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TITULO: PURIFICACION Y CARACTERIZACION PARCIAL DE MUCINA
CITOPLASMATICA UTILIZANDO LA LECTINA DE Salvia bogotensis

TITLE: PARTIAL PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF CITOPLASMATIC
MUCIN USING the Salvia bogotensis LECTIN

RESUMEN:

Las mucinas son un grupo de glicoproteinas altamente O-glicosiladas, utilizadas
como biomarcadores para el diagnéstico de enfermedades como fibrosis quistica y
cancer. Para identificarlas se han utilizado Lectinas, capaces de reconocer
especificamente glicoconjugados. El objetivo del presente trabajo fue purificar
parcialmente proteinas citoplasmaticas ricas en antigeno Tn de las lineas
celulares MCF-7 y HeLa empleando la lectina de Salvia bogotensis (LSBo).

Para realizar el aislamiento de la mucina se usé cromatografia de afinidad sobre
Sepharosa 4B, el acople de la lectina sobre el soporte se realizdé siguiendo el
protocolo de Hermanson. Se sembraron extractos citoplasmaticos derivados de las
lineas celulares, posteriormente se eluyO la fraccion retenida con gradiente
discontinuo de pH (2,5-11,4). Se obtuvieron tres picos de proteina a los cuales se
les realiz6 electroforesis en SDS. Se observé la presencia de una banda
predominante de aproximadamente 65 kDa en todas las fracciones eluidas
indicando asi la posible presencia de la misma proteina en las fracciones retenidas
y también diferentes afinidades hacia la Lectina. Se evalu6 mediante western blot
el reconocimiento por parte de diferentes anticuerpos policlonales y se encontrd
gue la proteina asilada es de tipo mucina, seguidamente se procedi6é a evaluar su
estructura glicosidica mediante la utilizacién de algunas lectinas. Para evaluar la
pureza de la banda aislada se procedid a realizar electroforesis bidimensional
encontrando proteinas con pesos moleculares muy similares pero con puntos
isoeléctricos acidos diferentes.

Los resultados muestran la existencia de una proteina citoplasmatica con
diferentes afinidades hacia LSBo tanto en HeLa como en MCF-7.

ABSTRACT:

Mucins are a group of high molecular weight glycoproteins highly O-glycosylated,
used as biomarkers for diagnosis of diseases such as cystic fibrosis and
cancer. Lectins are proteins that have been wused to identify specific
glycoconjugates. The aim of this work was to purify partially a cytoplasmic protein
rich in Tn antigen from cell lines MCF-7 and HelLa using affinity chromatography
with Salvia bogotensis lectin (SBoL).



To isolate the mucin we used affinity chromatography on SBoL-Sepharose
4B. Cytoplasmic extracts from HelLa cand MCF-7 cell lines were eluted with
discontinuous gradient of pH (2.5 to 11.4). We obtained three peaks in retained
fraction and were evaluated with SDS-PAGE. The results showed the presence of
a predominant band of appromimately 65 kDA in retained fraction, indicating the
possible presence of the same protein in them and different affinities toward the
lectin. The protein was tested by Western blot using different polyclonal antibodies
and we found that protein is mucin-like. After that we tested its glycosidic structure
using some lectins. To assess the purity of the isolated band was performed with
bidimensional electrophoresis and found some spots with a very similar molecular
weight but different isoelectric points.

The results showed the existence of a cytoplasmic protein in HeLa and MCF-7 cell
lines with different affinities to LSBo
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INTRODUCCION

Las mucinas son un grupo de glicoproteinas de muy alto peso molecular ricas en
O-glicosilacion presentes en células epiteliales y asociadas con procesos de
proteccion a factores ambientales. Se caracterizan por poseer variaciones en el
namero de repeticiones en tandem de secuencias ricas en serina, treonina y
prolina;  por su amplio polimorfismo se evidencia gran variedad de
presentaciones de las repeticiones. Se pueden expresar de manera
intermembranal o secretada dependiendo de la presencia o ausencia de un
dominio intermembranal en la secuencia peptidica (Gendler y Hattrup, 2007). Su
distribucién y niveles de glicosilaciéon han sido Gtiles como biomarcadores para
diagnosticar enfermedades como fibrosis quistica, asma y cancer, expresando en
este Ultimo gran cantidad de antigeno Tn. (Brockhausen, 1999).

La transformacion maligna que ocurre en células cancerigenas conlleva a la
mutacion estructural y funcional de glicosiltransferasas asociadas con la O-
glicosilacion de proteinas, de tal manera que la elongacién que se da en el
aparato de Golgi a partir de N-acetilgalactosamina no se da; y por lo tanto este
antigeno, que usualmente debe estar enmascarado, queda expuesto.

La expresion del antigeno Tn se asocia entonces con la transformacién maligna de
células, sirviendo asi como indicador de células cancerigenas. Para utilizar esta
fuente importante de informacién, se han utilizado un grupo de proteinas o glico
proteinas llamadas Lectinas, capaces de identificar de una manera especifica y
con altos niveles de afinidad glicoconjugados. (Peumans y Van Damme, 1995)

Dentro de las lectinas estudiadas se han reportado gran variedad de ellas
aisladas de las Labiadas, con capacidad de reconocer el antigeno Tn,
especialmente las pertenecientes al género Salvia. En este trabajo se utilizaron
los avances realizados por el grupo de investigacion de proteinas (GRIP) de la
Universidad Nacional de Colombia en sus estudios sobre lectina de Salvia
bogotensis y su capacidad de reconocer antigeno Tn (Vega y Pérez, 2006), como
herramienta para identificar y aislar mucinas citoplasmaticas que segun evidencia
preliminar (Vega, 2004) podrian encontrarse en fracciones citoplasmaticas de
lineas celulares MCF-7 y Hela.



1. HIPOTESIS
La Lectina de Salvia bogotensis interactia con el antigeno Tn de glicoproteinas

citoplasméticas derivadas de lineas celulares MCF- 7 y Hela; y podria ser
utilizada para el aislamiento de estas proteinas.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Purificar y caracterizar parcialmente a partir de la utilizacion de Lectina aislada de
Salvia bogotensis, mucinas citoplasméticas ricas en antigeno Tn.

2.2. Objetivos especificos

¢ Aislar mediante cromatografia de intercambio i6nico y de afinidad Lectina de
Salvia bogotensis.

¢ |dentificar mucinas citoplasmaticas utilizando Lectina de Salvia bogotensis.

e Caracterizar la mucina purificada en cuanto a peso molecular, punto
isoeléctrico, porcentaje de glicosilacion e interacciones con la lectina.



3. MARCO TEORICO

3.1. Labiadas
3.1.1. Descripcion Botanica

La familia de las Labiadas, en la que se encuentran categorizadas plantas como
la menta, el mastranto y la salvia, es conocida botanicamente con los nombres de
Labiatae (por la presencia de labios en sus flores) o Lamiaceae (por el nombre del
género tipo de la familia, Lamium). En la familia se caracterizan plantas
aromaticas constituidas principalmente por hierbas o arbustos (rara vez arboles
como en Hyptidendron o Lepechinia), provistas en todas sus partes de glandulas
secretoras de aceites esenciales volatiles (que son muy variados en esta familia).
Los tallos son usualmente cuadrangulares y las hojas siempre opuestas; las
inflorescencias son terminales o laterales, de aspecto racemoso (espigas o
paniculas), constituidas por agrupaciones de flores de tipo cimoso, que se ubican
en cada par de bracteas. Las flores presentan caliz bilabiado o regular de cinco
piezas parcialmente soldadas, que a veces crece rodeando el fruto, y la corola
tiene los pétalos unidos, simetria dorsiventral, con una parte cilindrica (tubo) y otra
rasgada que consta de cinco l6bulos parcialmente soldados y orientados formando
dos labios; el superior frecuentemente recto y en forma de casco (galea), suele
proteger a los estambres y el inferior trilobado y méas extendido, sirve como
plataforma a los insectos en el proceso de polinizacion. Los estambres son siem-
pre menos de cinco, generalmente cuatro (dos pares) o a veces so6lo dos, como
ocurre en Salvia y en Rosmarinus. El ovario, que es supero y de dos carpelos,
desarrolla un nuevo tabique transversal asociado a la presencia de un estilo
ginobasico (que se conecta al ovario por su base), dando lugar a un fruto
caracteristico de cuatro nueces libres (tetrantcula). Este es uno de los caracteres
mas distintivos de esta familia, que la diferencia de otras cercanas, como las
verbenaceas, acantdceas o escrofularidceas. (Fernandez-Alonso y Rivera-D,
2006)

3.1.2. Distribucion y Habitat

La familia Labiatae esta compuesta aproximadamente de 224 géneros y 5600
especies en todo el mundo. En Colombia se ve representada por 23 géneros y
284 taxones (especies y subespecies) (Wagstaff y Olmdtead, 1997) de los cuales
186 son nativos y solo una pequefa parte (17 especies) son plantas foraneas, que
en la actualidad se encuentran naturalizadas formando parte integrante de la flora
colombiana (Tabla 1) (Fernandez-Alonso y Rivera-D, 2006). Hay ademas, otras 21
especies de labiadas exéticas, ampliamente cultivadas en Colombia por sus
variados usos (condimento, medicinal, magico-religioso, ornamental). Nueve
géneros que pertenecian a la familia “Verbenaceae” son ahora identificados como



Labiatae, y en total aportan 79 especies nativas. Con respecto a las grandes
divisiones dentro de la familia Labiatae, en Colombia tenemos representantes de
cuatro subfamilias y tres tribus, siendo la subfamilia Nepetoideae y las tribus
Ocimeae y Mentheae, las que poseen mayor numero de géneros nativos en
Colombia (Tabla 1). La diversidad de labiadas en Colombia puede considerarse
equivalente a la registrada en Peru, con 20 géneros y 190 especies o en Ecuador
con 21 géneros y 135 especies (Brako y Zarucchi, 1993), (Jorgensen y Léon-
Yafiez, 1999). Pero esta diversidad es notablemente inferior a la de México, cuyo
territorio cuenta con 27 géneros y 520 especies nativas (Ramamoorthy y Elliot,
1993). Los géneros mas diversos en Colombia son Salvia con 83 taxones e Hyptis
con 42, ambos son, a su vez, los mas diversos de la familia en territorio
Americano. Le siguen en importancia otros cuatro géneros: Scutellaria (22
especies), Satureja (14 especies), Stachys (13 especies) y Lepechinia (10
especies). En tiempos recientes se adelantaron algunas contribuciones o
revisiones parciales en esta familia para Colombia, de donde resultaron nuevas
especies y combinaciones en los géneros Hyptis, Lepechinia, Salvia, Satureja y
Scutellaria ( Fernandez-Alonso y Rivera-D, 2006)



