLEGNEQFLNAAK
YKNPSSNLGR | NKLNDLQDALQQAK | SKAEAQSLYQSKYEELQLTAGR
NHEQQMKNLR | SLNNQFASFLNKVR | LSSSKGSLGGGFSSGGFSGGSFSR
VAGFVSSLTFR | TLNNKFASFLNKVR | ALHSSPVTLCCFAHGNVASFVSSLTLR

Tabla 9. Péptidos obtenidos con quimotripsina por LC/MS/MS de LGL-P2

LPSGSTGGY QVSLQDKTGF SPGSAGGQLGVVNPKDAFNNF
LSNTNCKKYW LGAVNPKDAGW HNLLEGGQEDFESSGAGKLGL
VTLKKDVDGAY VGVGGPKDAFNNF SVAVENDGQLLTVAQMVDKL
TSLKNPSYF NGVQKHDVY VSAVENDGELLTVAQMVDKL
GPSGDGVQKHDVY SLKNPSYQGL MHTTSDVVVAGEFDQGSSSEKLQKL
LQLDNARLAADDF EAHPVTLWDEATGNVASF EGDGGEVASVLLTVAQMVDKL
VVTQVSLQDKTGF NPKDAFNNF VQALEEANNDLENKLODWKDY
SAATSGDGVAGKHDVY APDVAVRLEDVSGLM VGVEFDDYKNPSSNLGRVLY
STSSGGVQRHDVY LKNPSSNLGVRLY VGVEFDDYSNSWDPSYAKF
QVSLQDKTGFHF KNPSEPAGRVLY GAPDAGTLLALPSGSTGGY
SPGSTGGYL NPSSNLGRVLY NPKDAFNEPLTVAQMVDKL
ELEGKLKEW LGAVNPKDAFDNF APGADTGALPSGSTGGY
VTVKAALLY SDSWDPSYPHLGLDVNSL VGVEFDDYSNSWDPSYSF
DPSYPHLGLDVNSL VGVEFDDYF LWDEATGNLANF
SAGPSGDGVQKHDVY HSSPVTLWDEATGNAW LMLVNPKDAFNNF
SLTSLKNPSY NLGGFGGGSRF HSSVPTLWDEATGNVASFY
QNLNDRLASY AADPSSNLGRVLY VNGSAEDSVVNPVSSYAGF
DGVQKHDVY LGAVNPKDAF EMEQGGLRQGVDADNL
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SPYPHLGLDVNSL LPEAAFLVKAALLY VPDPSPVTLWDEATGNVASF
WDEASGNVAGF HSSPVTLWDEATGNVASF HSSPVTLWDEATGNVADF
LNGTAEANF LGAVNPKDAFNNFF QPDAGTLFALPSGSTGGY
KTVLPSKVRRLF VNPKDAFNNF HSSVPTLWDEATGGGVASF
LGAVNPTAAAFF LLGAVNPRSAFNNF VPTLSSMEATGNVACASF
WSDPSYPHLGLDVNSL VRALEESNY SSPAPLWDACATGNLANF
ALKQSLEASLAETEGRY SPGSTLALGAPYY SHSVPTLWDEATGNVASF
YSSPVGGLW RTAPSVSGYVPADGVL SPGSAGGQLLALGAPYY
SGDGVQKSM VPADGLVFY SAATSGNRQWHDVY
VGVEFDDYSNSW LKNPSSNLRGVLY VGVEFDDYSNSWDPGYAY
DQGSSSEKLQKL TSDVVVAGEF VDLKTVLPSKVRVGL
NLNDRLASY KAVLPSKVVVGLF SASTGAVNPKDAFNNF
NPKDAFDGW SAATSGNGVSPLHDVY AEPVNLGEDEATGNLANF
ELEGKLPAAGF SAATSGNGVPPSSGDVY TKNPSSNLGRVLY
VDLKTVLPSKVRRLF VSDVVAGEF SASTSGAVNPKDAFNNF
YKTLDDLKNQLL AATPAFDGW VPTLDADEATGNVASSSF
GDGVQKHDVY QPALQDKTGF LGNPSSNLGRVLY
VDLGAVNPKDAFNNF TTLALQPYY VDLKAVLPSKVVVGL
KDPSSNLRGVLY SPSNLGRVLF SPGSAGGKMLFALQPYY
SGGVQRHDVY SPGLFALGAPYY SLTKNPSSNLGRVL
SSNLGRVLY SLNPSSNLGRVLY SPGSALELFMALQPYY
VSLQDKTGF KAVLPSKVVGVLF HSSPVTLGEDEATGGGVASF
SAATSGDGVQKHDVY TSGDGVQKHDVY SASTSSGGVQRGNDVY
SPGSAGGQLF VGVNPKDANF SSPVNLWDEATGNLAGW
WDEATGNVASF VPADGLVFL STSDGGVQRHDVY
VDLKTVLPSKVVRGL AFHLAATVVM YNTLDDLSRQLVDLTVGKPM
KDPSSNLRRLY SASTSLRNTGSL HSSPVTLWDEATW
VNGSAEDAGF APDVARLEDVSGPF SAATSGNGKGGKHDVY
VPADGVLFF AATPAFNPM LNVPSSYWDEATGNLANF
SPVTLWDEATGNVASF VVGGGPSAVW VPSSYNLWDEATGNLANF
LDKVRALEESNY VSAVENDGQLL SPYPHLGLDVNSAFCY
SPGCLPSGSTGGY LLALGAPYY VGVGGPKDADGW
DDYSNSWDPSYSF SPLFALGAPYY VSAVENDGELLAKAQM
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LGAVNPKDAFPM SLQDKTGFHF VPTLDADEATGGGVSSASF
AALLYDCHAKTL SLGGGGFSSGGF NSSRHLGLDVNSLDCNSL
EPALQDKTGF APDGLELFF SPGRAPQDTGALPSGSTGGY
SGNGVQKHDVY SPKVRVGLF HSSPVTLCVDEATGNVASF
WAASSGGVQRHDVY EPLAAFLVKAALLY HSSPVTLMSDEATGNVASF
TVLPSKVRVGLF AGDVDKKLTVYM LGAVNPKDAFNPM
SPSNLGRVLY VGVGGPKDAFDGW GTSTSSGGVLWHDVY
LFALGAPYY YTLKHALTVYM LEGVFDDYSNSWDPSYSF
VDLKTVLPSSL VGVNPKDAF EGALAEQNRKDAEAW
KSDQSRLDSEL SFYSKLDTDSRSF VGVNPKDAFNNF
VDLKNPSSNLGRVLY VGDGQKVSM SSPVNLWDEATGNLANF
SLTGAVNPKDAFNNF KAVLPSKVVVGNL VVGGVVGVLKAVLY
ATSGDGVQKSM LDKVRFLEQQNQVL VPNLSSMEACATGNLANF
HSSPVTLWDEATGNGL SAATSGNGVQSLHDVY QPDAGTLFALPGSSTGGY
LGAVNPKDAGGF ANGALGVVNPKDAFNNF QPDAGTLPSGSTGGY
LGVVNPKDAF LGDAPVYVF SSPVNLWDEATGNKAPM
DEATGNVASF VSAVENDGELLTVAQM VPNLSMDEACATGNLANF
SPGSAFLALGAPYY LNGTADEANF NSSRHLGLDVDCDGLCL
RLEDVSGYVPADGLVF QLGAVNPSRAFNNF HSSPVTLGEDEATGNVASF
AEEGNVLVSGPWPW SSGGVQRHDVY QPDAGTLAALLPSGSTGGY
TSASTSSGGVQRHDVY APDVARLQDVSGLM LAGTDQPALPSGSTGGY
ATSGDGVQAHTAVY GGVQRHDVY ATDGNGVQAHTAVY
SKLDTDSSRF LGAVNPSRSFNNF VSAVENDGQLLTVAQM
GVVNPKDAF WSTSSGGVQRHDVY HSSVPTLWDEATGNVASF
SDSWDPSYSF QVGGPSRAFNNFF SPSTSSGGVQRHDVY
LTVPSSTGF VNPKDAFDGW SAATSGNGVQEAASVY
VPADGLVYF SLDLDSLLADKL SAATSGDGVQKGHDVY
VGVGGPKDAGW VGAFPLSPGPEL TRAPSVSGYVPADGLVF
SAATSGDRQKHDVY TLWDEATGNVASF APGDATGALPSGSAGGQLGVVNPKDAF
SPGSTFLALQPYY KNPSSNLRRLY SPGEAAGLAFLPSGSAGGQLGVVNPKDAF
SGSLVKAALLY | e | e
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Tabla 10. Péptidos obtenidos con LysC por LC/MS/MS de LGL-P2

LLNDEDPVVVTK LENLFEALNNK PSYPHLGLDVNSLLSLQTAK
VLEHLMEDLDTNADK | EEANNDLENK TLLDLDNTRMTLDDFRLK
ATSGDGVQK YYKTLDDLK ELETYHNLLEGGQEDFESSGAGK
PSGSTGGYLGAVNPK | VRALEEANADLEVK AFSAVDTDGNGTLNAQELGAALK
VRLEESNYELEGK YNSPYYNTLDDLK VTPGQNEDLVLTGYQVDK
LTVAQMVDLK ALEEANNDLENK LTSVAVENDWLLTVAQMVDLK
AATSGDGVQK SAATSGNGVQK WLTAVENDGQLLTVAQMVDLK
VGLSAATSGNGVQK | VDLTVGNNK LPSGSAGGQLGVVNPK
VDALMDELNFMK VQALEEANNDLENK | VTMQNLNDRLASYLDK
LNDLEEALQQAK MGLSLTSLK YEELQVTVGRHGDSLK
VDPELQNVK PYYNTLDDLK EHLVLMEDLDTNADK
NKLEGLEDALQK STMQELNSRLASYLDK | RVVGLSAPGSGNGVQK
RADLDSLLAEVK LTTLEVEPSDTLENVK | QNLNDRLASYLDK
AALLYDCDAK ATSGNGVQK LDVNSLLSLQTAK
LAEESNYELEGK DAEAWFNEK RVVGLSAATDGDGVQK
SLDLDSLLAEVK GYLGAVNPK LQGNGLLALTSYK

PFFHSLSEK LVDLTVGNNK NQFASFLDK

NGMLSLTSLK ALNSLLDVYHK RAPLADQGSSHHLTVK
TGGYLGAVNPK SDQSRLDSELK WTLLQEQGTK
ELLTVAQMVDLK HDVYSMSSFYSK RVVGLSAGPSGNGVQK
DDGGQLGVVNPK TVAQMVDLK RVVGLSAATSGNGVQK
LEGLEDALQK RVALEEANADLEVK VRALEESNYELEGK
AEAESLYQSK VDLLNQELEFLK AALQGDGMLSLTSLK
LAELEEALQK NNQFASFLDK LETTELDNNLEQLSSYK
HDVYSSMSFYSK QGLLTVAQMVDLK VRVGLSAATSGNGVQK
DAEAMAFNEK VNSLLSLQTAK AALQGDGLLALTSYK
SLNNQFASFLDK AALLYDCHAK GFFDPNTEENLTYLQLK
HDVYSWSFYSK TVGRHGDSLK LOQPSGSANQLGVVNPK

RTTAENEFVMLK
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Con esta metodologia no es probable que se diferencien pares o trios de aminoacidos o
aminodcidos que tengan un peso molecular similar. El método seguido (secuenciacion
De Novo) compara y determina diferencia en pesos moleculares, por lo tanto el analisis
en algunos casos puede dejar dos péptidos similares siendo bastante subjetivo; sin
embargo la secuenciacion es mas rapida y menos costosa que la degradacion de
Edman.