. No. ta:I::es- Nati- | Natura- | Culti-
Subfamilia Tribu Genero taxones .
Mundo 601?111- VoS lizados vados
bia
Lamioideae Lawnsinm * 40 2 0 1 1
L eomaris ™* 10 1 0 1
Leomotis * 15 2 0 1 1
Marrubism 30 1 0 1 0
Stachys 300 13 11 1 1
Nepetoideae MMenthaea Lepechinia 30 10 10 a 0
Melissa * 3 1 0 0 1
Mentha * 25 4 0 2 2
Minfostachys 12 3 3 0 0
Obtegameria 1 1 1 0 0
Origaniim * 36 2 0 0 2
Rasmarinus * 2 1 0 0 1
Salva 922 83 78 3 2
Saturgia 180 14 13 0 1
Thymur * 330 1 0 a 1
Ocimeae Cartoferia 4 1 1 a 0
Erigpe 28 1 1 a 0
Hyptidendrum 16 1 1 0 0
Hyptis 300 42 42 a 0
Margypianthes 5 1 1 0 0
Ocingiens 130 7 1 3 3
Plectrbantbus * 210 6 0 3 3
Prunelleae | Pruwefla * 7 1 0 1 0
Teucrioideae Ajuga* 40 1 0 a 1
Tewcriti 100 2 1 a 1
Scutellarioi- Scutellaria 300 22 22 0 0
deae
TOTAL 3116 224 186 17 21

Tabla 1. Diversidad de géneros de Labiatae en Colombia, con informacion sobre taxones
(especies y subespecies) nativos, naturalizados y cultivados (adaptado y actualizado de
Fernadndez-Alonso et al. 2003). Con asterisco se sefialan los géneros no nativos de
Colombia (segun Fernandez-Alonso y Rivera-Diaz. 2006)



3.1.3. Salvia bogotensis

Figura 1. Planta de Salvia bogotensis, tomada de http://www.siac.net.co

La Salvia bogotensis (taxonomia tabla 2) es una planta de pequefio o mediano
porte, rara vez superando el metro de altura. Las hojas son tipicamente estrechas
y buladas por el haz. Las inflorescencias son moderadamente cortas y las flores
con una corola de color azul intenso (Figura 1) (Fernandez-Alonso y Rivera-Diaz,
2006). Conocida también como Almoraduz en Cundinamarca, Escobillo, Salvia o
Valero en Boyacd, este arbusto, abarca una amplia serie de enclaves aridos o
semiaridos en los departamentos de Boyacéa y Cundinamarca, desde el Sur de la
Sabana de Bogotd (Mosquera), hasta la region de Chita y Cocuy en Boyaca,
donde asciende a mayor altitud, presentando formas con indumento foliar méas
denso en ambas caras. Los enclaves intermedios donde también se encuentra
esta especie son: la region de Samaca y Tunja-Cucaita, el sector Tibasosa- Paz



del Rio, Santa Rosa-Floresta y region del lago de Tota” (Fernandez-Alonso y
Rivera-Diaz, 2006). Su taxonomia se resume en la tabla 2.

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales

Familia Lamiaceae
Género Salvia

Especie Salvia bogotensis

Tabla 2. Resumen las particularidades taxonémicas de Salvia bogotensis (Fernandez,
2003).

3.2. Lectinas

El inicio del estudio de las lectinas se origind con los trabajos realizados por
Stillmark en 1888 cuando descubri6 el fenbmeno de aglutinacién de los eritrocitos
mediado por extractos de semillas de castor (Ricinus communis). Esta proteina
fue posteriormente denominada Ricina (Sharon y Lis, 1972). Mas tarde, Hellin
descubri6 que el extracto toxico de semillas de Abrus precatorius también
producia hemoaglutinacion y la proteina responsable fue denominada Abrina.

La primera lectina que fue obtenida en forma cristalina fue aislada de Canavalia
ensiformis y se le llamé concanavalina A en 1919. (Sharon y Lis, 1972).

Los trabajos de Boyd y Shapleig (1954) abrieron el camino para el estudio de las
lectinas al tratar de definirlas, pero su interpretacion no fue uniforme debido al
desconocimiento de sus funciones fisioldgicas.

En la actualidad se han usado diferentes formas de definirlas pero las mas
aceptadas comparten los siguientes criterios: las lectinas son proteinas o
glicoproteinas de origen no inmune, que reconocen especificamente y
reversiblemente carbohidratos, con capacidad para aglutinar células y precipitar
glicoconjugados. (Goldstein et al, 1980) En las plantas, la mayoria de estas
moléculas estan presentes en los cotiledones y endospermos de las semillas y
constituyen de 2 a 10% del total de proteina de éstas. Se ha propuesto que dentro
de la planta, estas proteinas pueden relacionarse con regulacion fisiologica,
defensa mecanica contra el ataque de microorganismos, almacenamiento de
proteinas, transporte de carbohidratos, estimulacién mitogénica y reconocimiento
de las bacterias fijadoras de nitrégeno del género Rhizobium (Pusztai, 1991 ).




La gran importancia de las lectinas se debe fundamentalmente a sus propiedades
bioldégicas como la interaccion con grupos sanguineos especificos, aglutinacion de
linfocitos, eritrocitos, espermatozoides, plaguetas, bacterias y células tumorales,
induccion de la mitosis en el linfocito y efectos citotoxicos sobre los linfocitos
(Sharon y Lis, 2004).

Desde 1963 los estudios iniciados por Aub (Pusztai, 1991) describen que las
lectinas de plantas pueden distinguir entre células normales y células malignas y
gue la diferencia esta en la superficie celular; en otras palabras, que la alteracion
de la superficie celular es propiedad de células cancerigenas.

Los glicoconjugados de las superficies celulares son conocidos por su importante
desempefio en las interacciones célula-célula, tales como el reconocimiento, la
comunicacion y adhesién (Gabius, 2001). Tales interacciones son también
importantes en la tumorogénesis, progresion del tumor y metastasis (Gabius y
Gabius, 1997).

Durante la diferenciacion celular y la transformacién maligna, la biosintesis de las
cadenas de oligosacéridos de glicoproteinas es frecuentemente alterada y esta
alteracion puede ser detectada por las lectinas (Fan et al, 2004a). Dentro de los
estudios de membrana se ha reportado el uso de lectinas para investigar cambios
estructurales en las superficies celulares (Sharon y Lis, 2004); asi como la
identificacion de algunos antigenos propios de células transformadas tal como el
Tn (Vegay Pérez, 2006).

3.2.1. Lectinas de Labiadas

El trabajo pionero realizado por Bird y Wingham (1974, 1976, 1982) revel6 la
presencia de lectinas, principalmente en especies de Salvia. Las lectinas de
Labiatae pueden reconocer el antigeno Tn (GalNAc-O-Ser/Thr) que se asocia a
una variedad de carcinomas (Springer, 1984) y son por lo tanto potencialmente
utiles en la deteccién del antigeno en células transformadas.

El estudio de las Labiadas ha crecido sustancialmente desde los afios 70 cuando
aparecieron 570 publicaciones, actualmente la cantidad de articulos publicados
supera los 2000 enfocados principalmente hacia el estudio de metabolitos
secundarios, mucilagos, cariotipo y morfologia comparativa de miembros de la
familia Laminaceae originarios de Eurasia y Norte América. También se han
reportado estudios al respecto sobre plantas de la familia originarias de Africa,
América Central y Sur Ameérica donde para el afio 2000 las publicaciones se
acercaban a 27. Actualmente el interés se ha enfocado hacia la diversidad de
carbohidratos y de proteinas presentes en ellas, especialmente las lectinas que ya
gozan de relevancia debido a la diversidad de funciones que han presentado.



En trabajos realizados desde 1974 se reportan la presencia de aglutininas
(lectinas) en extractos salinos de semillas de 5 especies de Salvia de 8
ensayadas (S. horminum, S. farinacea, S. haematodes, S. sclarea turkestanica y
S. sclarea) que reconocian el antigeno Tn (o-GalNAc/Ser/Thr), donde el
determinante inmunohistoquimico es la N-acetilgalactosamina (Bird y Wingham,
1974). En 1976 se reporta la presencia de aglutininas del tipo Ty Tn en 6 nuevas
especies de Salvia de 13 ensayadas (S. aethiopsis, S. nemorosa, S. sclareoides,
S. taraxacifolia y S. verbenaca) que contienen cantidades variables de la proteina.
Posteriormente 9 lectinas mas se describen con capacidad Tn-eritoaglutinante (S.
aurea, S. candelabrum, S. forskohlei, S. grandiflora, S. japonica, S. nilotica, S.
superba, S. transylvanica y S. verticilata) (Bird y Wingham, 1976). En 1982 se
detalla el reconocimiento de la lectina de Salvia lyrata al factor Tn (Bird y
Wingham, 1982). Aunque se ha reportado la presencia de estas proteinas Tn-
aglutinantes en el género, no lo ha sido su respectiva purificacion; en este sentido,
hay que mencionar que todas estas especies pertenecen a los subgéneros Salvia
Benth y Sclarea Benth que predominan en Eurasia y en zonas templadas de
Norteamérica siendo las mas estudiadas; por el contrario, las especies
pertenecientes al subgénero tropical Calosphace (Benth) (mas de 450)
permanecian practicamente inexploradas en este aspecto. En otros géneros de
Labiadas también se han encontrado lectinas de semillas que reaccionan
especificamente con el antigeno Tn (Hyptis sp. y Marrubium velutinum) (Bird y
Wingham, 1982).