Los péptidos fueron seleccionados por medio de BLASTp y posteriormente se realizo la
bdsqueda de secuencias de lectinas de leguminosas donde los péptidos encajaran y nos
permitiera tener un molde inicial para determinar la secuencia de la LGL-P2 (Altschul et
al., 1990). Los parametros de la busqueda en BLAST se modificaron para analizar
secuencias pequefias, se utilizé un tamafio de palabra de 2, la matriz PAM30 en lugar de
la BLOSUMG2 utilizada por defecto en BLAST, un costo de gaps de 9 para existencia y
de 1 para extension, se eliminaron los ajustes por composicion, se eliminé el filtro para
regiones de baja complejidad y se corri6 contra secuencias referenciadas y
pertenecientes a organismos de leguminosas (Leguminosae). El dato mas representativo
lo entregd la busqueda con el péptido més largo y un conjunto de los més largos, donde
se encontraron secuencias de aglutininas (o lectinas) dentro de la familia Leguminosae
(figuras 11 A, B, C) para cada una de las enzimas utilizadas. Se pudo determinar que
segun el porcentaje de identidad, unido al porcentaje de cobertura y los valores mas
bajos, que de las secuencias encontradas era una buena decision utilizar las secuencias
relacionadas a lectinas de Cicer arietinum (XP_004516638.1, XP_004514830.1) y
Medicago truncatula (XP_003599063.1, XP_003599808.1) para analizar todos los
posibles alineamientos de los péptidos de LGL-P2 contra ambas lectinas. Las dos plantas
pertenecen a la familia Leguminosae, poseen lectinas de 227 aminoacidos (Cicer
arietinum) y de 277 aminoé&cidos (Medicago truncatula), y la ultima presenta especificidad
por Glucosa/Manosa [NCBI XP_003599063.1 y XP_004516638.1]. Se alinearon ambas
secuencias con los péptidos de LGL-P2 y se encontré que la mayoria de ellos alineaban
con las dos lectinas escogidas por lo que si habia una gran cobertura de la secuencia,
de esta forma podrian llegar a superponerse los tres conjuntos de péptidos y por lo tanto

podriamos tener la secuencia parcial de la LGL-P2.
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0 A
i1 Alignments o
Description Sn:oa:; ;Déi ch\??r‘ vak\zue Ident Accession
[0] PREDICTED: putative bark aqalutinin LECRPAHike [Cicer arietinum 218 218 R% 14 47% XP 0045166381
[ veastative lectin [Medicago truncatula 265 265 33% 38 89% XP 0035000831
[ Lectin (Medicago truncatula 265 265 3% 34 9% XP 003599808.1
[Cl PREDICTED: vacuolar-processing enzyme-like [Cicer ariefinum 265 265 55% 38 65% XP 0044080921
[0 PREDICTED. protein LOC101489114 [Cicer arietinum] 261 261 81% 52 43% XP 0045060921
B Description Max | Total | Query Ident = Accession
score score cover value
|)" PREDICTED: | -type lectin-domain containing receptor kinase [X. 1-ike [Cicer arietinum] 286 286 70% 030 99% XP_0045097941
)" PREDICTED" L-type lectin-domain containing receptor kinase [X 1-ike [Glycine max] 286 286 T70% 030 59% XP_0033512951
I Lectindike protein [Medicago truncatula] 282 428 T0% 041 58% XP_003628862.1
I Lectin receptor-ike kinase Tg-20 [Medicago truncatula 266 265 70% 16 53% XP_003628872.1
[-) PREDICTED: L-type lectin-domain containing receptor kinase [X.1dike [Glycine max] 265 403 50% 16 80% XP_0035325921
) PREDICTED: putative zinc finger protein At1g68130like [Cicer arietinum] 257 257 80% 32 G3% XP 0044970221
) PREDICTED: uncharacterized protein LOC100776828 [Glycine max] 252 252 50% 44 80% XP_003517880.1
U PREDICTED: L-type lectin-domain containing receptor kinase (X 1ike [Glycine max] 252 390 55% 46 T73% XP_003532590.1
[ PREDICTED: E3 ubiquitin-protein ligase At3g02290-like [Glycine max] 248 248 50% 64 60% XP_003531881.1
[J PREDICTED: CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 11-like [Glycine max] 248 248 80% 64 56% XP_003551605.1
) PREDICTED: agalutinin-2-like [Glycine max] 244 244 70% 91 53% XP_003551297.1
) PREDICTED: protein TWIN LOV 1ike isoform X1 [Cicer aristinum] 244 395 T0% 91 T73% XP_0044899901
) PREDICTED: probable L-type lectin-domain containing receptor kinase VIl.24ike [Glycine max] 244 382 T0% 92 T75% XP_0035419071
) PREDICTED: probable L-type lectin-domain containing receptor kinase VIl 2-ike [Cicer arietinum] 244 244 40% 92 T5% XP_004487272 1
[J PREDICTED: putative bark agglutinin LECRPA3-like [Cicer arietinum] 240 433 6% 13 Ti% XP_0045148301
| putative bark agglutinin LECRPA3like precursor [Cicer arietinum 240 395 65% 13 T70% NP_001269244.1
C Description s’l:.‘::e ST:;?; ?;?g va?ue Ident  Accession
[ Lectin alpha chain [Medicago truncatula 337 337 95% 0006 63% XP_003628870.1
[ PREDICTED: putative bark agglutinin LECRPA3-like [Cicer arietinum] 329 329 75% 0012 67% XP_0045148301
[ Lectin alpha chain [Medicago truncatula 312 312 95% 0043 63% xP_003628871.1
' Vegetative lectin [Medicago la] 312 32 80% 0043 50% XP_003599063.1
[ Lectin [Medicago truncatula 209 299 90% 011 B56% XP_003628866.1
[ Peptide transporter [Medicago truncatula 295 295 45% 016 100% XP_003613570.1
([ putative bark agglutinin LECRPA3-like precursor [Cicer arietinum] 291 291 100% 021 55% NP_0012692441
1) PREDICTED: agglutinin-2-like [Cicer arietinum] 291 291 60% 021 75% xP_0045097111
| PREDICTED: agglutinin-24ike [Glycine max] 286 286 T9% 030 67% P 0035305771
[ Lectin [Medicago truncatula 2714 274 T9% 082 60% XP_003599808.1

Figura 11. Resultados identificacion de la muestra con base en los péptidos obtenidos utilizando BLAST
(blastp) con los péptidos obtenidos con: A: Tripsina B: Quimotripsina. C: Lys C
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En la figura 12, se muestran los resultados de las comparaciones con la secuencia de
Cicer arietinum para los péptidos derivados de la digestion con tripsina; las secuencias
de color verde, rojo y azul dentro la secuencia principal (secuencia completa sin
espacios, color negro) son los péptidos que se alinearon parcial o totalmente. EI mismo
procedimiento se llevé a cabo con la secuencia de la lectina de Medicago truncatula
(datos no presentados).

Se realizo el proceso con los péptidos derivados de quimotripsina y Lys C y luego de
ubicar cada péptido sobre cada una de las secuencias, se observé que los péptidos
abarcaban una gran parte de las secuencias encontradas, pero que era necesario tener
un mejor molde para la superposicion de los péptidos obtenidos. Se encontr6 que el

porcentaje de cobertura de la secuencia es bajo.

>g1|502170433 | ref | XP_004514830.1| PREDICTED: putative bark agglutinin LECRPA3-like [Cicer
arietinum]

MASTQKFSISILSVSVIFFVLATIAEVNSQKTVSFDFPKFTSDQSGITIOGNAE
SLVNLGGSKSLSLSVAR LAG
SGFSSVSVSR LQGNGMLSLTSLK
QFSSSYLSR LOGNGLLALTSYK
GNGMLSLTSLK

LTNPADPKW
TSLK

TTGRVLYATPVPIWD GH VASFSFSVEDFRGYKPADGIIFFLAPSDTVIPSNSAGGQLGVVDAN
LSLSTSGGSFR

NAFNRFVGVEFDNFVNQWDPNYAHIGIDVNSLISTKTTTWNRVSGSLVKVNIIYDSL SVAATNDNG

SLVNLGGSKSL

Figura 12. Resultados alineamiento de péptidos obtenidos con tripsina contra la
secuencia de Cicer Arietinum utilizando BLAST (blastp).

Los anteriores resultados nos muestran que a pesar de no contar con una secuencia
base de G. lindenii se logré relacionar el conjunto de péptidos, obtenidos del tratamiento
con cada una de las enzimas, con secuencias de lectinas de leguminosas caracterizadas
parcialmente. Aunque los péptidos cubrieron un amplio espectro de las secuencias
utilizadas como molde, los bajos porcentajes de identidad no representaron un alto grado
de confianza para formar la secuencia de la LGL-P2, por lo tanto empleamos otras
alternativas para alcanzar nuestro objetivo.

Dentro del grupo de investigacion (GRIP) se ha trabajado en la purificacion,

caracterizacion y elucidacion de la estructura primaria y terciaria de las lectinas presentes
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en el género Dioclea (Melgarejo y Pérez, 1997; Rojas, 1998; Pérez, 1998; Garzon, 1999;
Pérez y Sierra, 1999; Megarejo et al., 2005). Trabajos previos con C. ensiformis, D.
grandiflora, D. sericea, D. lehmanni y mas recientemente C. roseum maostraron que en
estas especies hay una segunda lectina analoga a LGL-P2 (Sierra y Pérez, 1999;
Almanza et al, 2004; Melgarejo et al., 2005; Dam et al., 2011). Estas lectinas se
caracterizan porque reconocen el determinante H-2 y tienen caracteristicas moleculares
particulares como alta similaridad en la secuencia N-terminal, en el patrén de inhibicién

de carbohidratos y tienen estructura dimérica y/o tetramérica entre otras (Tabla 11).

Tabla 11. Propiedades moleculares de algunas lectinas de la Subtribu Diocleinae que reconocen lactosa y el determinante H2
Proteina Nativa | Subunidades
Lectina (kDa) (kDa) Pl Secuencia N-terminal Al Especificidad Ka (M)
104 256 % 83 0 1x10, Fuc o1
LGL-P2' 26.064 " | AKVTSIKYTSIS-SSXGKPLAGNA H-Tipo 278 | 2(Galpt-4Glc)®
|ome | w3 |65 o | 240 ek
LDLP2? AGAVYFYFTKFTTSSSSLTLQGSAEVSNDHK-TNLKNFTNKVGRALY H-Tipo 278 | 2(Galp1-4Gl)*
54
%9 29-30 53 2
LDG-P2} 5.1 | AGAVYEXFTKFTTSSSSLTLQGSAEEVSNNGILALTNLKNPTNKVGRALY H-Tipo 27
LCE-P2* 5 +GAVYFAFTKETTS+SHTL+QHAEVHN H-Tipo 27
95 650 0 _ 1.210° Fuc o.1-
LCRI® ] SGAVHFSFTKFSTSSSDLTLAGSAVSSKGSLKKNPSKKGKPVDHSGRALY H-Tipn2° | 2(Galpt-4GleNac)

1. Almanza et al, 2004; 2. Pérez, 1998; 3.4. Melgarejo et al, 2005; 5. Rocha et al, 2010; 6. Vega et al, resultados no publicados; 7. Determinacién por
ensayos de ELLSA; 8. Determinacién por cromatografia frontal de afinidad; 9. Determinacién por microcalorimetria (ITC); 10. Rocha et al, 2010.

Estas lectinas son en general inhibidas por galactosyl derivados, siendo el mejor inhibidor
GalNAc y me(a,B)-galactopiranosido; también se pueden purificar por cromatografia de
afinidad sobre Sepharosa 4B-Lactosa, eluyendo con lactosa 200 mM. La secuencia
SSSS esta presente en todas las lectina tipo P2 y ha sido propuesta como un rasgo
caracteristico de estas lectinas; por lo tanto se pueden hacer alineamientos (Melgarejo et
al., 2005). En la region N-terminal entre las lectinas LGL-P2 y LDL-P2 hay un 52 % de
identidad y un 66 % de similitud. Las lectinas LGL-P2 y LCR-Il tienen un 30 % de
identidad y entre las lectinas LDL-P2 y LCR-Il un 70% de identidad. En PDB hay dos
estructuras de lectinas del género Erythrina que unen lactosa, ECL (PDB 1GZC) y EcorL
(PDB 1AX1); otras como la lectina de Arachis hypogaea (PNA) (PDB 1CR7) y la de
Cymbosema roseum (LCR-II) (UniProtKB/Swiss-Prot, P86795), esta Ultima es la Unica

reportada a la fecha de las lectinas tipo P2, que estan en la subtribu Diocleinae.

Para la LCR-II inicialmente se determinaron 189 aminoé&cidos y un cubrimiento del 80%

de la secuencia con una masa molecular de 20.528 Da, y una masa no secuenciada de
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5.000 Da (Rocha et al., 2009). Sin embargo en un trabajo posterior se secuenciaron en
total 239 aminoacidos con una masa molecular de 25,701 Da (Rocha et al., 2010, ultima
modificacion enero 2011). En el grupo de investigacion se ha estado trabajando en la
determinacion de la estructura primaria de lectina de Dioclea lehmanni P2 (LDL-P2);
para ello se prepararon hidrolizados de la proteina con tripsina, quimotripsina y proteasa
V8, los péptidos fueron purificados y su secuencia se determiné por degradacion de
Edman (Datos no publicados). Posteriormente por superposicion manual se determinaron
en total 227 aminoacidos con un cubrimiento del 81% de la secuencia (Figura 13, Datos
no publicados), el andlisis de aminoécidos arrojo un total de 279 residuos de aminoécidos
(Pérez, 1998). Como las dos lectinas, LGL-P2 y LDL-P2, tienen caracteristicas
bioquimicas similares y un mayor % identidad en el N-terminal fue seleccionada como
punto de partida para comparar su secuencia con la secuencia de los péptidos obtenidos
de la LGL-P2.

10 20 30 40 50 60

AGAVYFKFTK FTTSSSSLTL QGSAEVSNDL KLTNLKNPTN KVGRARWP ITIWDETTGK
70 80 90 100 110 120

VASFVTSITL RMEDVSSFVP ANGDVNFFIA PDASLPKDSI —-GGQLGXNP NYFNFTNFVG
130 140 160 170 180

VEFDDYSNSW DPSYS-HIGI DVN FSKGGL VQAAALY NSV LSVAVENDGR

190 200 210 220
TITVAQVVDL KDVLPSKVRV GLSAATSGNG VQKHDLYSWF FMSNFDA

Figura 13. Secuencia parcial de la lectina P2 de Dioclea lehmanni (LDL-P2). Vega et al., Datos

no publicados.

4.5 Andlisis Bioinformatico de las secuencias de
péptidos encontrados contra la secuencia de la LDL- P2.

Inicialmente se realizdé una comparacién de la secuencia parcial de LDL-P2 contra todas
las proteinas de leguminosas y se encontro que estaba relacionada con otras lectinas de

leguminosas. En la secuencia se encontraron dominios conservados de union a metales
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(Ca™ y Mn*), de interaccion con carbohidratos y sitios de N-glicosilacion entre otros
(Figura 14). Por BLAST se encontré un porcentaje de identidad mayor al 51% con
respecto a Cicer arietinum y un E value muy bajo (3e2!); esta lectina es del género Cicer,
tribu Cicerae, subfamilia Papilionoideae de la familia de las leguminosas mientras que
con la LCR-II el porcentaje de identidad fue del 40 % y un E value (1 e3%) (Anexo 13),
recordemos que esta Ultima especie pertenece a la misma subtribu y por lo tanto son
mas cercanas. De acuerdo con los resultados anteriores y teniendo en cuenta la cercania
filogenética, tomamos como base la secuencia parcial de la LDL-P2 para el ensamblaje
de los péptidos de LGL-P2.