La primera lectina de Labiadas aislada y caracterizada fue la de Salvia sclarea por
Piller y colaboradores en el afio de 1986 (Piller et al, 1986); quienes reportaron
una glicoproteina de 50 kDa que presenta una constante de asociacion de
1,8x10° M para eritrocitos Tn, que al parecer no necesita la presencia de
cationes divalentes para su actividad eritroaglutinante. Una caracterizacion mas
detallada fue realizada por Medeiros y colaboradores (Medeiros et al, 2000),
quienes la describieron como una glicoproteina homodimérica de 60 a 61 kDa con
sub unidades de 30 a 31 kDa unidas por puentes disulfuro; este grupo establecio
la estructura del oligosacarido y la reactividad de la lectina sobre glicopéptidos Tn
sintéticos comparandola con algunos anticuerpos monoclonales anti-Tn (Osinaga
et al, 2002). La interaccion de esta lectina con lineas celulares tumorales y su
capacidad de reconocimiento del antigeno Tn en células provenientes de tumores
fue descrita por Piller y colaboradores (1990 a). Por otro lado no se ha estudiado
la naturaleza de la eventual glicoproteina que pudiera ser reconocida a nivel de la
membrana celular de células epiteliales (Vega, 1997). Piller y sus colaboradores
delinearon la especificidad de esta lectina y la compararon con 6 lectinas que
reconocen residuos de GalNAc y concluyeron que era la mas especifica hacia
residuos de GalNac-O-(Ser/Thr) (Piller et al, 1990 b) utilizandola en estudios sobre
la iniciacion de la sintesis de proteinas O-glicosiladas en la linea celular K562
(leucemia) donde aislaron proteinas ricas en antigeno Tn (Piller et al, 1990 a). Por
otra parte, esta lectina se ha utlizado en estudios de caracterizacion de
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glicoforinas (Wu et al, 1995 a; Lee et al, 1981) y en aglutinaciéon de eritrocitos de
personas que presentan el sindrome Tn (Kamitani et al, 1992). El grupo de Sharon
estudio la lectina aislada de las semillas de Molucella laevis cuyos resultados han
sido resumidos por Lis y Sharon (1994); la proteina presenta rasgos estructurales
muy particulares que no se han encontrado en otras lectinas. La proteina nativa
tiene un peso molecular de 130 kDa y esta formada por tres subunidades, una de
67 kDa (compuesta por dos cadenas de 46 y 28 kDa unidas por puentes disulfuro)
y dos subunidades de 42 y 26 kDa. La secuencia N-terminal mostré0 que las
subunidades de 26 y 28 kDa difieren principalmente en dos residuos de cisteina
por lo tanto se ha propuesto que la subunidad de 26 kDa es un producto de
procesamiento de la de 28 kDa semejante a lo que pasa con otras lectinas (i. e.
Dolichs biflorus). La especificidad hacia el antigeno Tn fue determinada por
ensayo de ELISA (Duk et al, 1992) con varias glicoproteinas. Finalmente se
determind una actividad de aglutinacion dual de tipo A+Tn (Duk et al, 1992); la
evaluacién de la actividad hacia eritrocitos O"N debida a la glicoforina ANY (GPAY),
mostré6 que el tratamiento de los eritrocitos con neuraminidasa elimina la
especificidad M y los N fueron méas fuertemente aglutinados, por lo tanto se
propuso que la GPAy contiene un pequefio numero de residuos no sustituidos o
gue estan parcialmente desialilados.

En el afio 2003 el grupo de Wang aislé una lectina de las hojas de Glechoma
hederacea que se describi6 como una proteina tetramérica de 130 kDa con
subunidades de 28 kDa unidas por puentes intercatenarios. (Wang et al, 2003a)
En condiciones reductoras se encontraron dos bandas de 28 y 26 kDa que
representan el 66 y 34 % respectivamente del total de la proteina y presentan el
mismo N-terminal, por lo tanto se concluyé que son glicoformas de la lectina con
diferente grado de glicosilacion. Esta lectina es especifica hacia residuos de
GalNAc y aglutina mejor los eritrocitos de conejo tripsinizados que los del grupo
A. Con resonancia de plasmon se determind su especificidad frente a mucinas y
fetuinas desialilada. Con ensayos de clonacion molecular se determiné su
secuencia y se observdé homologia con lectinas de leguminosas al igual que una
estructura tridimensional similar obtenida por modelado molecular (Wang et al,
2003a). Se ha establecido que esta lectina presenta propiedades insecticidas
(Wang et al, 2003b).

Recientemente se estudid la lectina de Salvia bogotensis perteneciente al
subgénero Calosphace por Vegay Pérez (2006), se reportd como una proteina de
aproximadamente 39 kDa con la capacidad de aglutinar eritrocitos Tn humanos.
El reconocimiento del antigeno por parte de las lectinas de Labiadas hace de esta
proteina una herramienta Util para los estudios inmunohistoquimicos vy celulares.
Los estudios realizados por el grupo de Brewer en el afio de 2007 (Dam et al,
2007), evaluaron la afinidad de la lectina de la soja para el reconocimiento hacia
el antigeno Tn presente en Pancarcinoma, se determind la afinidad relativa
utiizando  Mucina Submaxilar Porcina, se encontré6 mediante ensayos de
eritroaglutinacion que por lo menos 0,2nM de la mucina era capaz de inhibir la
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aglutinacion entre la lectina y eritrocitos humanos Tn. Para evaluar la actividad de
las lectinas se han descrito variedad de métodos partiendo de su capacidad para
reconocer carbohidratos, los métodos comunmente utilizados son los de
eritroaglutinacion, precipitacion con carbohidratos y cromatografia de afinidad
sobre gel solido y Enzyme-linked Lectinosorbent assay (ELLSA), una modificacion
del ELISA convencional, donde el equivalente al anticuerpo primario resulta ser la
Lectina en estudio. Comparado con los otros métodos mencionados su ventaja es
facilitar una evaluacion cuantitativa en funcion de la interaccion entre la lectina con
el glicoconjugado. Los autores han reportado la especial atencion que se le deben
tener a los pigmentos ( usualmente Polifenoles) y a las pectinas para el
tratamiento y reconocimiento de las lectinas en los extractos crudos debido a que
ellos pueden llevar a resultados incorrectos al influir en la solubilidad de las
proteinas y en algunos casos interferir con la asociacion entre las lectinas con
eritrocitos por lo cual deben ser en la medida de lo posible eliminados de las
muestras tal como lo indican Vega y Pérez (2006), todas estas apreciaciones se
deben tener en cuenta para el desarrollo de cualquier trabajo enfocado hacia el
establecimiento de protocolos de aislamiento de este tipo de lectinas.

3.3. Mucinas

Las mucinas son un grupo de glicoproteinas de alto peso molecular (200-2000
kDa) (Christine y Gendler, 2008) aunque se han reportado mucinas
citoplasmaticas de 30 a 45 kDa (Freire et al, 2005 y Croce et al, 2003)
expresadas usualmente en tejidos endoteliales y asociadas con procesos de
lubricacién, mantenimiento de la capa hidratada sobre el epitelio y de proteccion al
servir como barrera para agentes patogénicos y toxicos (Gendler y Hattrup, 2007);
se caracterizan por ser altamente O-glicosiladas al presentar un nimero variable
de repeticiones en tandem (VNTR) ricas en serina, treonina y prolina llamadas
dominio mucinico. Los grupos hidroxilo de treonina y serina proporcionan los sitios
para la O- glicosilacion extensiva encontrada en mucinas maduras. Los
oligosacéridos de estas glicoproteinas pueden proporcionar entre 50-90% de su
masa molecular cuando esta madura, dependiendo del tipo de mucina y del patrén
de las glicosiltransferasas expresadas en la célula de origen. ElI abundante
namero de cadenas laterales de carbohidratos, combinadas con la forma
escarpada de los dominios en tandem de las repeticiones mucinicas, dan lugar a
una estructura en brocha caracteristica de estas proteinas ligadas a membrana
gue en ocasiones se puede proyectar hasta 1500 nm desde la superficie celular.
El gran tamafio y su extensiva glicosilacion desempefian papeles importantes en
su funcién.

Las mucinas se pueden dividir en dos subfamilias segun su localizacion. Las
mucinas (secretadas) gelificantes son enteramente extracelulares y las mucinas
superficiales asociadas a la membrana celular mediante un dominio
transmembranal, una regiébn C terminal ubicada a nivel citoplasmatico y un
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dominio extracelular donde se ubican los dominios VNTR (Gendler y Hattrup,
2007).

Las mucinas secretadas, que carecen de un dominio transmembranal y que se
ubican en los espacios extracelulares estan representadas por: MUC2, MUC5AC,
MUC5B, MUC6, MUC7, MUC8 y MUC19. El otro grupo se caracteriza por la
presencia de un dominio transmembranal, al cual pertenecen: MUC1, MUC3A,
MUC3B, MUC4, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17 y MUC20. (Martinez-
Antén et al, 2006).

3.3.1. Estructura de las Mucinas

Existe gran variedad de tipos de mucinas, lo que dificulta una generalizacion
sobre la descripcidn estructural; en este sentido, utilizaremos a modo de ejemplo
una de las mucinas apicales mas estudiadas por su distribucién y frecuencia como
lo es MUC1. Las mucinas superficiales de la célula se componen tipicamente de
dimeros de subunidades disimiles, ligados por enlaces no covalentes. La
subunidad mas grande es enteramente extracelular y altamente glicosilada, en el
caso de algunas mucinas como MUC1y MUCA4, integrada casi enteramente por
el dominio de VNTR (Gendler y Hattrup, 2007).

Después de la traduccion, un solo polipéptido precursor en MUCL1 se escinde en el
reticulo endoplasmatico en dos fragmentos de heterodimeros (Lan et al, 1990). El
mas grande abarca la secuencia de la sefial N-terminal y el dominio de VNTR de
20- 100 repeticiones de secuencias GSTAPPAHGVTSAPDTRPAP (en el ser
humano) (Gendler et al, 1990). El dominio extracelular varia en tamafio para este
caso desde 120 hasta 300 kDa dependiendo del patrén de glicosilacion
caracteristico de cada tejido. ElI fragmento méas pequefio de MUC1 es
colectivamente llamado MUC1-CT y contiene una region extracelular de 51
residuos (con aproximadamente cinco sitios de N u O-glicosilacion), un dominio
corto transmembranal y 72 aminoacidos en la regién C-terminal .

La N-glicosilacion ocurre en el reticulo endoplasmatico donde el péptido sufre
un clivaje y posteriormente es transportado al aparato de Golgi donde se realizara
la O-glicosilacion (Rose y Voynow , 2006). La N y O-glicosilacion ocurren en
MUC1, aunque la mayoria de los sitios disponibles son especificos para O-
glicanos. El clivaje del polipéptido precursor MUC1 ocurre durante el plegamiento
de la proteina (Levitin et al, 2005). El sitio del clivaje es N-terminal del residuo de
serina en un motivo de G- -SVVV encontrado en el mdédulo del SEA (entiéndase
por SEA motivo encontrado inicialmente en proteinas de esperma, enteroquinasas
y agrinas) del dominio extracelular MUC1 (Parry et al, 2001). Tal como se muestra
en la Figura 2.
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El segmento N-terminal de Mucl contiene un péptido sefial que dirige la
localizacién de la proteina madura en la membrana apical de células epiteliales
polarizadas, mientras que los primeros tres residuos (CQC) del dominio
citoplasmico estan implicados en la retencion en la membrana plasmatica
(Pemberton et al, 1996). La palmitoilacion de estos tres aminoacidos permite el
reciclaje de MUC1 en la superficie apical sin afectar endocitosis, que es
controlado por fosforilacion de las secuencias YTNP y del YHPM de MUC1-CT
(Kinloug et al, 2006). MUC1 es por lo tanto muy util como marcador de la
localizacién apical en tejidos epiteliales normales (Gendler, 2001).