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detalled results.
1 - - ke 1n¥ 124 " 7s e

i
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rabal Bivding mits §4 A
M Linked glyeorylabien mite g
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B0 963 94% Se-11 40% XE O0IEDTATR

B1R 107 G4%  Be-11 3% XP

Figura 14. Dominios encontrados en la comparacion de la secuencia parcial de la LGL-P2 utilizando BLAST.

4.5.1 Superposicidon de péptidos para la obtencion de la secuencia LGL-P2

Primero se realizaron los alineamientos de los péptidos con la secuencia de la LDL-P2 en
BLAST con las modificaciones para secuencias pequefias. Los tres set de péptidos de
LGL-P2 fueron alineados sobre la mayor parte de la extension de la secuencia LDL-P2
(Figura 15); sin embargo la mayor cobertura de la secuencia y los mejores puntajes de
alineamiento se lograron con los péptidos obtenidos con quimotripsina (Figura 15B).
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Figura 15. Resultados comparacion de la secuencia parcial de la LDL-P2 con los péptidos A:
tripticos B: Qimotripticos C: Lys C obtenidos de LGL-P2 utilizando BLAST.

En cada una de las figuras, los colores representan los puntajes de cada alineamiento
(hay 5 colores diferentes donde del color negro al rojo aumentan los puntajes) y la linea
roja (Query) muestra la longitud de la secuencia que se esta analizando. En este caso se
tomo toda la secuencia que se tenia de la LDL-P2 (algunas modificaciones se realizaron
al momento de analizar cada alineamiento, teniendo en cuenta los cortes de datos en la
secuencia base). Los “hits” encontrados por Blast aparecen como lineas horizontales a lo
largo de la secuencia Query (en este caso al tratarse de péptidos, se esperaba que se

alinearan pequefas regiones del Query, pero que en conjunto cubrieran la mayor
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cantidad como sucedié en el caso de la quimotripsina. Se observd que a pesar de
eliminar la redundancia en los péptidos hay regiones que son cubiertas con un alto
namero de péptidos; los cuales se caracterizaban por tener una o dos modificaciones
dentro de la secuencia o tenian uno o dos aminoacidos mas con respecto a los otros, es

importante resaltar que los mejores alineamientos se produjeron con quimotripsina.

En segundo lugar se hizo la superposicion de todos los péptidos derivados LGL-P2 y con
ayuda del programa Excel® se hizo el empalme de los péptidos que se complementaban
realizando las busquedas de las secuencias iniciales y finales de cada péptido contra los
demas. Dentro de los péptidos evaluados no se encontré la secuencia N-terminal,
probablemente este péptido se pudo perder porque estaba glicosilado y la metodologia
establecida lleva a que durante el andlisis de los datos se descarte este péptido. En la
figura 16 se presenta la secuencia parcial de la LGL-P2 donde las regiones sefialadas en
rojo y separadas por “/”, se refieren a los posibles cambios en secuencia que se
encontraron en varios de los péptidos obtenidos; “nnn” representan los lugares donde no

se pudo determinar la secuencia con respecto a la de LDL-P2.

En la tabla 12 se presenta la secuencia de los péptidos derivados de LGL-P2 que estan
en la secuencia propuesta (Figuras 16 y 17), indicando de qué enzima provienen, las
modificaciones de amindacidos segun cada alineamiento, los valores E y porcentajes de
identidad encontrados con BLAST. En la figura 17 se sefala en verde la secuencia del N-

terminal de la lectina determinada por Almanza et al, 2004.

SASTSL/ SSPVRNTGSVA/ SAEVENDW CELTVAQWDL/ LTDLKNPSSN YQLGRVLY/ HSSPVTLWDEAT/ CCF
AHGNVASF VSSLTLnnnn

RL/ FEDVSGYVPAD/ NGALGWNAPD/ PKDAGTLLALPSGST/ AGGSAGGQL G QGLV/ A/ TVNPKDAFNNFVGVE
FDDYSN DSWDPS/ GYSFL/ | GLDVNSLLSLQTAKnnnnnn

SVAVENDGQ ELLTVAQWDKLT/ AVLPSKVRRLF/ VGLSA/ SAT/ SS/ GG/ NGVQK/ LHDVY

Figura 16. Secuencia parcial con variaciones de la LGL-P2.
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Tabla 12. Secuencia de los péptidos seleccionados para la determinacion de
estructura primaria de LGL-P2.
i 0,
Secuencia Péptido srema (alin\(/ejr%ri;to) "’
Identidad
VSAVENDGELLTVAQM Q1 0,53 62%
VDLKNPSSNLGRVLY Q2 2,00E-06 57%
HSSPVTLWDEATGNVASF Q3 4,00E-07 65%
RLEDVSGYVPADGLVF Q4 8,00E-09 7%
ANGALGVVNPKDAFNNF Q5 1,10 47%
GAPDAGTLLALPSGSTGGY Q6 0,002 53%
SPGSAGGQLGVVNPKDAFNNF Q7 1,00E-07 70%
VGVEFDDYSNSWDPSYSF Q8 4,00E-17 100%
SVAVENDGQLLTVAQMVDKL Q9 4,00E-09 74%
VDLKTVLPSKVRRLF Q10 1,00E-07 83%
SAATSGDGVQKHDVY Q11 3,00E-11 87%
LTSVAVENDWLLTVAQMVDLK L1 2,00E-09 63%
PSYPHLGLDVNSLLSLQTAK L2 2,00E-06 69%
VRVGLSAATSGNGVQK L3 2,00E-13 100%
VASFVSSLTLR T1 2,00E-06 80%
LQGNGMLSLTSLK T2 0,005 50%
TSLKNPSYQLGR T3 2,00E-04 58%
ALHSSPVTLCCFAHGNVASFVSSLTLR T4 7,00E-06 38%
PSYPHLGLNVNSLLSLQTAK T5 2,200 67%
VGLSAATSGNGVQK T6 2,00E-11 100%
HSSPVTLCVDEATGYF Q12 5,00E-04 53%
SNSWDPSYKTLGMGLCL Q13 3,00E-06 88%
AALLYDCHAKTL Q14 0,093 67%
Q: hidrolisis obtenidos luego del tratamiento con quimotripsina T: hidrélisis obtenidos luego del
tratamiento con tripsina L: hidrdlisis obtenidos luego del tratamiento con Lysil C




56 Elucidacion parcial de la estructura primaria de la lectina LGL -P2 y purificacion y
caracterizacion parcial de la lectina LGL-P4 presen tes en semillas de Galactia
lindenii.

Figura 17. Superposicion de péptidos ensamblados para determinar secuencia LGL-P2.

AKVTSIKYTSISSSXGKPLQGNBELTVAQMDL/LTDL KNPSSN/YQLGR//ALY/HSSPVTIWDEA

Q1

Q2

Q3

L1

T2
T3

T/CCFAHGNVASFVSSLTLnhnnnNN

Q3
—
T4

RL/F EDVSGYVPB/NGALGVVNPD/PKDAGTLLALPSGS$/A GGSAGGLG/QGLV/A/T VNI

Q4

Q5

Q6

Q7

Q8
<«
DAFNNFVGVEFDDXED SWDB/GYSFL/I GLDWSLLSLQTANNNNNN

Q8

L2

SVAVENDG/ELLTVAQMVDKLI/A VLPSKVRRLF/VGLSA/S AT/SS/G GD/INGVE/L HDVYnnn

Q9 T5

Q10

Q11
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Si alineamos las secuencias de las tres lectinas tipo P2 podemos proponer la siguiente

secuencia para la LGL-P2 (Figura 18):

10_ 20 30 40 50 _ _ 60 _
LCR-II' S GAHFSFTK FSTSSSDLTL QGSAVSSKG SLKKNPSKKGKPVDHSVGRA LYRSPIHIWD
LDL-P2  AGAWFKFTK FTTSSSSLTL QGBAEVSNDL KLTNLKNPTN KVGRALYSTP ITI WDETGK
LGL-P2  AKVTSIKYTS | S- SSXGKR. QGNAGELTVA QLTDLKNFSS NLGRV/LYSSP VTL WDRTGN

HSSP VTLCVDEATGN

70 80 90 100 _ _ 110 120  _
LCRIl  ETTGKVASFD ATFSFV SEAP AIPMLFPSSK GELNDEDTR | GGQLGVVNS YNVIRVTVA
LDL-P2 V ASFVTSI TL RVEDVSSFVP ANGVNFFIA PDASLPKDS| — GGQLGVVN NYFNFTNFVG

LGL-P2 V ASFVSSLTL RFEDVSSWP ANGALGVVM PDAGTLPSGS AGGQLGTVNKDA FNNFVG

ASF

130 140 150 _ 160 _ _ 170_ 180 _
LCRII  VENDGRNRV DPSARFHI SL PIK SVRSKKT AKWNMQIKV GTAHISYNSV AKRLSAVVSY
LDL-P2  VEFDDYSNSW DPSYS HIGI DVN FSK GGL VQMAALYNS/ L SVAVENDR
LGL-P2 VEFDDYSNSW DPSYSF-IGL DVNSLLSLQT AKnnnnnn SVAVENDGQ

SNSW DPSYKTLGMG LCL AALLYDCH AKT L

190 200 210 _ 220 _ _ 230 _

LCRI  TGNSSSTTVS DVLLNLAVL PSKVLVGKTA TGLYKDHVET NTILSWSFTS KLKTNSIAD

LDL-P2 Tl TVAQ/VDL K DVLPSKVRV GLSAATSGNG VQKHIYSWF FMSNFDAT
LGL-P2 LL TVAQWIX LA VLPSKVRV GLSAATSGNG VQKHY

Color Roja Residuos de aminoéacidos idénticos entre LDL-RZR-II ; Color Azut Residuos de aminoacidos idénticos entre LDL-P2
y LGL-P2; Color anaranjadoAlgunos residuos idénticos entre LGL-P2 y LCR-IColor amarillo : Otras secuencias que se pueden
superponer que contienen residuos de cisteina.

Figura 18. Comparacion de las tres secuencias de lectinas P2 de la subtribu Diocleinae.

A partir de los analisis realizados, se calculé un porcentaje de identidad de 62% entre las

lectinas LDL-P2 y LGL-P2 (sin tener en cuenta los péptidos marcados en amarillo,
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posibles ubicaciones de cisteinas), encontrando que con una cobertura del 90%, se tenia
un valor E de 6,00E-78 y un porcentaje de similitud de 73%. Valores mucho mayores a

los encontrados entre LDL-P2 y LCR-II.

Por otra parte, se consideré la posibilidad de tener dentro de la secuencia los péptidos
gue permiten tener las dos cisteinas encontradas en los ensayos de Almanza (2004). Por
lo que se ajustd la secuencia adicionando los péptidos encontrados con menor valor E
(Q12 y Q13) y el porcentaje de identidad entre las dos secuencias disminuye al 59%, con
un mismo porcentaje de cobertura de la secuencia y un valor E mayor (3,00E-70),

disminuyendo también el porcentaje de similitud hasta 71%.

En la tabla 13, se presenta la comparacion del nimero de aminoacidos reportado en el
analisis de aminoacidos y los obtenidos a partir de la secuencia. En el caso de LGL-P2,
se observa un numero menor de residuos reportados en el analisis con respecto a los
determinados por la secuencia parcial; si tenemos en cuenta que la determinacion mas
exacta del peso molecular del monémero fue la realizada por espectrometria de masas
(MS-ESI) podriamos pensar que durante el andlisis de aminoacidos algunos residuos no
se determinaron. Ademas en la secuencia faltarian por determinar aproximadamente 25
aminodcidos, para tener un total de 220 aminoacidos y un 7% de carbohidratos que nos
darian un peso molecular aproximado de 26000 Da. Por otra parte dentro de la
secuencia y el analisis no se reportaron las dos cisteinas, pero durante el analisis se
obtuvieron péptidos con cisteina (Figura 18, resaltados en color amarillo) que se podrian
superponer en la secuencia propuesta. Con estos resultados para la LGL-P2 se
determinaron 195 aminoacidos y un cubrimiento del 89 % de la secuencia con una masa
molecular de 20.213 Da, y una masa no secuenciada de 2750 Da. Por otra parte en el
caso de la LDL-P2 faltarian por secuenciar aproximadamente 50 aminoacidos; en este
caso el peso molecular determinado por SDS-PAGE es muy inexacto y como la lectina es
una glicoproteina se presenta una menor movilidad electroforética. Si se tiene en cuenta
el andlisis de aminoacidos, el peso molecular del monémero estaria entre 29.000- 30.000
Da.

En general el numero de residuos de cada aminoacido no concuerda con el de la
secuencia, en el caso de la LGL-P2, la determinacion de la secuencia de los péptidos se

hizo por masas (diferencia de peso molecular), por lo que es menos exacta y mas
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subjetiva que la obtencion de secuencia por el método Edman, donde se identifica

aminod&cido por aminoacido.