El dominio extracelular de MUC16 también se caracteriza por presentar gran
namero de repeticiones en tdndem (O’Brien et al, 2001). La subunidad mas
pequefia de la mucina ligadas a membranas consiste en una region extracelular,
el dominio simple de paso Transmembranal y el segmento citoplasmatico C-
terminal.

d Relative sizes

MUCT
MUC4
MUC16

Figura 2.Estructura de algunas mucinas transmenbranales sintetizadas en el sistema respiratorio
representadas por (a) MUC1, (b) MUC4 y (c) MUC16. Los dominios mostrados incluyen la
secuencia sefial N-terminal (rojo), mddulos SEA, dominio transmenbranal ™, C-terminal (CT);
Secuencia homologa nidogen (NIDO); dominio asociado a adhesion en MUC4 y otras proteinas
(AMOP); Factos von Willebrand (VWD); y regiones del factor epidermal de crecimiento (EGF).
Tomado de (Gendler y Hattrup, 2007).
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La otra subfamilia de mucinas esta constituida por mucinas secretadas de caracter
monomeérico o polimérico que, a diferencia de las de membrana, se sintetizan en
células especializadas del epitelio “goblet cells” y glandulas submucosales
“mucous cells” (Hovenberg et al., 1996 y Wickstrom et al., 1998.), representadas
(principalmente MUC 6, MUC5B, MUC5AC y MUC2. Véase figura 3.

Figura 3. Estructura de mucinas poliméricas de vias aéreas. (a) Representacion genérica
de mucina polimerica. El N- y C terminal de los mondémeros estan unidos mediante el
factor von Willebrand (dominios D,B,C y CK). La regioén central contiene dos dominios
mucinicos (MD) y uno rico en Cys. (b) Organizacion de los dominios centrales de MUC5B,
MUCS5AC y MUC2. Secuencia repetitiva (rayado azul) y no repetitiva (azul) de dominios
mucinicos. El dominio central de MUC5B y MUCS5AC reporta variacion significativa.
Nétese la ausencia de dominio transmembranal. Tomado de Thornton et al, (2008).



3.3.2. Estructuray biosintesis de los antigenos de O-glicosilacién simple.

La complejidad estructural de las cadenas oligosacaridas de tipo O es mucho
mayor que las de tipo N y ello se puede evidenciar por la existencia de gran
diversidad de variantes en funcion de la ausencia, presencia o repeticiones de
monosacaridos a partir de los cuales ocurre la elongacion de la cadena. (Van den
Steen et al, 1998) . Esta gran diversidad, que hace extremadamente dificil la
caracterizacion de los oligosacaridos con uniones de tipo O, es consecuencia de
un complejo mecanismo de biosintesis. Contrariamente a lo que sucede en el
inicio de la N-glicosilacién, en la O-glicosilacién los azucares son transferidos
individualmente y luego de que la cadena polipeptidica ha terminado de ser
sintetizada son incorporados en el aparato de Golgi.

La presentacion estructural de las cadenas peptidicas con enlaces glicosidicos
tipo O, varia segun el tipo celular y el tejido analizado dependiendo en gran
medida del perfil de glicosiltransferasas, de sus funciones relativas, de la
distribucién celular de las enzimas y de las secuencias peptidicas glicosilables
(Osinaga, 2002).

La primera reaccion de O-glicosilacion es la que forma el antigeno Tn (GalNAc-O-
Ser/Thr) y consiste en la adiciébn de GalNAc a la cadena peptidica a partir del
azucar activado UDP-GalNAc que por accion de enzimas conocidas como
UDPGalNAc: polipéptido  N-acetilgalactosaminiltransferasas  (ppGalNAc-Ts),
enlaza el carbohidrato a un residuo de serina o treonina. A partir de esta estructura
pueden formarse las diferentes elongaciones mediante la accion de
glicosiltransferasas especificas, que actian de manera secuencial.

3.4. O-glicosilacion incompletay cancer

En células cancerigenas ocurren cambios importantes en los patrones de
glicosilacion de tal manera que muchos de los marcadores fenotipicos utilizados
para la identificacion de céanceres epiteliales corresponden a estructuras
glicosiladas o al sector peptidico de las mucinas (Kim y Varki , 1997). Se ha
encontrado que la mayoria de las células de carcinomas desarrollan una
elongacion incompleta de las cadenas sacaridicas con uniones de tipo O,
formando estructuras menos complejas. Esto determina que algunos grupos de
carbohidratos , que en las células normales se encuentran enmascarados por la
adicion de otros azlcares, queden expuestos en la superficie celular, resultando
en la formacibn de nuevos antigenos asociados al céancer. Los mejor
caracterizados son los antigenos Tn (ver grafica 4), TF y sialil-Tn, presentes en
mas del 90% de los carcinomas, por lo que son considerados marcadores de
“pancarcinomas”. ( Hakomori, 1989)
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Figura 4. Se ilustra el antigeno Tn como el resultado de la ausencia de
elongacion por la pérdida de actividad de algunas glicosiltranferasas
(Itzkowits et al. 1989)
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La simplicidad estructural del antigeno Tn contrasta con su amplio interés
biomédico (Osinaga, 2002), debido a que su presencia esti asociada a fenotipos
tumorales agresivos que posiblemente obedecen a cambios en las propiedades de
relacion de las células cancerosas con su entorno.

La unidbn de una Gal con una enzima especifica al antigeno Tn genera el
disacarido GalBl,3GalNAcaSer/Thr conocido como antigeno Thomsen-
Friedenreich (antigeno T) que es el sustrato para varias enzimas
glicosiltranferasas (GTs) que por competencia, generan diferentes nucleos
sacaridicos o "cores" y da lugar a estructuras cada vez mas complejas (Figura 4).
Estas enzimas estan presentes en todas las células, pero su expresion esta
regulada y ello determina su actividad. Las alteraciones mas comunes presentes
en la biosintesis de los glicoconjugados durante la carcinogénesis generan
estructuras nuevas o incompletas comunmente terminadas en acido sialico (Sia) o
Fuc, como en el caso del antigeno sialil-Tn (STn), sialil-Lewis X (SLx) y sialil-
Lewis A (SLa) tal como se muestra en la Figura 5.
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Figura 5. Biosintesis basica de los N y O-glicanos. A) Muestra los antigenos tumorales
gue se generan a partir de cada estructura sacaridica; B) Muestra los tipos de enlaces y
ramificaciones mas comunes que pueden derivarse de la estructura sacaridica en los N-
glicanos. GTs se refiere a la glicosil transferasa que participa en cada etapa. Tomado y
modificado de Thornton et al, (2008).
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La parte terminal en estas moléculas puede ser lineal o ramificada. Por ejemplo,
las ramificaciones que parten de GIcNAc con enlace 31,6 generan el antigeno H.
El antigeno H es el precursor de los grupos sanguineos del sistema ABO, de los
antigenos asociados a tumor (TAAS, por sus siglas en inglés) sacaridicos, y de los
antigenos Lewis (Varki. et al, 1999; Brockhausen et al, 1999) . Las ramificaciones
que sufren, tanto el antigeno Tn como el antigeno T por accién de diversas sialil
transferasas (STs) o fucosil transferasas (FucTs) dan origen a los antigenos
tumorales SLx, SLa o sialil Lewis Y (SLY) (Lo6fling y Holgersso, 2009). El grado y
tipo de glicosilacion se encuentran regulados por las diversas GTs, que actlan
secuencialmente en el RER para la N-glicosilacién, o en el aparato de Golgi para
la O-glicosilacion, catalizando la unién especifica entre un monosacarido y un
glicano precursor. La expresion de estas enzimas depende del tipo de célula o
tejido, pero también estan reguladas por estimulos (Varki et al, 1999). A partir del
antigeno Tn, la biosintesis de los O-glicanos puede generar ocho diferentes cores.
A partir de los cores, las cadenas sacaridicas se elongan o ramifican dando como
resultado estructuras mas complejas de O-glicanos tal como se muestra en las
Figuras 6y 7.
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Figura 6. Comparacion estructural de dos antigenos tumorales, la diferencia radica
Unicamente en el tipo de enlace entre los carbohidratos. Tomado y modificado de

Thornton et al, (2008).
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Figura 7. Biosintesis de los cores que generan los antigenos tumorales mas importantes.
Tomado y modificado de Thornton et al, (2008).

El core 1 (GalB1,3GalNAc) y el core 2 son los que generan la mayor parte de los
TAAS sacaridicos (Varki et al, 1999), (Brockhausen et al, 1999). La biosintesis
de algunos glicanos es finalizada de manera normal o anticipada por la
transferencia de acido sialico (Sia) en las posiciones terminales de los
carbohidratos (Brockhausen et al, 1999). Esta transferencia es mediada por
alguna de las 12 diferentes STs especificas de célula o tejido hasta ahora
conocidas en mamiferos (Broquet et al, 1991; Malisan y Testi, 2002). Los Sia son
una familia de azucares carboxilados de 9 carbonos, que se encuentran como
monosacaridos terminales, tanto en N- como en O-glicanos. El Sia puede tener
sustituciones de uno o mas grupos hidroxilo con grupos acetilo, metilo, lactilo,
fosfato o sulfato, con lo que cambia el significado bioldgico y las propiedades a las
moléculas que lo contienen (Schauer et al, 1995; Varki y Varki, 2007). Por
ejemplo, una expresion alterada del Sia puede estar asociada con el
comportamiento de algunas neoplasias (Hedlund et al, 2008)
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3.5. Significado biolégico de la glicosilacion.

Las modificaciones en los carbohidratos afectan las propiedades fisicoquimicas de
las moléculas, esto genera nuevas estructuras que pueden ser consideradas como
determinantes antigénicos (epitopes) o como glicotopes, y pueden ser utilizados
como marcadores moleculares (Hedlund et al, 2008). El tipo y grado de
glicosilacion influyen en la antigenicidad de las moléculas reconocidos por
linfocitos T (Mouritsen et al, 1994).