Tabla 13. Comparacidn del analisis de aminoacidos para LGL-P2 Y LDL-P2.
Aminoacido analizado LGL-P2 LGL-P2° LDL-P2 LDL-P2b
Asx (N-D) 19 25 38 31
Glx (Q-E) 6 12 21 10
Ser (S) 21 2 32 25
Gly (G) 14 19 22 16
His (H) 5 2 1 2
Arg (R) 7 3 8 a4
Thr (T) 16 12 21 17
Ala (A) 8 17 24 16
Pro (P) 5 9 12 8
Tyr (Y) 2 5 9 7
Val (V) 13 23 25 24
Met (M) 10 1 3 2
Cys (C) 2 0 0 0
lle (1) 20 3 16 8
Leu (L) 12 21 21 16
Phe (F) 8 6 9 15
Lys (K) 11 9 13 11
Trp (W) 7 2 4 3
Numero Total de
186 195 279 227
aminodcidos
Peso molecular (Da) 21116 20213,72° | 29970 | 23153,86°
Peso molecular (Da) 24 240? 22037,48° | 31170%> | 24 383,00°
Peso Molecular (Da) 260643 29.000-
30 000°
Aminodacidos por
----- [R5 (b0
determinar

a, b datos obtenidos a partir de la secuencia.

1. Calculado del andlisis de aminoacidos no presenta carbohidratos (Pérez G, 1998; Almanza et al., 2005).
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2. Calculado a partir del andlisis de amino&cidos teniendo en cuenta el porcentaje de Carbohidratos, para LGL-P2 7 %.
(Almanza et al.,2005 ). Para LDL-P2: 4.1%

3. Determinado por Espectrometria de Masas (MS-ESI) y con este peso se hizo el calculo de los residuos en el monémero
(Almanza et al., 2005)

4. Determinado por electroforesis (Pérez G, 1998)

5. Los calculos se hicieron con el servidor: http://web.expasy.org/compute pi/, a partir de la secuencia.

6. Peso molecular calculado a partir de la secuencia teniendo en cuenta el contenido de carbohidratos para las dos
lectinas. Se tomd6 como valor real el Peso molecular para LGL-P2: 26064 Da y para LDL-P2: 29000 Da.

Aunque se identificaron secuencias idénticas de péptidos en mas de un digerido y se
encontraron datos de secuencias de proteinas dentro de la misma familia, en este caso
Leguminosae y la misma subtribu (Diocleinae), solo se pudo hacer una aproximacion de
la secuencia, por lo tanto se requieren mas experimentos con otras enzimas y/o una

caracterizacibn mas minuciosa de los péptidos y si es posible secuenciacion por Edman.

Otras fuentes de error se evidencian en la asignacion de Glutdmico y Aspartico en vez de
glutamina y Asparagina por deaminacion en medios acidos durante los procesos de
purificacién y secuenciacion. Para corroborar la secuencia se podrian aislar y secuenciar
el gen que codifica para la lectina pero aunque es rutina trabajar con acidos nucleicos, la
secuenciacion directa de la proteina es importante por muchas razones. Por ejemplo los
puentes disulfuro solamente pueden localizarse por secuenciado de la proteina. Muchas
proteinas son modificadas después de su biosintesis por eliminacién o modificacion de
residuos de aminoacidos, que son esenciales para su funcién biologica. Estas
modificaciones solo pueden identificarse a partir de la secuenciacion directa de la

proteina.

Por otra parte resulta dificil, con frecuencia aislar e identificar un acido nucleico que
codifique la proteina que interesa. Se hace el disefio de muchos pares de primers
basados en secuencias de otras proteinas de la misma familia, de otras proteinas que
tengan funciones similares o teniendo en cuenta otros pardmetros y por lo general es
dificil “pescar” la proteina de interés. Un error corriente en la secuenciacion del ADN es la
insercion o eliminacién de un nucleétido, lo que cambia la pauta de lectura del gen y

cambia también las predicciones de todos los residuos de aminoacidos que se hallan
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después del punto donde se cometié el error. Esto se puede comprobar frente a la
secuencia directa de los péptidos derivados de las hidrdlisis de la proteina. Finalmente en

este caso el trabajo directo con la proteina es mas robusto, confiable y exacto.

4.5.2 Acercamiento a la estructura terciaria por modelamiento de las lectinas P2 de la

Lectina de Galactia lindenii y Dioclea lehmanni

Con las secuencias parciales obtenidas para las lectinas de Galactia lindenii (LGL-P2) y
Dioclea lehmanni (LDL-P2) por medio de andlisis bioinformético se hizo una
aproximacion a la estructura terciaria del monémero por modelado. Este método esta
basado en la generacion de estructuras a partir de otras estructuras de referencia que

han sido determinadas experimentalmente.

Las secuencias evaluadas fueron las anteriormente propuestas (Figura 19, 20)

10 20 30 40 50 60
AGARVYFEFTH FTTSSSSLTL QGSAEVENDL HLTHNLENPTN KVGRALYSTE ITIWDETTCK
T0 80 a0 100 110 120
VASFVTEITL. RMEIWSSFVE ANCDVNFFIA PDASLEPEDST —GOOLOCVVNE NYFNFTHMFVC
130 140 160 170 180
VEFDDYSHSW DPSYS-HIGI DVN FSHGGL VQAAATYNSY LSVAVENDCGR
150 200 210 220
TITVANVDL KIWLPSKEVEV GLSAATSGNG VOHHDLYSWF FMSNFDAT

Figura 19, Secuencia parcial de la lecting P2 de Dvoclea lehmanii (LDE-PZ).
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10 20 30 40 50 60
AFVTSIKYTS IS-SSXGKPL QGNAGELTVA QLTDIKNPSS NLGRVLYSSP VILWDEATGN
70 80 90 100 110 120

VASFVSSLTL RFEDVSGYVP ANGALGVVNA PDAGTLPSGS AGGQLGTVNP KDAFNNFVG

130 140 150 160 170 180
VEFDDYSNSW DPSYSF-IGL DVNSLLSIQT AK SVAVENDGQ
190 200 210

LLTVACMVDK LAVLPSKVEV GLSAATSGNG VQRHDVY

Figura 20. Secuencia parcial de la LGL-P2.

Dado que el programa I-TASSER server, recibe como entrada la secuencia en formato
FASTA, y hace una busqueda en bases de datos que contengan informacion estructural
de proteinas, efectivamente encontré que la estructura reportada cuya secuencia tiene
mayor similitud con LGL-P2 y la LDL-P2 fue la lectina de mani (Penaut lectin) con codigo
PDB 1CIW.

Para la LDL-P2, el modelo de estructura terciaria obtenido por I-TASSER con un C-
score=1.01 se muestra en la Figura 21. Ese valor de C-score indica que es en modelo
adecuado ya que esta en el rango [-5,2]. Un C-score de mayor valor significa que es un
modelo con un alto grado de confianza; para la LGL-P2 se obtuvo C-score=0.60 (Figura
22).
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Figura 22. LGL-P2; 0.7920.09 (TM-score}: 4.1£2.7A (RMSD)

TM-score y RMSD son parametros que evaltan la precisién de la estructura de modelado
cuando se conoce la estructura nativa del molde; un TM score >0.5 indica un modelo con

una topologia correcta, en este caso arrojaron TM 0.85 para LDL-P2 y 0.79 para LGL-P2.

Para evaluar la calidad del modelo, se gener6 el diagrama de Ramachandran donde se
analizaron las mejores configuraciones o topologias estructurales (¢ y ¢ ). Para LDL-P2,
se observa que la mayoria de aminoacidos estan en zonas permitidas y que son
mayoritarias en las hojas beta (color rojo, Figuras 23, 24; anexos 14,15). La mayoria de
regiones mas favorables segun el diagrama es del 80.5%, teniendo presente que el
programa PROCHECK establece que basado en un andlisis de 118 estructuras con
resolucion al menos de 2.0 A y un Factor R no mas grande que 20, un modelo con buena
calidad debe tener 90% de regiones favorables. En el caso de LGL-P2 se observa algo

similar pero la mayoria de las regiones mas favorables son un 78 %.
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Figura 23. Diagrama de Ramachandran: LDL-P2 )
Figura 24. Diagrama de Ramachandran: LGL-P2

Para las dos lectinas la prediccion de estructura secundaria muestra un alto contenido de
zonas irregulares y hojas plegadas beta; muy poca proporcion de hélices alfa (Figura 25,
Anexo 16).
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Figura 25. Topologia estructural para el modelo estructural de LDL-P2.
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Algo caracteristico de las lectinas de leguminosas es la presencia de dominios de hojas
beta antiparalelas como se aprecia en este caso; sin embargo es importante aclarar que
los modelos fueron disefiados con una secuencia parcial. Estos dominios se llaman “tipo
leguminosa” (Sharon y Lis, 2001). Otra caracteristica de estas lectinas es que se asocian
en forma dimérica o tetramérica y son hetero u homo oligbmeros; su estructura
tridimensional es extremadamente similar y su arquitectura es llamada (-sandwich. En
dicha estructura hay tres hojas 3, la primera formada por seis hebras y esta dispuesta
como un piso, la segunda hoja con siete hebras esta en frente de la primera y la tercera

es una hoja de 5 hebras que mantiene unida la primera y segunda (figura 26).

7N
i

Tl

\\\{h‘

.-

Figura 26. Mondmero tipico de una lectina de leguminosa (lectina de lenteja, PDB 1LES, Casset et al., 1995). El sitio de union del carbohidrato esta
en la parte de arriba en una cavidad. Los cuatro puntos de interaccidn son @ Ala-Asp cis peptide en azul, loop de union a metal en Amarillo,
naranja, loop en rojo especificidad del carbohidrato ( Tomado, Structural studies of four members of the lagume lectin
family:Phytohemagglutinin-L, Arcelin-5, Delichos biflorus seed lectin and Dolichos biflorus stem and leaf lectin. Thomas W, Hamelryck, 1999,
Laboratorium voor Ultrastructuur, Vrije Universiteit Brusssel (VUB).

En estas estructuras los iones metdlicos forman parte esencial de la estructura nativa y
son importantes en la actividad biolégica de las proteinas. Los aminoacidos que
intervienen en la union de los iones metalicos son conservados en las lectinas de
leguminosas que han sido comparadas (Pusztai, 1999) y se encuentran en la regién N

terminal de la lectina.

I-TASSER Server proporcioné un modelo de LDL-P2 y LGL-P2 con un sitio de union a
metil-beta-galactosa (Figuras 27 y 28). Para la LDL-P2 los aminoacidos que interactian
con el carbohidrato son la S178, V78, N125, N81, Y123, por medio de interacciones

hidrofobicas y de puentes de hidrégeno, resultados similares fueron obtenidos para la
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LGL-P2, donde los aminoacidos estan casi en las mismas posiciones (V78, N81, N126,
Y124, S185, G101, G102). En general para las lectinas de leguminosas, no importa su
especificidad, unen monosacaridos a través de tres cadenas laterales de una
constelacion de tres aminoacidos invariantes en el sitio de combinacién: acido aspartico
(D), asparagina (N), y un aminoacido aromatico; este Ultimo puede ser reemplazado por
leucina, y en otros casos como en la lectina de Maackia amaurensis (MAL) la asparagina
es reemplazada por acido aspartico. El cuarto aminoacido invariante es la glicina que
participa en la interaccion via puentes de hidrogeno con la amida del enlace peptidico y
puede ser reemplazado por arginina o lisina. El anillo del carbohidrato interacciona con el
amino4cido aromatico; este es un rasgo comun de los complejos con carbohidratos y

dicha interaccion es esencial en el reconocimiento.

Figura 27. Sitio de union para LDL-P2: Metil-B-galactosa Figura 28. Sitio de union para LGL-P2: Metil-B-galactosa

Para Concanavalina A, se determindé que varios aminoécidos estan implicados en la
union del azucar y aunque ellos se encuentran en posiciones muy diferentes en la
estructura primaria de la subunidad, espacialmente estan estrechamente localizados en
la conformacion nativa de la molécula de lectina. Los residuos de aminoacidos
involucrados son: Y-12, N-14, D-16, L-99, Y-100, S-168, D-208 y R-228 (Pusztai,
A.1991). Se ha demostrado que las interacciones hidrofébicas juegan un papel muy
importante en el mantenimiento de la estructura nativa de la mayoria de la lectinas
estudiadas. En Con A hay una cavidad hidrofébica donde las cadenas laterales de
leucina (L 81), valina (V 89) y tres residuos de fenilalanina (F 11, 191 y 212) constituyen

la parte principal de dicha cavidad. Cuando los aminoacidos que contribuyen a la cavidad
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hidrofébica en Con A, no son conservados en otras lectinas, ellos siempre son
reemplazados por otros aminodcidos hidrofébicos. Para las LGL-P2 y LDL-P2 se
obtuvieron modelos caracteristicas de las lectinas de leguminosas (con bueno puntajes

de calificacion para cada modelo) con las secuencias parciales propuestas.

4.6 Estudios exploratorios de cristalizacion de la LGL-
P2

4.6.1 Preparacion de la muestra para ensayos de cristalizacion

La LGL-P2 se solubilizé6 por completo en glicerol al 4% alcanzando una concentracion
final de 14.44 mg/mL; otras lectinas similares también presentaron valores altos de
concentracion, LCR-II 12 mg/ml (Rocha et al., 2009) lo que es una ventaja para cristalizar
proteinas. Para evitar precipitacion del stock de LGL-P2 por congelamiento y

descongelamiento se almacend en fracciones de 50 pL.

Luego de dos meses en las gotas se observé que no hubo crecimiento de cristales pero
si la presencia de precipitados y agregados de proteina (Figura 29 A,B,C).