Las mucinas son el mejor representante de los O-glicanos con core 1 y core 2.
Presentan alteraciones en la glicosilacién en células neoplasicas, estos cambios
son responsables de la evasion de la respuesta inmune antitumoral (Couldrey y
Green, 2000; Laidler y Lityiiska, 1997) o bien del comportamiento invasivo de las
células asociandolas a la progresion de la enfermedad (Hollingsworth y Swanson,
2004 ; Yamashita et al, 1995). Las modificaciones de los O-glicanos en el cancer
son frecuentes (Peracaula et al, 2008), como es el caso del melanoma donde hay
un incremento del Sia acetilado en el carbon 9 en el gangliésido (tipo de
esfingolipido con oligosacéaridos y acido sialico) y esta modificacion favorece la
diseminacion de las ceélulas (Nicoll et al, 2003). La carcinogénesis es
consecuencia de las sefales que reciben las células (quimicas, fisicas y
bioldgicas) provocando modificaciones moleculares y estructurales que alteran el
proceso vital de la célula (Sheu et al , 2008). La mucina tipo 1 (MUC1) en cancer
puede sobreexpresar algun tipo de O-glicano rico en GIcNAc con terminaciones
con Sia, porque las enzimas responsables (GIcNAc T y STs) estan
sobreexpresadas como respuesta a un estimulo, dando lugar a una forma
hiperglicosilada, pero también existe el caso donde la biosintesis esta incompleta
debido a que no se expresé alguna GTs responsable, por lo que se generan unas
mucinas pobremente glicosiladas o con cadenas sacaridicas cortas, dejando
expuesto el antigeno Tn ( ver Figura 4). El SLx es otro antigeno presente en las
mucinas conocidas como sialomucinas, pero al contrario de las anteriores, la
presencia de SLx favorece la metéstasis de cancer de colon (Hanisch et al, 1996).
Estos antigenos se han considerado como antigenos comunes en varios tipos de
cancer. La consecuencia biolégica para cada subtipo de MUC1 es diferente,
mientras que la altamente glicosilada favorece la progresion del tumor y es
pobremente inmunogénica porque los epitopos antigénicos quedan cubiertos por
las multiples ramificaciones presentes en la parte sacaridica de la molécula; la
forma MUC1 pobremente glicosilada, es altamente antigénica y participa en la
activacion de la respuesta antitumoral (Xu et al, 2005). Hasta el momento, se
desconocen los mecanismos de regulacion en ambos subtipos de MUC1, pero
seguramente esta asociado con los estimulos del microambiente (Lloyd et al ,
1996); esto ultimo ha despertado interés en la comunidad cientifica para utilizar al
Mucl en la inmunoterapia contra el cancer (Stepensky et al, 2006).
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4. MATERIALES Y METODOS

El Desarrollo del proyecto se sustenta en tres fases:

1.Aislamiento de Lectina de semillas de Salvia bogotensis
2.Aislamiento de mucina citoplasmética utilizando la lectina

3.Caracterizacion de la mucina aislada

4.1. Aislamiento de la Lectina

Liofilizacién |

a
i
8
-
. 5

| Liofilizacién y Didlisis |

Figura 8. Esquema del procedimiento realizado para la extraccion y purificacion de la
lectina de Salvia bogotensis.

4.1.1. Extracciéon de la Lectina

Las semillas de Salvia bogotensis fueron recolectadas en el area de Mondofiedo
cerca a Bogot4, estas semillas se hidrataron durante 6 horas con PBS (20mM
fosfatos; 150mM NaCl, pH 7.0-7.3) tiorea 5mM en relaciébn 1/10 (p/v) y
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posteriormente homogenizadas durante 12 horas a 4°C (Van Driessche et al.,
1983); se centrifugd a 38000g a 4°C por 1 hora. A los pellets se les repitid el
procedimiento dos veces, mientras que los sobrenadantes fueron almacenados a
-20 °C.

Luego del procedimiento se realizé un “pool” con todos los sobrenadantes
obtenidos, se realizo precipitacion con etanol al 60%, el precipitado se
reconstituyo y se tratd con Pectinex. ( Vega y Pérez, 2006)

4.1.2. Tratamiento con Pectinex

El Pectinex se utilizd para eliminar pectinas. Se ajust6 el pH a 4.7 con &cido
acético glacial adicionando por cada 2,5 ml de extracto 0,5 ml de buffer acetato
200mM. Se agregd Pectinex en relacion de 40 ul /3 ml de extracto a 37°C
durante 24 horas. Se centrifugd a 18000 rpm por 30 min, 4°C y al sobrenadante se
le ajusté el pH a 7.0 con NaOH diluido para realizar pruebas de hemoaglutinacion
y cromatografia de intercambio iénico. El pellet fue descartado.

4.1.3. Cromatografia intercambio l6nico

Con el objetivo de eliminar parcialmente pigmentos de la muestra (principalmente
polifenoles) se realiz6 cromatografia de intercambio iénico. Se equilibré la
muestra obtenida en el paso anterior ( a los que se les adicion6 1/10 vol extracto
total de TBS 10X, pH 7,2) en columna (2x15cm) DEAE-Sephadex equilibrada en
TBS, La velocidad de elucion fue generalmente constante (2ml/12 min), se
recolectaron las fracciones no retenidas mediante seguimiento espectofotométrico
a 280 nm. Los pool obtenidos con las fracciones de mayor absorbancia fué
liofilizado o concentrado mediante Amicon PM 10 y posteriormente reconstituido
en buffer PBS para tratarlo en cromatografia de afinidad (Vegay Pérez, 2006).

4.1.4. Cromatografia de afinidad

Las muestras reconstituidas, obtenidas a partir de cromatografia de intercambio
ionico, fueron sometidas a cromatografia de afinidad en columna Sepharosa 4B
ligada a asialo Mucina Submaxilar Bovina preparada por Vega (1997). Se eluy6
inicialmente con PBS pH 7.2 y posteriormente se procedié a almacenar el pool de
fracciones no retenidas con alta absorbancia a 280 nm. Se realiz6 elucién de
fracciones retenidas cambiando el pH de la columna mediante Tris OH (50 mM)
pH 11.4. Cada una de las fracciones obtenidas a pH basico se neutralizé6 de
inmediato con HCI 0,01 N. EI pool obtenido con las fracciones de mas alta
absorbancia fue almacenado. Las fracciones no retenidas fueron liofilizadas
inmediatamente, mientras que las fracciones de la proteina retenida fueron
dializadas contra Bicarbonato de Amonio 20 mM 3 veces (cada 8 horas) vy
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posteriormente liofilizadas. Sobre las fracciones retenidas y no retenidas, se
efectuaron pruebas de hemoaglutinacion. (Vegay Pérez, 2006).

4.1.5. Pruebas de Eritroaglutinacion

Para evaluar la actividad hemoaglutinante de la lectina se us6 una suspensién de
eritrocitos segun la técnica descrita por Navarro y Perez (1978). Los eritrocitos Tn
se prepararon por degradacion enzimatica de una suspension de eritrocitos A+ al
10% con 0,05 unidades de Neuraminidasa , durante 1 hora a 37°C para exponer el
antigeno T y posteriormente degradacion con 30 unidades de B-galactosidasa
para exponer el antigeno Tn, segun el método expuesto por Hirohashi y
colaboradores (1985) y Vega (1997). Los ensayos de eritroaglutinacion se
hicieron en microplaca con suspensiones eritrocitarias al 2% en PBS segun lo
descrito por Navarro y Perez (1978).

Se colocaron 500 ul de sangre grupo A en tubos eppendorfy fueron llevados a
1 ml con PBS, se centrifugd a 5000 rpm, 5 minutos a 4°C , se lavaron los
eritrocitos de esta manera varias veces extrayendo el sobrenadante coloreado,
los blancos consistieron en 100 microlitros de PBS + 50 microlitros de suspension
eritrocitaria y la evaluacion de hemoaglutinacion, se realizé con 50 ul de PBS + 50
microlitros de muestra + 50 ul de suspension eritrocitaria sobre extractos crudos
(Pérez, 1984).

4.1.6. Cuantificaciéon de proteina

La cantidad de lectina aislada se cuantific6 por el método del Acido Bicinconinico
(BCA) (Smith et al.,, 1985) en microplaca para lo cual se realiz6 curva de
calibracion con solucion de concentracion conocida de Albumina Sérica Bovina
(BSA) como patrén.
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4.2. Aislamiento de la mucina citoplasmatica

I nakizaca 1

Figura 9. Esquema que representa la metodologia seguida para el aislamiento de las
proteinas ricas en antigeno Tn.

4.2.1. Fraccionamiento Subcelular de Proteinas

Las lineas celulares fueron obtenidas del laboratorio de Cultivo Celular del
Departamento de Farmacia; la linea MCF-7 proviene de una efusién pleural de
cancer mamario. Las células se cultivaron a 37 °C en atmosfera himeda y 5% de
CO; en DMEN (SIGMA, D-1152) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al
10% y antibidticos (100 U/ml Penicilina, 100 ug/ml Estreptomicina y 0.25 ug/ml
Anfotericina). El procedimiento se desarroll6 en dos experimentos, a nivel general
el fraccionamiento de las proteinas de las lineas celulares HeLa y MCF — 7, se
realizdé por centrifugacion diferencial segun el método descrito por Storrie y
Madden (1990) con modificaciones realizadas por Vega (2004). Se lavaron las
células en TBS ( Tris 50 mM, NaCl 50 mM, KCI 140 mM, EDTA 2mM) pH 7.2, el
homogenizacion se centrifug6é a 1500 rpm durante 10 minutos en TBS ( Tris 10
mM, Sacarosa 0.25 M, NaCl 10 mM) adicionado con mezcla de inhibidores
(El &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) 5 mM, Acido tetraacetico etilen glicol
(EGTA) 5 mM, PMSF 2 mM, leupeptina 1ug/ml , aprotinina 1.2 ug/ml y pepstatina
10 ug/ml). El pellet se centrifugd a 2300 rpm durante 10 minutos, los
sobrenadantes se recuperan para continuar el fraccionamiento y el pellet
resultante fue utilizado para hacer reextraccion. Se ultracentrifugé el sobrenadante
a 45000 rpm (190000 g) durante 5 horas a 4 °C. El sobrenadante que contiene la
fraccion citoplasmatica se recuper6 y se almacendé a - 20°C. En el primer
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experimento (luego de realizar ultracentrifugacion) se obtuvo la fraccion
citoplasmética () y un pellet que fue resuspendido nuevamente para reextraer
proteinas citoplasmaticas (Fraccion citoplasmatica II) en las que mismas
condiciones mencionadas arriba; en el segundo experimento se realizo
homogenizado una sola vez sin reextraer las proteinas del pellet obtenido en la
ultracentrifugacion.(Fraccion Citoplasmatica lll) .

4.2.2. Cromatografia de afinidad sobre LSBo-Sepharosa 4B

Se realizdé cromatografia de afinidad sobre Lectina Salvia bogotensis (LSBo )
Sepharosa 4B segun Hermanson et al (1992); oxidando la Sepharosa 4B para
generar grupos aldehido y posteriormente acoplando la lectina para formar bases
de Schiff estabilizadas con Cianoborohidruro de sodio (NaCNBH3). (Esta
columna es el soporte para que la mucina se fije de manera especifica) La fase
movil fue PBS, se almacend el pool de fracciones no retenidas con alta
absorbancia a 280 nm, posteriormente se realizo elucién de fracciones retenidas
mediante gradiente discontinuo de pH (2,5-11,4). Los pool obtenidos con las
fracciones de alta absorbancia fueron dializados, liofilizados y posteriormente
almacenados a 4°C. Sobre las fracciones retenidas y no retenidas se efectud
DOT-BLOT directo y seguidamente se realizd cuantificacion de proteina de la
misma manera que lo expuesto en el numeral 4.1.6.

4.2.3. DOT-BLOT

Para hacer evidente cudles de las fracciones eluidas en el gradiente de pH en la
cromatografia de afinidad anteriormente mencionada interactdan con la lectina se
realiz6 DOT BLOT directo tal como lo describe Vega (2004); la lectina de Salvia
bogotensis se biotinila para ser utilizada como herramienta para evidenciar la
presencia de proteinas que contienen antigeno Tn. lug de proteina derivada de
fraccion citoplasmatica eluida en gradiente de pH discontinuo es evaluada con 0,2
ug de lectina.