Figura 29. Ensayos preliminaries- Gota de cristalizacién
A. Negativa. B. Aglutinados de proteina. C. Precipitacion de
proteina.
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Inicialmente se trabajaron condiciones descritas para la cristalizacién de lectinas de
Diocleae tipo P4, sin embargo cada proteina tiene sus propias condiciones de
cristalizacion y hay muchas condiciones que pueden ser analizadas. En este caso los
ensayos iniciales solo se realizaron empleando PEG 400 como agente precipitante y dos
condiciones de pH. Muchos autores reportan ensayos con este mismo agente
precipitante de peso molecular 6000 y 8000; por ejemplo las lectinas LCR-1l y LER fueron
cristalizadas empleando PEG 8000 (Rojas y Pérez, 1990; Calvete et al, 1999; Rocha et
al., 2009; De Latorre et al, 2011) y la de Cratylia mollis con PEG 6000 (Tavares et al,
1996). Condiciones similares fueron empleadas para lectinas de leguminosas especificas
por galactosa y/o lactosa (Banerjee et al, 1996). Por otra parte Rojas A (1998) cristalizo la
LDL-P4 y determino su estructura terciaria por difraccion de rayos X, luego de varios
ensayos obtuvo cristales que crecieron en tres semanas con una resolucion de 2.8 A. En
este trabajo se estandarizaron condiciones como el peso molecular y la concentracién del
agente precipitante, el pH y la molaridad del buffer, y la concentracidon de proteina; sin
embargo se hace énfasis en que el pH y la molaridad del buffer determinan la
cristalizacion de la proteina. Por otra parte lo se busca es que crezcan cristales de mayor
tamafio en un menor nimero en una sola gota, también De Latorre et al (2011) sugieren
gue los procesos de cristalizacion deben ser optimizados en presencia del ligando debido

a la estabilidad que se genera en el sitio de union al carbohidrato.

En el caso de los ensayos con el sistema Crystal Screen | — Il con MnCl;, CaCl, y
lactosa, se observo la formacion de cristales luego de 12 h en dos gotas, las condiciones
3 y 43 del ensayo (0.4 M fosfato de amonio monobasico y 50% viv MPD
respectivamente) (Figura 30), estos resultados nos permitieron definir cual era el mejor

agente precipitante en el que la proteina cristaliza.
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Figura 30. Gotas de cristalizacion positivas.
A.Condicion 3 del Crystal Screen |, B. Condicion 43 del Crystal Screen.

Para corroborar que se trataba de cristales de proteina y no de cristales de sal se dejaron
crecer los cristales por ocho dias mas para realizar difracciéon de rayos X. Se observaron
puntos con una resolucion de 16 A en el punto més cercano al haz de luz (Figura 31), y
no se observaron sefales caracteristicas de cristales de sales; sin embargo al no
observarse muchas sefiales alrededor del haz de luz se trabajé en la optimizacién de las

condiciones de cristalizacion.

Wa . -

Figura 31. Difraccion de rayosX.
Cristal en condicion 3 del kit CrystalScreeni-il.
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4.6.2 Optimizacién de condiciones de cristalizacion de la LGL-P2

Con las dos condiciones en las que crecieron los cristales se disefid un experimento para
obtener cristales de mayor tamafo. Con fosfato de amonio como agente precipitante no
se obtuvieron cristales de proteina y no se observo nucleacion, solamente precipitacion
y/o aglomeracion de proteina (Figura 32, C). Con MPD como agente precipitante y
realizando cambios de pH, se obtuvieron cristales en todas las gotas (Figura 32 A,B), y
se observé que mientras mas alta la concentracion de MPD més separados y grandes
eran los cristales (Figura 33 A,B). Los cristales se analizaron por medio de difraccion de
rayos X y se obtuvo una resolucion de 20 A (Figura 34) mas baja que la que se obtuvo

inicialmente; tampoco fue adecuada para realizar andlisis de cristales en ciclotron.

Figura 32. Optimizacion de condiciones.
A. Ensayo MPD, gota B2: 0.6 ul, B. Ensayo MPD, gota C6: 1 ul, C.
Ensayo fosfato de amonio (gota A4).
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Figura 33. Optimizacién de condiciones.
A. Ensayo 3, gota A5: 0.6 pl, B. Ensayo 2, gota C4: 1 pl.
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Figura 34. Imagen de difraccién de rayos X. Cristal en
gota C4:1 pl del ensayo 3 de optimizacion (pH 8.5, 62%

MPD).
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Posteriormente y con el fin de obtener cristales de mejor calidad se hizo una resiembra
usando los mejores cristales con mas LGL-P2, todo en las mismas condiciones que

favorecieron la formacién de los cristales (Figura 35).

A. B.

Figura 35. Seeding de cristales.

A. Seeding, gota C6: 1 pl, B. Seeding, gota C4: 1 pl.

Se obtuvieron cristales clasificados segun su forma 2D como platos (gota C4) y 3D como
“roca” (gota C6), pero fueron muy pequefos para determinar sus dimensiones. Algunos
de ellos se congelaron y almacenaron para realizar posteriormente un analisis de mayor
resolucion al ciclotrén. Los resultados mostraron que el pH 7.4 de la solucién de lectina
facilito la formacion de los cristales pero el pH 8.5 al ser mas cercano al punto
isoeléctrico de LGL-P2 (8.3) mejoré la formacién de los cristales sin la formacion de
precipitados, aunque se recomienda trabajar por lo menos una unidad de pH lejos del
punto isoeléctrico ( Rojas, 1998). En el caso de lectinas de Erythrina (género dentro de
la subtribu Erythrininae se utilizé también el kit Cristal screen I-1l (Svensson et al, 2002) y
se obtuvieron cristales usando sulfato de amonio 2M y buffer tris-HCI 0.1 M pH 8.0. Los
ensayos de cristalizacion son importantes ya que por medio de difraccion de rayos X, se
puede corroborar la estructura primaria de la LGL-P2 con las densidades electrénicas de
los aminoacidos y por otra parte con la estructura terciaria se puede entender como es la

interaccion de la lectina con el carbohidrato y su posible funcién biolégica.
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4.7 Purificacion de la LGL-P4

4.7.1 Purificacion de la LGL-P4.

Dentro de la familia de las leguminosas la tribu Diocleae est4 dividida en subtribus, de las
cuales la Diocleinae ha sido ampliamente estudiada. Lo mas interesante es que en
diferentes especies se producen lectinas que estan cercanamente relacionadas y tiene
un sitio de unién conservado que reconoce oligoscaridos de manosa o son especificas de
Glc/Man. Algunas de las mismas especies co-sintetizan una segunda lectina con un sitio
de union conservado que reconoce el trisacarido H2 (Figura 36, tomado Dam et al., 2011,
modificado). A pesar de su proximidad filogenética, su secuencia de aminoacidos
conservada y similar especificidad por carbohidratos se presentan diferencias muy sutiles
en la interaccién que se evidencian en las constantes de afinidad. Por otra parte en la
especie Diocleae lehmanni se establecié la presencia simultdnea de las dos lectinas en
el mismo organelo o cuerpo proteico (Melgarejo y Pérez, 1997). La comparacion de las
secuencias de aminoécidos N-terminales de las lectinas tipo P2 mostraron un alto
porcentaje de similitud, lo cual nos llevé a buscar en Galactia lindenii una lectina similar a
P4, proteina que no ha sido descrita hasta ahora. LGL-P4 se encontré en una cantidad
muy pequefa y tiene propiedades similares a las lectinas tipo P4 de Canavalia ensiformis
(Concanavalina A) y de las especies de Dioclea. Esta segunda lectina presente en las

semillas de Galactia lindenii (LGL-P4) inicialmente aglutind eritrocitos de conejo.

En este trabajo se realiz6 la purificacion y la caracterizacién parcial de esta segunda
lectina partiendo del mismo extracto que se emple6é para purificar la LGL-P2. Una
ventaja de la cromatografia de intercambio i6nico es que las dos lectinas se separan en
este paso de purificacion; en la fraccibn no retenida se obtiene la LGL-P2 y en la
retenida la LGL-P4 (Figura 37 A). Por electroforesis en geles de poliacrilamida se
observa una banda alrededor de 29 kDa para la fraccién retenida que también se

evidencia en el extracto crudo. En el perfil electroforético (Figura 37B, Carriles 2, 4) es
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importante resaltar la proporcion de las lectinas, donde la LGL-P2 se encuentra en
porcentaje mucho mayor que la LGL-P4 (Carril 3,4). Con las fracciones retenidas se hizo
una cromatografia de afinidad sobre Sephacryl S-200 y la fraccién retenida se eluyé con
glucosa 0.2 M; en este Ultimo caso se siguié la metodologia descrita para otras lectinas

similares tipo P4 afines por Glc/Man (Pérez, et al., 1990; Sierra y Pérez ,1999; Melgarejo

et al., 2005).
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Figura 37. Purificacion de la LGL-P4
A.Cromatografia de Intercambio i6nico sobre DEAE-Sephacel
B.PAGE —SDS: 20 pg proteina /carril

Carriles: 1. Marcador de peso molecular (kDa), 2. Extracto crudo.
3. Fraccién no retenida 4. Fraccién retenida

La fraccion no retenida de la cromatografia de afinidad en algunos casos fue desprovista
de actividad aglutinante ya que previamente se habia eliminado del extracto la LGL-P2
(Figura 38 A, B). Los perfiles de afinidad de las dos lectinas, claramente nos muestran
que la cantidad de LGL-P4 es mucho menor que la LGL-P2 (Figura 38 C, D); otros

ensayos se realizaron purificando directamente el extracto crudo (Figura 38 C).
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Figura 38. Cromatografia de afinidad de LGL-P4 sobre Sephacryl S-200

A: se sembraron 8.92 mg de la fraccion retenida de DEAE —Sephacel

B: Recromatografia: Se sembraron 47.88 mg de las fracciones no retenidas del Sephacryl S-200
C: Se sembraron 162.73 mg del extracto crudo

D: Se sembraron 120mg del extracto crudo sobre Sepharosa 4B- Lactosa

En la tabla 14 se presentan las concentraciones de algunas fracciones de la LGL-P4
obtenidas durante el proceso de purificacion. Para evaluar la actividad se hicieron
ensayos de aglutinacion con eritrocitos humanos A+, B+ y O+ los cuales fueron
aglutinados por la proteina; sin embargo La LGL-P4 aglutiné mejor los eritrocitos A+ y B+
(minima cantidad de lectina para ver aglutinacion 0.625 ug ) que los eritrocitos tipo O+
(1.25 pg). Las lectinas P4 de Dioclea lehmanni y Dioclea sericea, también aglutinaron
eritrocitos humanos; en este Ultimo caso aglutind mejor los eritrocitos A"y B* (Pérez G.,

1998; Sierra y Pérez, 1999). La aglutinacion con eritrocitos de conejo es menos confiable



Elucidacion parcial de la estructura primaria de la lectina LGL -P2 y purificacion y caracterizacion 77

parcial de la lectina LGL-P4 presentes en semillas  de Galactia lindenii.

ya que en muchos casos se autoaglutinan y por lo tanto es dificil evaluar algunas veces
la actividad, pero es importante mencionar que la mayoria de las lectinas que reconocen
Glc/Man tienen mayor especificidad o solo aglutinan eritrocitos de conejo como la
Concanavalina A (ConA) (Goldstein et al., 1986).

Tabla 14. Purificacion de la LGL-P4.
Volumen Aglutinacién
Método (mg/mL)
(pL) Mg totales (A+)

Extracto crudo 0,86 1100 960 +4
Intercambio lonico 0,446 250 1115 +4
Recromatografia 812

, _ 0,58 1400 +4
fracciones no retenidas

4.7.2 Electroforesis unidimensional en geles de poliacrilamida

Por SDS-PAGE en condiciones reductoras se observaron dos bandas predominantes
alrededor de 29 y 60 kDa, las cuales corresponden al monémero y el dimero
respectivamente (Figura 39 A, carril 1; B). Con el fin de evaluar la interaccion entre las
subunidades de la proteina se prepararon las muestras en presencia y ausencia de DTT
y con y sin calentamiento; estas lectinas se caracterizan por la presencia en su estructura
de puentes disulfuro intracatenarios. Se observo claramente la necesidad del calor para
la disociacidon completa del tetramero, esto se evidencié por la banda de alto peso
molecular y una total ausencia del monémero y el dimero (Figura 39B carril 3 y 5). Otros
estudios han mostrado que las lectinas P4 presentan tres bandas caracteristicas que
corresponden a la cadena alfa (a) (alrededor de 30 kDa), la cadena beta (3) (alrededor
de 16.5 kDa) y la cadena gamma (y) (alrededor de 13.4 kDa); en estas proteinas se
presentan modificaciones postraduccionales (Herman,et al.,1985; Bowles y Pappin,
1988) donde la subunidad o sufre un hidrolisis en condiciones reductoras a dos
subunidades B y y (Moreira et al, 1987; Melgarejo y Pérez, 1997; Pérez G., 1998).
Sorpresivamente en el caso de la LGL-P4 no se observaron las bandas 3 y y, sin
embargo se hizo un andlisis de los geles en el analizador (BIORAD VersaDoc 3000)

(Figura 40). Se detectaron algunas bandas de pesos moleculares entre 10-20 kDa en una
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muy baja proporcion, probablemente las subunidades By y o en la LGL-P4 la subunidad
alfa no se disocia facilmente y se requieren condiciones mas drasticas de reduccion. En
la electroforesis para la lectina de Cratylia mollis tampoco fueron evidentes las subunides
By y(Correia y Coelho, 1995) mientras que con la de Cratylia floribunda se evidencia
para la cadena 3 dos bandas (16 y 18 kDa) y una para la y (12-13 kDa) (Grangeiro et al.,
1997). Para las lectinas P4 de los géneros Dioclea, Canavalia y Cymbosema las
subunidades B y y se evidencian facilmente ya que estdn en una gran proporciéon con

respecto a la cadena a (Moreira et al., 1983; Cavada et al., 2006; Martinez P, 2009).

Figura 39. SDS.PAGE LGL.P4.

A 1. Marcadores de Peso molecular 2 Fraccidn reterwda sobre Sephacryl S-200 |, 20 ug LGL-P4
B: LGL-P4 (15 ug de protena / carrl). 1. Marcador de peso molecular (kDa), 2 + SDS +aA 3 +SDS -A
4. +SDS + DTT +A 5+SDS + DTT -a
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Figura 40. SDS-PAGE LGL-P4 (15 ug de proteina / carril).
1. Marcador de peso molecular (kDa), 2. SDS + A . 3. SDS +
sinA .4.SDS +DTT +A .5.SDS + DTT +sinA.
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El comportamiento electroforético de LGL-P2 y LGL-P4 indica que son dos lectinas que
constituyen dos grupos bien diferenciados. Con este trabajo es la primera vez que se
reporta la presencia de la segunda lectina Glc/Man dentro del género Galactia. Las
caracteristicas bioquimicas son diferentes con respecto a la LGL-P2, mas adelante en la
tabla 5 se resumen las propiedades moleculares de algunas lectinas P4 estudiadas hasta
la fecha; para realizar los ensayos de caracterizacion parcial se obtuvieron 2.69 mg de la
LGL-PA4.

A partir de 100 g de harina se obtienen 428 ug de LGL-P4, realizando la purificacion a
partir del extracto crudo por cromatografia de afinidad sobre Sephacryl S-200; la
cuantificacibn en cada uno de los pasos de purificacidbn se hizo por el método de
microKjeldahl. Las lectinas LDL-P4 (Lectina de Dioclea lehmanni-P4), LDS- P4 (Lectina
de Dioclea sericea-P4) y LDG-P4 (Lectina de Dioclea grandiflora-P4) se encuentran en
una cantidad entre 1200 -1300 mg de lectina pura /100 g de harina seca. Con estos
resultados es evidente que en el género Dioclea, la lectina P4 estd en mayor proporcion
gue la P2, caso contrario al género Galactia, donde la lectina P2 esta en mayor
proporcion que la P4, lo que nos muestra que hay una diferencia en expresion de cada
una de las lectinas dentro de la subtribu Diocleinae. (Hipotesis presentada por Almanza
et al., 2004), por lo tanto seria interesante analizar cudles son las razones fisiolégicas por
las cuales se da esta diferencia de expresion y por qué se presenta una correlacion
inversa (Tabla 15). Se propone que la evaluacion cuantitativa de P2 y P4 en cada una de

las especies mostré que el contenido decrece y crece en el siguiente orden:

Contenido de P2: LGL > LDG > LDL > LCE
Contenido de P4: LGL < LDL < LCE < LDG

Tabla 15. Contenido de las lectinas P2 y P4
en las especies estudiadas

Especie Lectina P4 Lectina P2
mg/100 g harina mg/100 g
harina
Canavalia ensiformis 2 400 30,2
Dioclea grandiflora 1210 21,6
Dioclea lehmanni 1300 184
Galactia lindenii 4,28 588

Quintero et al, 2013.
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Estos resultados nos llevan a plantear varias preguntas relacionadas con la funcion de

estas proteinas que quedan por resolver:

1. Cudles factores regulan esa modulacion?

2. Porque razén se da dicha modulacién?

3. Qué ventajas poseen las especies que tienen un mayor contenido de lectina
respecto a las otras?

4. Qué interacciones hay entre estas proteinas y otras proteinas presentes en el
citoplasma de la célula?

5. Existen complejos multiproteicos con funciones definidas?

Es importante mencionar que hay una gran variedad de ejemplos donde se presenta mas
de una lectina en las semillas de plantas con especificidades diferentes (Van Damme et
al., 1997), lo que indica que no es un rasgo unico de la Familia de las leguminosas ni de

la subtribu Diocleinae.
4.8 Caracterizacion parcial de la lectina LGL-P4.

4.8.1 Ensayos de inhibicién con carbohidratos.

La actividad de la lectina fue inhibida con manosa, galactosa, glucosa y fucosa lo que
indica que los OH que estan en posicidon 2 y 3 no son importantes para el reconocimiento
del carbohidrato. En general se presenté inhibicién con los azlcares que en su estructura
tenian manosa o glucosa sin importar la configuracion (a, B) de los grupos hidrofobicos
metilo y paranitrofenilo. La actividad no fue inhibida por los galactésidos y la lactosa; sin
embargo se presentdé una inhibicion muy leve con la galactosa y el 1-O-metil-B-
galactopiranésido (Tabla 16). Los ensayos de concentracibn minima inhibitoria
mostraron que el mejor inhibidor de la actividad fue el p-Nitrofenil-B-D-manopirandsido
con una concentracion de 9.5 mM (Tabla 17), lo que nos muestra que el grupo p-nitrofenil

es importante en la interaccién con la lectina y que esta puede discriminar entre la
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configuracion a y B. En las lectinas de leguminosas por lo general cerca al sitio de

interaccion con el carbohidrato hay un bolsillo que promueve la interaccion con grupos

hidrofobicos; de esta forma se potencia el reconocimiento del carbohidrato por la lectina.

La LDS -P4 también fue inhibida por el p-Nitrofenil-a-D-manopiranosido a la misma

concentracion (Sierra y Pérez, 1999). La lectina mostr6 actividad inhibitoria frente a p-

Nitrofenil-N-acetil-B-D-galactosamina y 1-O-metil-B-galactopirandsido, probablemente son

mas importantes las interacciones hidrofébicas que los puentes de hidrogeno, la lectina

no fue inhibida por galactosa.

Tabla 16. Evaluacion de la inhibicion de la actividad de la LGL-P4 con azUcares.

Carbohidrato Concentracion inicial | Concentracion final en solucién | Inhibicion
D-Glucosa 0,3M 0,150 M +
D-Manosa 0,3 M 0,150 M +
D-Lactosa 0,3M 0,150 M -
D-Galactosa 0,3M 0,150 M +
L-Fucosa 0,3M 0,150 M +
GalNAc 0,3M 0,150 M -
1-O-metil-B-galactopirandsido 0,3M 0,150 M +
1-O-metil-B-glucopiranésido 0,3M 0,150 M -
B-metil D-glucosa 0,3M 0,150 M +
N-acetil-a-D-glucosamina 0,3M 0,150 M +
a-metil O- manosido 0,3M 0,150 M *
acido D-galacturdnico 0,3M 0,150 M -
p-Nitrofenil-B-D-glucopirandsido** 37 mM 18,5 mM +
p-Nitrofenil-B-D-glucosamina** 37 mM 18,5 mM +
p-Nitrofenil-N-acetil-a-D-glucosamina** 37 mM 18,5 mM +
p-Nitrofenil-B-D-manopirandsido** 37 mM 18,5 mM +
p-Nitrofenil- @ -D-manopirandsido** 37 mM 18,5 mM +
p-Nitrofenil-B-D-galactopirandsido** 37 mM 18,5 mM -
p-Nitrofenil-N-acetil-B-D-galactosamina** 37 mM 18,5 mM +
p-Nitrofenil-N-acetil-B-D-galactopiranésido** 37 mM 18,5 mM -

+: Fue inhibida la aglutinacién

** soluble hasta una concentracion de 37 mM
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Dam et al.,, 2011, estudiaron la interaccibn de monosacaridos y oligosacaridos que
incluian manosas para la LCR-Il por medio de ensayos de inhibicion y titulacién
calorimétrica isotérmica (ITC); ellos encontraron que la afinidad de la LCR-Il se
incrementa con los oligosacaridos altos en manosas (core de trimanosas; Ka =24.7 x 10*
M?) en comparacién con a-metiimanopiranosido; una caracteristica que ha sido
observada para otras lectinas P4 como Concanavalina A (ConA) y Dioclea grandiflora
(LDG) (Dam et al., 1998). La constantes de afinidad que se determinaron los llevaron a
sugerir que estas lectinas poseen un sitio de union extendido que acomoda el core de
trimanosa y que es un sitio de union conservado para estas lectinas. Por glicoarreglos se
evalu6 la interaccion de la LDL-P4 con un panel de oligosacaridos y se observo
basicamente el mismo patrén de reconocimiento exhibido por la ConA, ademas de la
unién a glicoproteinas con N-glicanos altos en manosa y ramificados; también reconocio
o-Manosa (Vega et al., resultados no publicados). En el caso de la LGL-P4 se deben
realizar otros estudios para determinar su patrén de reconocimiento aunque se espera

gue sea similar al determinado para otras lectinas P4.

Tabla 17. Minima concentracion inhibitoria de carbohidratos para la LGL-P4.

Concentracion Concentracion Actividad
Carbohidrato inicial minima de Inhibitoria
(mM) inhibiciéon (MCI) Relativa **
(mMm)
D-Manosa 300 150 1
L-Fucosa 300 300 0,5
1-O-metil-B-galactopirandsido 300 37 4
p-Nitrofenil -B-D- manopiran ésido 37 9,5 16
p-Nitrofenil-a -D-manopiranésido 37 37 4
p-Nitrofenil-N-acetil-3-D- 8
galactosamina 37 185

**Actividad Inhibitoria relativa: Es calculada como la proporcion MCI de manosa /MCI del monosacarido evaluado
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4.8.2 Determinacion de la presencia de carbohidratos y del punto isoeléctrico

La LGL-P4 se caracterizd por ser una glicoproteina (Figura 41) al igual que las demas
lectinas tipo P4 estudiadas hasta el momento, sin embargo la concanavalina A (ConA) y
la Dioclea grandiflora se caracterizan por ser no glicosilados ( Melgarejo et al., 2005). En
este trabajo no se determind el porcentaje de carbohidratos pero para algunas las
lectinas tipo P4 estd entre 1.7 -5%, un porcentaje bajo si se compara con lectinas de
labiadas estudiadas en nuestro grupo las cuales presentaron porcentajes entre el 13-28%
(Pérez et al., 1990; Sierra 'y Pérez, 1999; Filgueira, 2002; Pérez y Vega, 2007).

La determinacion del punto isoeléctrico (pl) arroj6 una banda entre 5.85 — 6.55,
determinado con la curva de calibracion (Anexo 17), cercano a 6.15 (Figura 42). Este pl
fue similar al reportado para la LDS-P4, el cual esta entre 6.64-6.85, en la tabla 18 y 19
se presentan las propiedades moleculares de algunas lectinas P4 y su secuencia N-
terminal; esta secuencia es muy conservada en estas lectinas. Aunque en este trabajo no
fue posible determinarla se esperaria que tuviera una alta identidad y similaridad con
respecto a las secuencias que ya han sido reportadas.

Mp 1 2

..

Figura 41. Determinacion de glicoproteina para LGL-P4.

A. Membrana de nitroceluloss tratada pars deteccion de glicoproteines,

1. Marcador de peso molecular{kDa). 2. Fraccion proteina pura LGL P4 {15 gg) . 3. Contrel de Ovoalblmina {150 gg).

B. SD5-PAGE. 1. Marcador de pesc molecular (kDa). 2. Fraccion proteina pura LGL P4({15 gg) . 3. Control de OwvoalbOmina {150 pg).
C. Membrana de nitroceluloss transferids y tefiida con rojo ponceau 1. Fraccian proteina purs LGL P4, 2. Centrol de Ovoalbdming.
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Figura 42. Determinacion del Punto isoeléctrico parm LGL-P4.
20 Ug de P4, 15 Ug de micglobina).

Carriles: 1. Patrones para punto Isoeléctrico

2. Fraccion proteina pura LEL P4. 3. Control Mioglobina.
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Tabla 18. Propiedades moleculares de algunas lectinas P4 Subtribu Diocleinae

LGL-P4! LDL-P4? LCR-I® ConA*
M, subunidades (kDa) - e 26 500
M, proteina (kDa) 100® 25300 e 106 000
14 000
Bandas en SDS- 29;60 25; 14 30;18;12 26; 14; 12,5
PAGE (kDa)®
Azucares neutros (%)  --- 1.7-1.9 -
pl 6,15 8,0;8,13 - 7.1
8,3;8,42
Inhibicion por Manosa 150 50 19.5

(mM)

p-Nitrofenil-B-D-

manopirandsido (mM)

! Este trabajo.

2 Pérez et al., 1990
3 Cavada et al., 2006

4 Pérez, 1998

5 Alperin et al., (1992).
5 Proteina reducida.

8 Sin calentamiento.

Tabla 19. Secuencia N-terminal Lectinas subtribu Diocleinae

Cymbosema roseum

ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSYPH

Dioclea lehmanni

ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSYPH

Dioclea grandiflora

ADTIVAVELNSYPNTDIGDPNYPH

Canavalia ensiformis

ADTIVAVELDTYPNTDIGDPSYPH

Canavalia brasiliensis

ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSYPH

Cratylia floribunda

ADTIVAVELDSYPNTDIGDPNYQH

Tomado de Cavada et al., 2006
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Sin embargo aunque las lectinas P4 tienen una alta homologia se han observado
diferencias en su funcion bioldgica, por ejemplo estimulan la produccién de citoquinas
(IFN-y, IL-10, TNF-q, IL4 entre otras) en células mononucleares de sangre periférica, se
emplean como mitdégenos para la diferenciacién de linfocitos (estudios citogenéticos),
presentan actividad toxica frente a diferentes insectos plaga y se usan en estudios
citoquimicos e histoquimcos entre otros (Cavada et al., 2001). Para evaluar las
propiedades bioldgicas y la funcién de estas proteinas es importante realizar estudios de
caracterizacion bioquimica y estructural; en el caso de las lectinas de Galactia lindenii
son proteinas que hasta ahora no se han estudiado desde el punto de vista biologico y

estructural.
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5.Conclusiones.