4.2.4. Marcacion de lalectina

Se sigui6 la metodologia descrita por Wu et al (1995) con algunas modificaciones
realizadas por Vega (2004). La marcacion se realizé en PBS pH 7.5 en una
proporcion de lectina:biotina 1:2( Sulfo-NHS-LC-Biotina) en dos partes ( cada 8
horas) para aumentar la eficiencia de marcacion dada la hidrdlisis del éster de la
biotina. La biotina residual se eliminé por centrifugacibn con Nanosep 3kDa
realizando varios lavados con PBS y controlando la retencién de la proteina
marcada por medidas de absorbancia a 280 nm. Posteriormente se procede a
realizar didlisis.
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4.3. Caracterizacién parcial de la mucina citoplasmaética.

4.3.1. Western blot

Se realiz0 western blot segun Freire y colaboradores (2005) con algunas
modificaciones , luego de realizar SDS-PAGE sobre las fracciones obtenidas por
cromatografia de afinidad (paso 4.2) se procedié a transferir la proteina a
membrana de nitrocelulosa donde se evalué la interaccibn con anticuerpos
policlonales anti Mucl y Anti Muc2, Vicia villosa, anticuerpos anti Tn y finalmente
con la lectina de Salvia bogotensis.

4.3.2. Determinacion Peso Molecular

Para determinar el peso molecular de la proteina se utilizd el método de SDS-
PAGE descrito por Laemmli (1970) en condiciones descritas por Vega (2004).

4.3.3. Determinacion de la Interaccion entre LSBo y mucina Citoplasmatica.

La interaccion de la lectina de Salvia bogotensis con las mucinas se evalu6 por
ELLSA tal como lo describe Vega y Pérez (2006), las fracciones citoplasmaticas
eluidas por gradiente de pH (2,5-11,4) fueron fijadas a las placas y la interaccion
fue evaluada mediante revelado con estreptavidina peroxidasa ABTS. Como
control positivo se utiliz6 el reconocimiento de la lectina hacia asialo Mucina
Submaxilar Bovina y se corroboraron los resultados con la isolectina B4 de Vicia
villosa. Como blanco se utilizo el procedimiento utilizando la lectina sobre 1ug de
de ASB.

4.3.4. Determinacion del Punto Isoeléctrico

Se realiz6 la determinacion del punto isoeléctrico de la banda obtenida se realizd
segun el protocolo descrito por Olmos y colaboradores (1997) con modificaciones
realizadas por Ardila (comunicacion personal) que utiliza 500 voltios para la
realizacion de la electroforesis.

4.3.5. Electroforesis Bidimensional

Para evaluar el perfil de la banda obtenida anteriormente (Ver 4.2) se procedi6 a
realizar electroforesis bidimensional de esta banda tal como lo indica Robertson y
colaboradores (1987) con modificaciones realizadas por Sdnchez (Comunicacion
personal), que utiliza 4000 voltios en el ciclo de enfoque para la electroforesis en
gradiente de pH discontinuo.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

El estudio de las lectinas manifiesta gran interés desde hace algunos afos. En el
grupo de investigacion en proteinas se han encontrado mdultiples lectinas con
reconocimiento a diferentes antigenos, para este caso se trabajé con base en los
resultados obtenidos y publicados por el grupo de investigacion en proteinas en el
aflo 2006, en los cuales se define a la lectina de Salvia bogotensis como una
proteina capaz de reconocer el antigeno Tn. En este trabajo se utilizO esta
propiedad para aislar proteinas citoplasmaticas ricas en antigeno Tn. Para lograr
este objetivo lo primero que se debia hacer era aislar y purificar la lectina lo cual
sustentd la primer etapa del trabajo.(Figura 8). Los resultados obtenidos se
muestran y se discuten a continuacion.

5.1. Aislamiento de la lectina de Salvia bogotensis

Los extractos iniciales de S. bogotensis (Tabla 3) se caracterizaron por ser
coloreados y viscosos debido posiblemente al alto contenido de polifenoles y
pectinas; en presencia de antioxidantes y reductores se ha reportado una pérdida
de la actividad por parte de la lectina. Como resultado se evalué que el método
mas eficiente para extraer la lectina era con PBS debido a que la actividad de la
lectina en los extractos crudos fue alta. Sin embargo, en estudios anteriores se
reporta a la lectina de manera coloreada posiblemente por la asociacion entre
ellas con pigmentos presentes en las muestras de extractos crudos. Experimentos
posteriores (Jiménez, 2000) con la lectina mostraron que la adicion de Tiourea
5mM (Van Driessche el al, 1983) al buffer de extraccion (PBS) reduce
sustancialmente la oxidacion enzimética conservandose la actividad de la lectina
en un 80%. En consecuencia se selecciond este extractante (PBS-Tiourea) tal
como lo muestra Vega (2006) para las extracciones a nivel preparativo para la
purificaciéon de la lectina.

Peso Volumen Vol Aglutinacién Ensayo
semilla extracto Precipitado eritrocitos Tn Proteina ELLSA
(9) (ml) redisuelto (ml) (mg/ml) (%)
50 1320 450 +4 (100ul) 6.55 13.2

0.91 (ng /ml)
43 1280 350* +4 (100ul) N.D N.D

Tabla 3. Obtencion de los extractos de Salvia bogotensis

*Para mejorar la eficiencia en los métodos cromatograficos 268 ml del precipitado con
etanol fueron tratados con una mezcla de poligalacturonasas (Pectinex) para reducir la
viscosidad y posteriormente fueron centrifugados a 15.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C.
Se observa que los extractos luego de la precipitacién etandlica aglutinan fuertemente los
eritrocitos tratados, mostrando una actividad de lectina importante con 100 ul de extracto.
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El pool de extractos obtenidos completamente soluble en PBS-tiourea se precipitd
con etanol frio al 60% (v/v); debido a la alta viscosidad que presentaron los
extractos por la presencia de pectinas algunos de ellos se trataron con Pectinex
para facilitar los procesos cromatograficos. Como resultado se obtuvo que en
comparacion con las fracciones que no se trataron con pectinex, la lectina no
mostré disminucién en su actividad (Tabla 4). Para obtener extractos mas limpios
y translucidos se siguio el esquema reportado por Piller el al (1986) para Salvia
sclerea con algunas modificaciones realizadas por Vega y Perez (2006) (Figura 8),
realizando una cromatografia sobre DEAE-Sephadex para el precipitado con
etanol, tratado y no tratado con Pectinex (Ver tratado con pectinex (Figura 10)).
La actividad de la lectina se obtuvo en la fraccion no retenida. La primera fraccion
se caracteriz0 por ser completamente soluble y sin pigmentos visibles; algunas
proteinas contaminantes, polisacaridos y los pigmentos que presentaba el extracto
fueron retenidos por la columna. En la Figura 11 se observa el control
electroforético realizado para estos extractos, cuando se aplican 5 microgramos
de proteina por carril. Se evidencia un bandeo definido producto de la limpieza que
se ha hecho de los extractos debido a la previa eliminacion de polisacéaridos que
pueden afectar la movilidad electroforética de las proteinas, las muestras
evaluadas fueron tratadas con pectinex lo que mejora la resolucion del bandeo.
Segun los reportes realizados por Vega (2004) quien describe un bandeo no
definido electroforéticamente al evaluar fracciones de proteina no tratadas con
pectinex muestran la incidencia del procedimiento para disminuir la viscosidad de
las muestras. Los resultados obtenidos por Vega (2004) de purificacion de la
lectina mostraron la necesidad de modificar el esquema de obtencion de la
fraccion cruda antes de realizar la cromatografia de afinidad. Las modificaciones
realizadas por ella y aplicadas en este trabajo incluyen la extraccién en presencia
de PBS Tiourea, tratamiento con pectinex y remocién de pigmentos con DEAE
Sephadex y permitieron obtener extractos mas adecuados para los ensayos
posteriores.
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Actividad
e Volumen | Absorbancia | ul en Eritrocitos | Proteina | Titulo**
(ml)* 280 nm Aglutinaciéon | Tn y | (mg/ml) | (mg/ml)
ELLSA
25-4-08 +3 :
- 10 1,687 100 (95%) 2,46 0,015
29-4-08 +4 :
rx 15 1,756 100 (74%) 1,80 N.D.
1-5-08
- 19 2,973 100 +4 1,86 N.D.
2-5-08 +4 :
e 3 3,392 100 (58%) N.D. N.D.
18508 1, 1,035 100 +4 N.D. N.D.
15508 |75 2,613 100 +4 2,81 N.D.

Tabla 4. Se muestra la actividad de la lectina de algunas fracciones no retenidas en
cromatografia de intercambio iénico evaluadas por ELLSA y eritroaglutinacion.

* Volumen final de extracto luego de concentrar por Amicon PM 10, algunas de estas
fracciones fueron tratadas con Pectinex para eliminar viscosidad.

** Minima concentracion de proteina requerida para observar eritroaglutinacion.

***  Fracciones tratadas con Pectinex

**** Eracciones no tratadas con pectinex
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Figura 10. Perfil cromatogréfico tipico de una cromatografia de intercambio aniénico de
los precipitados de etanol al 60% sobre columna de DEAE Sephadex (1,5 cm de diametro
x 15 cm de largo) luego de haber sido tratados con pectinex. Se observan dos picos, el
primero corresponde a las fracciones no retenidas y el segundo corresponde a las
fracciones retenidas y eluidas con PBS NaCl 1M

Purificacion de la lectina de Salvia bogotensis mediante la utilizacion de la técnica
de cromatografia de afinidad. Se us6 el soporte de asialo Mucina Submaxilar
Bovina acoplado a Sepharosa (aMSB-Sepharosa 4B) (Tabla 5) para realizar el
aislamiento de la lectina. Los altos porcentajes de acoplamiento obtenidos muestran que
muy probablemente el soporte derivatizado tiene una muy buena capacidad de retencién
de la lectina y por tanto permiten utilizar cantidades importantes de la fraccion no retenida
sobre DEAE mejorando la eficiencia de la separacion.