= Se determiné la secuencia de 20 péptidos que ensamb  laron para la lectina
de Galactia lindenii P2.

= Por superposicion de los péptidos secuenciados se d etermind la estructura
primaria para 195 amino&cidos con una cobertura de la secuencia del 89% y
una masa no secuenciada de 2750 Da. Es la primera e structura primaria
reportada a la fecha para lectinas P2 del género  Galactia (“nnn” representa

la parte de la secuencia que hace falta determinar)

AKVTSIKYTSI S- SSXGKR.QGNAGELTVAQ TDLKNPSSN.GRVLYSSPVTLWDEATGNVASFVSSLTL
RFEDVSG YWPANGALGVVMPDAGTLPSGSAGCQL GTVNPKDA-NNFVGVEFDDYSNSWDPSYSFI GLD
NSLL SLQTAknnnn SVAVENDGQLL TVAQWDKLAVL PSKVRVGL SAAT SGNGVQKHDVYNnNnn

= La prediccion de la estructura terciaria usando las secuencias parciales de
LGL-P2 y LDL-P2 mostré la presencia de hojas beta a ntiparalelas y regiones

desordenadas, las cuales son caracteristicas de lec  tinas de leguminosas.

= Para la lectina LGL-P2 se obtuvieron cristales clas ificados segun su forma
2D como platos, empleando fosfato de amonio monobas ico 0.4 My 50% vl/v
MPD a pH=8.5.

= LaLGL-P4 es una glicoproteina con un peso molecula  r de 30 kDa y un punto
isoeléctrico igual a 6,15. Aglutiné mejor los eritr ocitos A+ y B+. El mejor

inhibidor de su actividad fue p-Nitrofenil-  B-D- manopirandsido.
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Por primera vez se reportd una segunda lectina dent

ro de las semillas de

Galactia lindenii la cual reconocié glucosa/manosa y aglutind mejor los

eritrocitos A+.
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Realizar el analisis de la expresion y evaluar el e  fecto fisiol6gico de ambas
lectinas para la planta y qué ventajas poseen las e species que tienen un

mayor contenido de lectina respecto a las otras.

Obtener el cADN de la lectina para comparar la secu encia obtenida por
biologia molecular con la secuencia parcial determi nada por medio de
secuenciacion de péptidos obtenidos por espectromet ria de masas.

Evaluar la calidad de los cristales obtenidos para la LGL- P2.

Continuar con la caracterizacion molecular completa de la lectina LGL-P4.



Elucidacion parcial de la estructura primaria de la lectina LGL -P2 y purificacion y caracterizacion 91

parcial de la lectina LGL-P4 presentes en semillas  de Galactia lindenii.

7.Aportes al estudio de lectinas.

= Desarrollo del método simultaneo de separacion de | as dos lectinas
presentes en las semillas de Galactia lindenii; y e  stdndarizacion del método
de purificacion de la LGL-P4. Por primera vez se re  porta la presencia de una

segunda lectina en las semillas de  Galactia lindenii.

= Desarrollo de la estrategia de analisis informatico de secuencias para
determinar estructura primaria a partir de péptidos obtenidos por digestion

enzimatica en caso de no tener el genoma de la plan  ta fuente.

= Estandarizacion de las condiciones de cristalizacio n para la LGL-P2, lo cual
es una base de partida para continuar los estudios de cristalizacion y

estructura terciaria de otras lectinas.

= Participacion en Congreso 17th European Carbohydrat e Symposium
(Eurocarb 17). Tel-Avid (Israel). Abstracts book pa g 67 2- 7, Julio 2013.
“EXPRESSION OF TWO TYPES Diocleinae SUBTRIBE LECTINS”. Quintero
Moreno Ménica, Reyes Montafio Edgar Antonio, Pérez G = dmez Gerardo, Vega

Castro Nohora Angélica.

= Colaboracion con la Universidad Johns Hopkins. Depa rtamento de Biofisica

y Quimica Biofisica.

= Articulo en Proceso: Estructura primaria parcial de la lectina de LGL-P2

obtenido por espectrometria de masas MS/MS.
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8. Anexos.

Anexo 1: Método del Acido Bicinconinico (BCA) para
cuantificacién de proteinas (Smith et al, 1985).

El método se basa en la reducciéon de Cu?* a Cu'*. Esta reaccion esta influenciada por
residuos de cisteina, tirosina y triptéfano; También de los enlaces peptidicos.

La reaccion es la siguiente:

Paso 1. Paso 2.
2BCA
_ Proteina. + Cu Reacciéon dependiente BCA-Cu1 Purpura
(Clst:_ma,_ cistina, u de temperatura complejo A: 562 nm
irosina,

triptofano)

Donde, la absorbancia es directamente proporcional a la cantidad de proteina presente
en la solucién y puede ser estimada por comparacion con un estandar de proteina
conocido (generalmente Albumina Bovina sérica). El método del BCA es altamente
tolerante a detergentes i6nicos y no ionicos, pero por ejemplo los agentes reductores
pueden interferir con el ensayo. Su limite de deteccion esté entre 2-2000 pg/mL.
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Anexo 2: Preparacion de geles SDS-PAGE en Tris-Tric  ina
para separacion de proteinas de bajo peso molecular
(Schagger H y Von Jagow G. 1987).

Los geles de Tris-Tricina se prepararon para llevar a cabo las separaciones de los
péptidos obtenidos en las digestiones enzimaticas con las diferentes enzimas utilizadas.
La preparacion de un gel a una concentracion 16.5%T, 3%C, se muestra en la tabla 20.

Tabla 20: Preparacion del gel SDS-PAGE en Tris-Tricina.

Gel Gel
Reactivo Separador Concentrador

(mL) (mL)
Acrilamida (Acrilamida 48% -
Bisacrilamida 1.5%) 1.67 0.25
Buffer Tris -HCI 0.3 M, 0.3% SDS

1.67 0.775
pH 8.45
Agua desionizada 1.12 2.072
Glicerol 0530 | @ -
Persulfato de amonio 10% 0.01667 0.025
TEMED 0.00167 0.0025

Luego de correr el gel se realiza la fijacion de las proteinas con &cido acético 10%
durante 30 min y posteriormente se tifie el gel con coomassie blue G-250.

La preparacion de los demas reactivos utilizados se muestra a continuacion (Tabla 21).

Tabla 21: Preparacion buffer de muestra y buffer de corrido geles SDS-PAGE en Tris-Tricina.

Buffer de muestra Buffer de corrido
Buffer Tris -HCI 0.45 M pH 8.45 Tris 100 mM
SDS 4% Tricina 100 mM
Glicerol 12% SDS 0.1%

Coomassie Blue G -250 0.0025%

Rojo de fenol 0.025%
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Anexo 3: Tincién con plata de geles SDS-PAGE (Vega N,
comunicacion personal).

Las tinciones de plata se llevaron a cabo segun el procedimiento descrito a continuacion:

1. Incubar el gel en acido acético 10% durante 30 min.

2. Eliminar el acido acético y adicionar al gel una solucién de Metanol10% - Acido
acético 7% - H.Odd, durante 20 min.

3. Eliminar la soluciéon anterior y adicionar Metanol 50% durante 10 min.
4. Realizar dos lavados con H,Odd, cada uno de 10 min.

5. Adicionar Tiosulfato de sodio 0.016 g/50 mL, e incubar durante 5 min.
6. Realizar dos lavado rapidos con H,Odd.

7. Adicionar el Nitrato de plata fresco a una concentracion de 0.5 mg/mL. Dejar el
gel cubierto de la luz durante 20 min.

8. Eliminar el Nitrato de plata y adicionar una solucion tibia y fresca de Carbonato de
sodio 1g/50mL — Formaldehido 200 pL.

9. Al instante en que aparezcan bandas, eliminar la solucién de carbonato de sodio
— formaldehido y adicionar la solucion neutralizadora, Acido acético 1%.

10. Lavar el gel con H,Odd y documentar.
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Anexo 4: Caracteristicas basicas de los kits utiliz ados
para los ensayos de cristalizacion.

Los kits utilizados fueron Cristal screen | y Il de Hampton Research, y el Morpheus
screen MD1-46 de Molecular Dimensions.

Cristal screen I-Il.

El kit presenta un método altamente efectivo y rapido para evaluar las condiciones de
cristalizacion de macromoléculas. Se hacen 96 mezclas Unicas de pH, sales, polimeros y
compuestos organicos para ver las condiciones iniciales del crecimiento de cristales.

Caracteristicas:
» Para proteinas, péptidos solubles y otras moléculas pequefias solubles en agua.
= Amplio rango de condiciones.
» Formulacion eficiente de mezclas de sales, polimeros, compuestos organicos y
pH.
» Efectividad con méas de 1000 macromoléculas biologicas.

Morpheus screen MD1-46.

El kit facilita un chequeo rdpido de 96 condiciones de cristalizacion de proteinas basado
en mineria de datos de los resultados reportados en el PDB de proteinas cristalizadas y
sus condiciones éptimas. Incorporando componentes de bajo molecular como ligandos,
gue también han sido reportados en PDB y que van desde el HEPES (PM: 238.30 g/mol)
hasta iones de litio (6.94 g/mol).

Caracteristicas:
= Cubre un amplio rango de condiciones de pH, PEGs y sales (aditivos).
* Incorporacion de 49 ligandos de bajo peso molecular que promueven tanto la
formacion de cristales como la estabilidad de los mismos.
» Todas las condiciones presentan crioproteccion.
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Anexo 5: Deteccidn cualitativa de glicoproteinas (V. ega,
1997).

El tratamiento de la membrana para detectar glicoproteinas fue:

1.

2.

Lavado: con PBS 1X filtrado, durante 10 min.

Oxidacion: con el metaperiodato de sodio 30 mM (0.081 g en 7 mL) en buffer
acetato-acético 100 mM pH 5-5.5. Durante 20 min.

Lavado: con PBS 1X filtrado por 10 min, repitiendo 3 veces el lavado.

Incubacién con Biotina-hidrazina a una concentraciéon 1.3 mM, disuelta en 0.1 mL
de DMSO y 1 mL buffer acetato-acético 100 mM pH 5-5.5. Incubar por 60 min a
temperatura ambiente.

Lavado: con PBS 1X filtrado por 10 min, repitiendo 3 veces el lavado.

Bloquear la membrana con PBS 1X-BSA 1.3% a 37°C por 30 min. Luego a
temperatura ambiente durante 60 min.

Lavado: con PBS 1X filtrado por 10 min, repitiendo 3 veces el lavado.
Incubar con una solucién de estreptavidina- peroxidasa 1: 500 en PBS-BSA 1.3%

Lavar con PBS 1X filtrado por 10 min. Repitiendo 3 veces el lavado. Hacer un
ultimo lavado rapido con PBS 1X filtrado.

10. Revelar con DAB (50 mg/100 mL PBS 1X filtrado) precalentado a 30 °C.
Adicionar 20 pL de peroxidasa (peréxido 30%).

11. Lavado: 2 o 3 veces con PBS 1X filtrado rapidamente.

Las condiciones de la transferencia semihumeda fueron 25 V, 120 mA y 2 W durante 40
minutos para alcanzar un V*H= 14. La tincidn con rojo ponceau se dejé durante 10
minutos, se elimind el colorante en exceso y se documentd.
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Anexo 6: Isoelectroenfoque de la LGL-P4 (Bollag y
Edelstein, 1994).

El proceso se llevé a cabo en condiciones nativas, empleando anfolitos en un rango de
pH 3-10 y para la realizacion de la curva de calibracion se trabajé con patrones de punto
isoeléctrico en un rango de pH 3-10 (Pharmacia).

Se utiliz6 como control de punto isoeléctrico mioglobina 15 pg (5 pg/ul) y se sembraron
20 ug de LGL-P4 (Tabla 22).

Tabla 22: Preparacién del gel para isoelectroenfoque.

Cantidad
Reactivo

(mL)
Agua desionizada 8.74
Acrilamida (Laemmli) 50% 2.0
Glicerol 1
Anfolitos 3 -10 0.250
Persulfato de amonio 10% 0.025
TEMED 0.020

La corrida se lleva a cabo utilizando una solucién &cido fosférico 0.1 M ( @nodo) y una
NaOH 0.1 M (catodo) . Se hizo una precorrida de 30 min a 500 V para enfocar los
anfolitos.

Posteriormente se sembré la muestra en glicerol. Se hizo una corrida a 200 V por 1.5
horas, 220 V por 30 min y 600 V por 2 horas, con un V*H total de 1736. Al se lavé el gel
con TCA 10% por 30 minutos y luego se dejé en TCA 1% toda la noche. Finalmente se
tind con coomassie G-250.
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Anexo 8: Electroforesis del proceso de purificacion de
lectinas P2 y P4.

En el caso de las lectinas tipo P4 para algunas especies se observan
bandas de bajo peso molecular que corresponden a la reduccion del
monomero. Por lo tanto se pueden observar en algunos casos tres
bandas. En el caso de las P2 se puede observar el dimero y el
tetramero por falta de disociacion de la proteina nativa.

SDS-PAGE: Carril A: Patrones de peso molecular; B: extracto crudo de Galactia lindenii; C: LGL-P2
; D: LGL-P4; E: extracto crudo de Canavalia ensiformis; F: LCE-P2; G: LCE-P4 ;

J: extracto crudo de Dioclea lehmanni; |: LDL-P2; H: LDL-P5;

M: extracto crudo de Dioclea grandiflora; L: LDG-P2: K: LDG-P4.
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Anexo 9: Composicién de aminoéacidos LGL-P2 (Almanza
et al., 2004).