Proteina o mg/ml gel
Gel (ml) | Acoplada 0
acoplamiento
(mg)
20* 200 88.9 10
g+ 17,8 356 2,2
10 150 98 15

Tabla 5. Porcentajes de acoplamiento de aMSB a la Sepharosa 4 B
*Sintetizado por aminacién reductiva
** Sintetizado por aminacién reductiva y glicidol
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PrA 1 2 EJN | PEA

Figura 11. SDS-PAGE de cada una de las etapas de purificacion

Carril 1.Fraccion Retenida por cromatografia de afinidad luego se ser tratada con Pectinex
Carril 2. Extracto crudo precipitado con etanol 60%

Carril 3. Fraccion retenida por cromatografia de intercambio idnico

Carril 4. Fraccion No Retenida por cromatografia de Intercambio iénico

PM marcadores de peso molecular

Las fracciones no retenidas de las cromatografias sobre DEAE-Sephadex
derivadas de muestras tratadas y no tratadas con pectinex fueron sembradas
sobre la columna de aMSB- Sepharosa 4B; la elucion de la lectina se hizo a pH
11,4 como habia sido reportado por Vega (1997) (Figura 12). Los ensayos de
actividad y cuantificacion para la fraccion retenida después de dializarla y
liofilizarla se presentan en la Tabla 6. Al concentrar la fraccion o al reconstituir el
liofilizado se observa muy poca precipitacion o pigmentacion, se obtiene una
concentracion del orden de 0,08 a 0,82 mg/ml y actividades por ELISA y
eritroaglutinacion altas; la diferencia de actividades con respecto a las obtenidas
en las fracciones no retenidas en cromatografia de intercambio aniénico (Tabla 4)
se debe a las condiciones drasticas de aislamiento donde la lectina pierde parte de
su actividad, para la fraccibn no retenida se detecta poca actividad
eritroaglutinante concordando con lo encontrado por Vega (2006).
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Figura 12. Cromatografia de afinidad de la fraccion no retenida por DEAE sobre
(aMSB)-Sepharosa 4B. El primer pico corresponde a fracciones no retenidas por
el soporte, el segundo pico corresponde a la lectina eluida a pH 11,4.



Aglutinacion
Fraccion retenida | Proteina (mg/ml) | Eritrocitos Tn
o ELLSA
20-11-2* 0,330 +4
22-11-2 0,150 +2
5-12-2 0,084 +3
6-12-2 0,071 +3
11-12-2 0,259 +4
28-11-2 0,209 +2
30-11-2 0,305 +1
27-03-2* 0,820 +4
2-10-5 0,369 +3
28-04-08** 0,314 68,7%;( 100ul)
29-04-08** 0,121 32,3%;( 100ul)
30-04-08** 0,782 38,6%;( 100ul)
27-03-09 0,778 +2
2 9-03-09 0,740 +2
21-04-09 0,391 +4
16-4-2 0,391 +3

Tabla 6. Actividades de algunas fracciones obtenidas en cromatografia de afinidad
*Estas fracciones (volumen entre paréntesis) fueron acopladas a biotina, para posteriores
ensayos de deteccion del antigeno Tn presente en glicoproteinas citoplasmaticas.

** Fracciones evaluadas adicionalmente por ELLSA.

Por PAGE (Figura 11) se observa para la fraccion retenida y eluida a pH 11,4 en
cromatografia de afinidad sobre soporte con asialomucina, una banda mayoritaria
de aproximadamente 37 kDa, algunas veces se observa una banda de
aproximadamente 70kDa que puede ser un agregado de la lectina concordando

asi con las observaciones realizadas por Vega (2004).
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Teniendo en cuenta los hallazgos de Vega (2004) en funcién de inhibicion de
eritroaglutinacion vy elucién de la fraccidén retenida en cromatografia de afinidad
con GalNAc 200 mM se encontr6 que efectivamente se trata de las mismas
bandas, que se obtienen en electroforesis Tris-Tricina, mediante elucion por pH
11,4. Se observaron también bandas adicionales contaminantes. Aunque la
elucion con solucién de GalNAc serviria como método menos drastico que el de
pH basico, no se utilizé en el desarrollo de este trabajo debido a la poca cantidad
de proteina que se reporta (Vega, 2004), a los altos costos del azucar y a la
frecuente presencia de contaminantes que absorben en el UV.

Para evaluar la actividad de la lectina se utilizaron eritrocitos Tn debido a que
segun reportes realizados por Vega (2004) estas lectinas no aglutinan eritrocitos
A,B,O o T y si lo hacen con eritrocitos Tn. Se encontré que se necesita 12 ug de
lectina para obtener una actividad de mas 4 y 0,1 ug como la minima cantidad de
proteina para obtener actividad; los resultados concuerdan con lo expuesto por
Vega (2004) que reporta 8 ug como la cantidad de proteina que se necesita para
tener actividad eritroaglutinante de +4 y 0,06 ug como la minima cantidad de
proteina para obtener actividad. Las actividades por inhibicion con carbohidratos
no se ven afectadas por Glc, Gal ni GaINH2 (Sanchez, 2003), (Vega,1997); como
el mejor inhibidor se reportd (Vega, 2004) la N-acetil-D-galactosamina, lo que
indica que el grupo acetil es importante para la actividad de la Lectina aunque con
resultados recientes obtenidos mediante Microareglos de carbohodratos por Vega
(2009) se comprueba lo contrario: es decir, se demuestra especificidad por parte
de la lectina al antigeno Tn y no al GalNAc Unicamente, las observaciones
realizadas por la autora (como se explicara mas adelante) permiten pensar que
el enlace O-glicosidico entre el GalNAc y la Serina o Treonina, juega un papel
importante para el reconocimiento por parte de la lectina. La Mucina Submaxilar
Ovina (MSO) inhibi6é la actividad de la lectina 3700 veces mas que la GalNAc.
Cuando se desialilé la Mucina Submaxilar Bovina ( aMSB) la capacidad de
inhibicion se reporta como 8250 veces mayor que la de GalNAc debido a que se
coloca gran cantidad de antigeno Tn en su superficie bajo estas condiciones
(>>53%) (Wu et al.,2003). Estos reportes muestran la alta afinidad de la lectina por
el antigeno Tn concordando por lo observado por Wu et al (2004) con la lectina de
V vB4 y otras lectinas; con este efecto la afinidad de la lectina se incrementa
notablemente cuando hay un gran numero de determinantes antigénicos
dispuestos en grupos. Estos resultados sustentan la utilizacion del soporte aMSB-
Sepharosa 4B como herramienta para la purificacion de la lectina.
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Con el objetivo de evaluar la especificidad de la lectina de Salvia bogotensis Vega
llevo a cabo un analisis preliminar para determinar la especificidad mas detallada
de la LSBo empleando microarrays version 4.2 (Propiedad intelectual del grupo “
Lectin Application and Analysis Team” Tsukuba, Japon); el glicoarreglo contiene
glicanos multivalentes tales como glicoproteinas naturales, neoglicoproteinas y
glicanos conjugados a poliacrilamida (PAA) o BSA. Los ensayos se realizaron
siguiendo la metodologia descrita por Kuno et al, (2005); Uchiyama et al, (2008);
Tateno et al, (2008). El andlisis mostré que la LSBo reconoce antigeno Tn (a-
GalNAc-Ser/Thr) expuesto en asialo mucina submaxilar bovina (aMSB) y no
reconoce solamente el epitope a-GalNAc tal como habia sido descrito previamente
(Vega y Pérez, 2006); por otra parte se observo que la LSBo mostré preferencia
por los disacaridos GalNAcal-3GalNAc (Di-GalNAc) y con menor extension por
GalNAcal-4GIcNAc (LDN). El andlisis también mostré que la fraccion retenida rn
cromatografia afinidad sobre aMSB tiene la capacidad de reconocer glicanos tipo
High Mannose (epitope rico en Manosa) especialmente el proveniente de la
estructura de invertasa. Con el objetivo de corroborar los resultados se procedio
a realizar cromatografia de afinidad con Invertasa acoplada a Sepharosa 4B. Se
sembraron fracciones retenidas y eluidas a pH 11,4 obtenidas en cromatografia de
afinidad sobre soporte de asialo Mucina Submaxilar Bovina tal como se mostré en
la Figura 12, luego de dializar y liofilizar, las muestras fueron equilibradas en PBS
pH 7,2 150 mM NacCl, después de la elucion de la fraccion no retenida se procedio
a eluir la lectina con PBS 0,2 M Metil Manosido (Me Man). El perfil cromatografico
obtenido se muestra en la Figura 13.

iy
|
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Figura 13. Cromatografia de afinidad LSBo- Invertasa-Sepharosa 4B
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En la electroforesis (Figura 14) se presenta el patron de bandeo de la muestra no
retenida obtenida luego de realizar cormatografia de afinidad sobre Sepharosa 4B-
Invertasa a la freccion retenida en cromatografia de afinidad sobre asialo Mucina
Submaxilar Bovina (Figura 12) tal como se muestra en la Figura 8. Se observan
bandas de aproximadamente 70 y 35 kDa concordando con el perfil obtenido con
la lectina pura de la Figura 11 lo que permite pensar que se trata de las dos
bandas reportadas para la lectina de Salvia bogotensis las que estas siendo parte
de la fraccion no retenida, las otras bandas visibles, posiblemente son el resultado
de la elucion de impurezas la del soporte (Sepharosa 4B-Invertasa) debido a que
inicialmente no aparecian en las muestras sembradas.

PM 1 2
Figura 14. SDS-PAGE de diferentes cantidades de lectina no retenida en soporte
Invertasa Sepharosa 4B.

En el caso de la fraccion retenida en cromatografia sobre invertasa el resultado
del control electroforético muestra proteinas de bajo peso molecular que no
aparecen en la fraccién no retenida (Figura 15);.es decir, es posible que estas
proteinas de bajo peso sean las que estan reconociendo manosa por parte de la
fraccion retenida en cromatografia sobre asialo Mucina Submaxilar Bovina
obtenida tal como se muestra en la figura 12. La presencia de diferentes bandas a
lo largo del perfil confirma la presencia de proteinas contaminantes en el soporte.
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Figura 15. SDS-PAGE de diferentes cantidades de lectina retenida en soporte Invertasa
Sepharosa 4B.
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5.2. Aislamiento de la mucina citoplasmatica.

El procedimiento para aislar proteinas ricas en antigeno Tn se resume en la Figura
9. Esperando que la lectina de Salvia bogotensis reconozca algunas glicoproteinas
alteradas en las lineas celulares HeLa y MCF-7 que expresan en su superficie el
antigeno Tn, se realizaron ensayos exploratorios en un primer experimento para
obtener informacion sobre las proteinas citoplasmaticas que eran reconocidas por
la lectina de Salvia bogotensis (LSBo) tal como habia sido evidenciado por
estudios previos de citoquimica con las lineas celulares HeLa y MCF-7 (Vega,
2004); para ello fué necesario obtener, por ultracentrifugacion del lisado total, la
fraccion citoplasmatica de estas lineas celulares para evitar contaminaciones con
proteinas de membrana que tengan el antigeno Tn dentro de su estructura y de
otros organelos. Para obtener el extracto citoplasmético se siguio la metodologia
descrita por Vega (2004); Posteriormente estas fracciones fueron analizadas por
PAGE-SDS. El total de proteina citoplasmatica recuperado se presenta en la Tabla
7.