La composicién de aminoacidos mostré un alto contenido de Asx, lle y aminoaidos
hidroxilados.Ademas un alto contenido de Met (que es inusual en lectinas de
leguminosas). Los calculos fueron basados en un Mr=26.064 con un 7% de carbohidratos
(Tabla 23).

Tabla 23: Composicién aminoacidos LGL-P2.

Aminoacido
analizado HeL-Pe
Asx (N-D) 19
GlIx (Q-E) 6

Ser (S) 21
Gly (G) 14
His (H) 5
Arg (R) 7
Thr (T) 16
Ala (A)
Pro (P)
Tyr (Y) 2
Val (V) 13
Met (M)2 10
Cys (C)2 2
lle (1) 20
Leu (L) 12
Phe (F) 8
Lys (K) 11
Trp (W) 7

& Determinados como MetSO y CySOj3, respectivamente.

b- Determinado espectrofotométricamente.
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Anexo 10: Resultados identificacion de la muestrac  on
base en los péptidos obtenidos en digestion con tri psina
contra base de datos PD1.3/Mascot protein/peptide.

Probability Legend Blank._SEEES

over 95% -

80%to 94% 2
50%to 79% = 5 8 8
| 20%to 49% £ £ 128 |7
> (] (=3 c O
0%t019% z = |3| &
o brovien: s | 5 8] 8|4
< 3 BIOVi('!\.M. ) - 3 c = =)
< | £ Identified Proteins (18) 8 9 2= a
# | 2|2 linduding 1 Decoy L 2 £ 2 §
1 keratin, type II cytoskeletal 1 [Homo sapiens] gi|1193957... 66 kDa 39
2 [J]  keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal [Homo sapiens] gi|47132620 65kDa 40
3 keratin, type I cytoskeletal 10 [Homo sapiens] gi|1959728... 59kDa 25
4 keratin, type I cytoskeletal 9 [Homo sapiens] gi| 55956899 62 kDa 26
5 trypsinogen precursor [Sus scrofa] gi| 2422538... 26 kDa 4
6 [V]  hornerin [Homo sapiens] gi| 57864582 282 kDa 1
7 PREDICTED: keratin, type II cytoskeletal 5-like [Pan troglodytes]gi| 3328393... 55kDa 10
8 PREDICTED: keratin, type I cytoskeletal 14-like [Pan troglodytes]gi| 3328475... 52kDa 6
9 [V dermcidin preproprotein [Homo sapiens] gi|1675192... 11 kDa 4
10 [7]  beta-casein precursor [Ovis aries] gi|5716437... 25kDa 2
11 [¥] alpha-S1-casein precursor [Bos taurus] gi| 30794348 25 kDa 3
12 PREDICTED: keratin, type II cytoskeletal 1-like isoform 6 [Maca...gi| 2972624... 65kDa 2
13 [V]  keratin, type II cytoskeletal 6C [Homo sapiens] gi|1559696... 60 kDa 3
14 [ salivary acidic proline-rich phosphoprotein 1/2 precursor [Hom... gi| 4826944... 17 kDa 2
15 [¥] keratin 16 [Pan troglodytes] gi|2213076... 51 kDa 2
16 [V gi|386588560-R gi|3865885... ? 2
17 PREDICTED: keratin, type II cytoskeletal 6A [Pan troglodytes]  gi|1146445.., 60 kDa 3
18 PREDICTED: keratin, type II cytoskeletal 6A-like isoform 2 [Mac...gi| 2972624... 60 kDa * 1
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Anexo 11: Resultados identificacion de la muestra ¢
base en los péptidos obtenidos en digestién con
guimotripsina contra base de datos PD1.3/Mascot
protein/peptide.

on

Probability Legend
over 95%
80%1t094%
50%t0 79% .
o : 5
£ [~
S 3]
0%1t0 19% = =
c
% % BioView: 2 %
< | £ [Identified Proteins (5) 4 3
# |2 g Including 0 Decoys £ §
1 keratin, type I cytoskeletal 10 [Homo sapiens] gi| 195972866 59 kDa
2 PREDICTED: chymotrypsinogen A-like [Bos taurus] gi| 359075041 (+1) 28kDa
3 keratin, type I cytoskeletal 9 [Homo sapiens] gi| 55956899 62 kDa
4 [V keratin, type II cytoskeletal 1 [Homo sapiens] gi| 119395750 (+4) 66 kDa
5 putative amino acid ABC transporter permease protein [Gordoni... gi| 359420850 32 kDa

» Protein Grouping Ambiguity

N @ w w 2 Chymo
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Anexo 12: Resultados identificacion de la muestra c

base en los péptidos obtenidos en digestion con Lys
contra base de datos PD1.3/Mascot protein/peptide.

on
C

CEREvoNonbhwN -~ H

NN = e e b e b e e
o WLOWWONOOUMDHEWN
SISISISISISISISISISISISISISSISISISISSISERR

Starred?

Probability Legend
over 95%
80% to 94%
50%to 79%
0%t0 19%

BioView:
Identified Proteins (21)

Including 0 Decoys

PREDICTED: keratin, type I cytoskeletal 9 [Pan troglodytes]
keratin, type II cytoskeletal 1 [Homo sapiens]

keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal [Homo sapiens]
keratin, type I cytoskeletal 10 [Homo sapiens]

PREDICTED: protein S100-A9 isoform 2 [Pan troglodytes]
PREDICTED: keratin, type II cytoskeletal 5-like [Pan troglodytes]
PREDICTED: keratin, type I cytoskeletal 14-like [Pan troglodytes]
desmoplakin isoform II [Homo sapiens]

PREDICTED: protein S100-A8 [Pan troglodytes]

keratin, type II cytoskeletal 6A [Homo sapiens]

keratin, type II cytoskeletal 78 [Homo sapiens]

protein S100-A7 [Homo sapiens]

annexin A2 [Mus musculus]

cystatin-A [Homo sapiens]

ubiquitin-60S ribosomal protein L40 [Mus musculus]

caspase-14 precursor [Homo sapiens]

alpha-S2-casein precursor [Bos taurus]

desmocollin-1 isoform Dsclb preproprotein [Homo sapiens]
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase isoform 1 [Homo s...
thioredoxin isoform 1 [Homo sapiens]

PREDICTED: keratin, type I cytoskeletal 15-like [Callithrix jacch...

Accession Number

i]332847598 (+1)
gi| 119395750

i] 47132620

gi] 195972866 (+2)
gi] 55593263 (+5)
i]332839316 (+5)
gi| 332847588 (+8)
gi| 58530842 (+8)
i] 332810638 (+11)
gi| 5031839 (+15)
gi| 89357932

gi| 115298657

i] 6996913 (+27)
0| 4885165 (+1)
i] 9845265 (+324)
gi| 6912286

gi| 27806963

i| 4826702 (+5)
i] 7669492 (+5)
gi] 50592994 (+9)
gi] 296202888

Molecular Weight

62 kDa
66 kDa
65 kDa
59 kDa
13 kDa
55 kDa
52 kDa
260 kDa
11 kDa
60 kDa
57 kDa
11 kDa
39 kDa
11 kDa
15 kDa
28 kDa
26 kDa
94 kDa
36 kDa
12 kDa
36 kDa

Protein Grouping Ambiguity

Bla.

Blank_prerun

«LGL...,
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Anexo 13: Alineamiento de la LDL-P2 con la LCR-II.

myNcEl B

YNCBI/ BLAST/ blastp Formatting Results - S7TDDSUGGT1N

Editand Resubmit Save Search Siralegies > Formatting oplions > Download

Cymbosema CRLI

RID
Query 1D
Description
Molecule type
Query Length

S7DDSUGG11IN (Expires on 05-28 05:44 am)

1d]1537
Cymbosema CRLIT
amino add

239

Other reports: > Search Summary [Taxonomy reports] [Multiple alignment

©Graphic Summary

Blast 2 sequences.

Subject D
Description
Molecule type amino acid
Subject Length 215
rogram BLASTP 2.2.29+ b Citation

Idl|1939
LDLP2

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence &

[Mouse over to see the defline, click to show alignments |

Dot Matrix View
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Sequences producing significant afignments:
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YoulllTd Howto cead this page
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1 Alignments

O e

© Alignments
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Max score

12

Total
score
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o
Query E e Accession
cover | value
9% 1e34 40% 1939

[iDownload v Graphics
LDLP2
Sequence ID: Icl[1939 Length: 215 Number of Matches: 1

Range 1: 1to 212 Graghics

Expect Method Tdentities
112 bits(281) 1e-34 C:

=

=
matrix adjust. 98/242(40%) 124/242(51%) 40/242(16%)

Query 1 v VD! HI 58
+GAV+F FTRF+TSSS LTLQGSA VS+ L ENB+ K VGRALY +PI I
Sbjct 1  AGAVYFRFTRFTTSSSSLTLOGSAE v YSTPITI 53
Query 59 FVSE--APAT PSSKGELNDEDDTRIGGQLGVVNDS 111
WDETTGRVASE + + E + +P F+ L +  IGGQLGVVN +
sbjct 54 I7 LPKD---ST0 110
Query 112 YNV RPHISLPT 15N 171
¥ VVEDYN DS EHI + + N G+ 2 wNsv
sbjct 111 YEW PS-YSHIGT 157
Query 172 KRL LA-VLDSKI HVETNTILSWSETS 230
s v G T++ 441 VLPSKV VG +A SVL++SEES
sbjct 158 -- TTVAQVVDLKD RHDLYSWEEMS 210
Query 231 KL 232
sbjct 211 NF 212

Related Information

4 Descriptions.
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Anexo 14: PROCHECK statistics: LGL-P2

1. Ramachandran Plot statistics

No. of

resi dues %t age
Most favoured regions  [A,B,L] 128 78.0% **
Additional allowed regions [a,b,l,p] 27 16.5%
Generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] 8 4.9%
Disallowed regions [XX] 1 0.6% *
Non-glycine and non-proline residues 164 100.0%
End-residues (excl. Gly and Pro) 2
Glycine residues 19
Proline residues 9
Total number of residues 194

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms and R-factor no greater
than 20.0 a good quality model would be expected to have ove r 90% in the most favoured regions
[A,B,L].

2. G-Factors

Aver age
Par anet er Score Score
Dihedral angles:-
Phi-psi distribution -0.89*
Chil-chi2 distribution -0.45
Chil only 0.07
Chi3 & chi4 0.51
Omega -0.58*
- 0.52*

Main-chain covalent forces:-
Main-chain bond lengths -0.14
Main-chain bond angles -1.26%*
0.79*

OVERALL AVERAGE - 0.59*

G-factors provide a measure of how unusual, or out-of-the-ordinary, a property is.

Values below -0.5* - unusual

Values below - 1. 0** - highly unusual

Important note: The main-chain bond-lengths and bond angles are co  mpared with the Engh & Huber
(1991) ideal values derived from small-molecule dat a. Therefore, structures refined using different
restraints may show apparently large deviations fro m normality.



Elucidacion parcial de la estructura primaria de la lectina LGL -P2 y purificacion y caracterizacion 107

parcial de la lectina LGL-P4 presentes en semillas  de Galactia lindenii.

Anexo 15: PROCHECK statistics: LDL-P2.
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PROCHECK statistics

1. Ramachandran Plot statistics

No. of

residues #-tage
Most favoured regicns [3,E,L] 140 80.5%%
ldditional allowed regiens [a,b,1,p] 12 10.8%
Generously allowsd regicas [-a,-b,~1,-p] 11 £.3%
Disallowed regions [XK] 4 2.3+
Non-glycine and non-proline residues 174 100.0%
End-residues (excl. Gly and Fro) H
Glycine residues 15
Proline residues 8
Total number of residuss 133

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms and R-factor no greater than 20.0 a good guality model would be expected to have over 90% in the
maost favoured regions [A,B,L].

2. G-Factors

Parameter Score Score

Dihedral angles:-

Phi-psi distributicn -0.85%
Chil-chiZ distribution -0.34
Chil only -0.01
Chi3 & chié 0.58
Cmega -0.50

Main-chain covalent forces:-
Main-chain bond lengths -0.22
Main-chain bond angles -1.26%%

OVERALL AVERAGE

G-factors provide a measure of how unusual, or out-of-the-ordinary, a property is.

Walues below -0.5% - unusual
Values below -1.0%* - highly unusual

Important note: The main-chain bond-lengths and bond angles are compared with the Engh & Huber (1991) ideal values derived from small-molecule daia. Therefore, structures
refined using different restraints may show apparently large deviations from normality.
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Anexo 16: Prediccion estructura secundaria  para LGL-P2,

20 40 60 80 100
AKVTSIKYTSISSSCOKPLOGNAGELTVACLT DLK N PSSNLGRVLYSS PVTLW DEATG NV ASFVSSLTLRFE DV SGYVPANGALGVVNAPDAGTLPSGSAGGOLGTVNPE
130 140 160 180
DAFNNPYGVEFDDYSNSWDPSYSFIGLOVNSLLSLOTAKSVAVEN DGQLLTVAQMY DKLAVLPSKVRVGLSAATSGNGVOKHDY
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parcial de la lectina LGL-P4 presentes en semillas  de Galactia lindenii.

Anexo 17: Curva de calibracion pl (Punto isoeléctrico).

La curva de punto isoeléctrico se realizd teniendo en cuenta que se tenia la mioglobina
como patrén y que la referencia son las dos bandas predominantes de estan a pH 6.85 y
7.35

Curva de Calibracion Punto Isoeléctrico

y =0,6348x + 3,3938
R2=0,9797

10

8 _—
7 /
6 /

pl
I

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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