Fraccion MCF-7 HelLa |
Ml | mg Concent ml | ug Concentra
Totales | racion Totales | cion
de (mg/mli) de (mg/ml)
proteina proteina
Fraccion Citoplasmatica | 12 5,4 0,450 12 2,56 0,213
Fraccion Citoplasmatica 11* 7 15 0,215 4 0,520 0,130
Fraccion Citoplasmatica Il | 13,5 8,64 0,64 14,5 11 0,76

Tabla 7. Fracciones citoplasmaticas obtenidas por ultracentrifugacion
*Fraccion obtenida luego de resuspender y repetir el procedimiento
con el Pellet de la primera ultracentrifugacién.

En el homogenizado y la fraccion citoplasmaética Ill de MCF-7 y de HelLa (Tabla 7),
se evidencia una gran cantidad de bandas mayoritarias entre 20-66 kDa por SDS-
PAGE lo que habla de la diversidad de las proteinas posiblemente encontradas en
citoplasma de las dos lineas celulares (Figura 16).

39



1 2 3 4 5

Figura 16. SDS-PAGE de fracciones citoplasmaticas de las lineas celulares HeLa y MCF-7.
1)30 ug de Fraccion citoplasmatica MCF-7, 2) 60 ug de Fraccion citoplasmatica MCF-7, 3)
30 ug de Fraccion citoplasmética HelLa. 4) 60 ug de Fraccién citoplasmatica HelLa y 5)
Marcadores de Peso Molecular.

Las fracciones citoplasmaticas se evaluaron por Dot-blot con LSBo-biotinilada para
detectar proteinas que presentaran el antigeno Tn; se colocaron 5 ul por punto de cada
una de las fracciones, la lectina reconocié proteinas portadoras del antigeno en las
fracciones de las dos lineas celulares (Figura 17)

Figura 17. Deteccion de proteinas portadoras de Antigeno Tn en los Extractos
citoplasmaticos

En los extractos citoplasmaticos también se detectd con la lectina de germen de
trigo la presencia de proteinas que tienen en su estructura acido siélico y N-
acetilglucosamina (GIcNAc); estas glicoproteinas podrian ser portadoras del
antigeno Sialil-Tn que también se expresa en células tumorales. Con la lectina
VVB4 se corrobord la presencia de proteinas portadoras del antigeno Tn en los
extractos citoplasméticos de estas dos lineas celulares (Figura 18).
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Figura 18. Deteccién de Proteinas portadoras de Acido Sialico, N-acetilglucosamina y
antigeno Tn.

En el afio 2006 Vega y Perez (2006) reportan el reconocimiento por parte de
lectina de Salvia bogotensis del antigeno Tn presente en la asialo Mucina
Submaxilar Bovina (aMSB), esta misma lectina fue utilizada para reconocimiento
de proteinas a nivel citoplasmatico en lineas celulares Hela y MCF-7. Con estos
antecedentes se utilizé la lectina de Salvia bogotensis para aislar proteinas
citoplasméticas ricas en antigeno Tn derivadas de las lineas celulares HelLa y
MCF-7. Para ello se fijo la lectina a un soporte de Sepharosa 4B mediante
aminacion reductiva obteniendo porcentajes de acoplamiento muy variable entre
el 20y 60 % aproximadamente (Tabla 8).

Proteina Porcentaje de
GEL (ml) Acoplada )
acoplamiento
(mg)
7 1,05 62,9
6 0,80 21,6
1,5* 982 92,2

Tabla 8. % de acoplamiento de LSBo-Sepharosa 4B mediante aminacion reductiva.
*Soporte descrito en tabla 9

Luego del acoplamiento se realiz6 cromatografia de afinidad de extractos
citoplasméticos derivados de HelLa y de MCF-7 sobre este soporte que fue
equilibrado con PBS pH 7,2. Luego de la elucion en condiciones de equilibrio y
posterior elucion en gradiente de pH (2,5 -11,4) mediante la utilizacion de
diferentes buffer (Gly pH 2.5, Tris pH 8.8 y Tris OH pH 11.4) se obtuvieron tres o
cuatro picos mayoritarios (Figura 19). El primero corresponde a la fraccién no
retenida representada por proteinas carentes del antigeno Tn y los restantes
corresponden a fracciones con proteinas que han sido retenidas por accién de la
lectina; es decir, estan representadas por proteinas citoplasmaticas con antigeno
Tn.
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En la Figura 19 se observan los perfiles de las cromatografias de afinidad
obtenidos con las fracciones citoplasméticas de las dos lineas celulares. La
elucion de las fracciones retenidas se hizo con un gradiente discontinuo de pH; la
gran mayoria de la proteina retenida se eluy6é a pH 2,5 y 8,8; estas ultimas
fracciones fueron neutralizadas con Tris OH pH 11,4..

La LSBo presento afinidades diferenciales sobre el soporte probablemente por la
densidad del antigeno Tn y su disposicién en grupos sobre la Mucina. Las lectinas
aumentan su afinidad con la organizacién de los antigenos en grupos como se
observo con varias mucinas submaxilares aisladas de mamiferos (Wu et al, 2004).
Con cada una de las fracciones obtenidas para las dos lineas celulares se observé
por electroforesis (Figura 20) una banda mayoritaria de aproximadamente 70
kDa; en las fracciones eluidas a pH 11.4 se observaron algunas bandas de menor
peso molecular (24,16,10 kDa) que probablemente corresponden a fragmentos
de las proteinas de alto peso molecular suceptibles a degradacion a pHs béasicos
y/lo a otras proteinas que no necesariamente son de tipo mucina pero que
expresan el antigeno Tn.

Figura 19. Cromatografia afinidad sobre LSBo sepharosa 4B de la fraccién citoplasmatica
. A) Linea Celular HelLa. B) Linea Celular MCF-7.

Con el objeto de obtener extractos y proteinas purificadas por afinidad para
realizar ensayos posteriores, el procedimiento fue realizado una vez mas (Fraccion
Citoplasmatica Il) a partir de 5X10° células MCF-7 y 2X10° células HelLa y para
cada lisado se determind la concentracion de proteina (Tabla 7); las fracciones
citoplasméticas fueron concentradas por ultrafiltracion con Amicon PM-10 y los
concentrados se sometieron a cromatografia de afinidad sobre 1,2 ml de soporte
LSBo - Sepharosa 4B preparado segun lo descrito por Iwaky (Vega,
conversacion personal); la lectina fue inmobilizada empleando Sepharosa 4B
activada con NHS en un buffer 0.2 M NaHCO3, 0.5 M NaCl, pH 8.3, durante 24
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horas. La cantidades de lectina empleada, acopladas y el % de acople se

muestran en la Tabla 9.

Vol

Ug mg
Vol | concentracién | U9 de : conc LSB %
- i Final . Totales ug > °
taial Inicial proteina | _ Final il
Inicial filtrado lad /ml |
(ml) (ug/ml)** Iniciales no Acoplados Acople
(ml)* (ug/ml) | acoplados Gel
1,5 710 1065 1,2 78 93,6 982 1,4 92.2

Tabla 9. Cantidad de proteina acoplada en tercer soporte.
** L a LSBo aglutino eritrocitos Tn ( 35 ug, +4)
*Luego de las 24 horas de interaccion el sobrenadante fue recuperado y dializado para

cuantificacién

El porcentaje de acoplamiento obtenido muestra que probablemente este Ultimo
soporte tiene buena capacidad de retencion de las glicoproteinas que son
reconocidas por la LSBo y por lo tanto se pueden utilizar cantidades importantes
de las fracciones citoplasmaticas para aislarlas. En la Tabla 10 se presentan las
concentraciones y cantidad de proteina retenida y eluida a diferentes pH, es

evidente la buena capacidad de
proteina de la fraccion eluida a pH 2,5.

. Proteina Vqunj,en
Linea Celular Fraccién
(mg/ml)
N
MCF-7
1. Fraccién no retenida 3.0 400
2.Fraccién eluida pH 2,5 0,098 100
3. Fraccion eluida pH 8,8 1,57 100
4.Fraccion eluida pH 11,4 0,1 100
HelLa
1. Fraccién no retenida 2,31 200
2.Fraccién eluida pH 2,5 1,7 100
3. Fraccion eluida pH 8,8 0,117 100
4. Fraccion eluida a pH 11,$ 0,086 100

Tabla 10. Separacién de Glicoproteinas citoplasmaticas sobre LSBo-Sepharosa 4B

retencion cuando observamos la cantidad de

Los perfiles cromatograficos obtenidos fueron muy similares a los del experimento
anterior y corroboran la presencia de proteinas que interactian con el soporte,

presentan el

mismo peso molecular pero diferentes afinidades hacia él, lo que
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indica ademas de la existencia de proteinas ricas de antigeno Tn en fracciones
citoplasméticas, un posible polimorfismo de ellas. Al evaluar las fracciones
eluidas por electroforesis se encontré6 una banda predominante de
aproximadamente 70 kDa en las diferentes fracciones eluidas, como se ve en la
Figura 20 tanto de HeLa como de MCF-7. Dado que las mucinas se han descrito
como glicoproteinas de alto peso molecular oscilando desde 100 hasta 2000 kDa,
es posible que la banda de 70 kDa sea una mucina poco glicosilada concordando
con lo expuesto por otros autores (Croce el al, 2003; Freire et al, 2005).

b
66 " —y [y . - =170 kDa|
- W .
24 |8 -
18.1 ‘
14.3
12 3 45 6 7 89 1011 12 131415
Linea celular MCF-7: Linea celular HeLa
Carriles 1y 15: Patrones de peso molecular Carril 6: Fraccién 8.8: 4 pg
Carril 2 y 3: Fracciones no retenidas MCF-7: 20ug  Carril 7: Fraccion 8.8 9,5 ug
Carril 4: Fraccién pH2.5 : 9.5 pug Carril 8: Fracciéon pH2.5 10.2 pg
Carril 5: Fraccién pH 8,8 : 3 ug Carril 9: Fraccién no retenida: 48 pg
Carril 11: Fraccion 11,4 1.4 ug Carril 10: Fraccién 8.8 2 ug
Carril 12: Extracto citoplasmético 9 pg Carril 13: Extracto citoplasmatico 4.2 ug

Figura 20. Electroforesis de las fracciones obtenidas por cromatografia de afinidad con
LSBo-Sepharosa 4B de fracciones citoplasmaticas.

Para evaluar la presencia de glicoproteinas con antigeno Tn se procedio a evaluar
las fracciones obtenidas en la etapa anterior con Isolectina B4 de Vicia villosa,
lectina de Salvia bogotensis y otras lectinas biotiniladas para lo cual se siguié la
metodologia descrita por Wu et al (1995 a) teniendo en cuenta que la lectina
biotinilada muestra sefial hasta dilucion de 1:65536 (Vega, 2004), mostrando que
es una herramienta de una alta sensibilidad para los ensayos de reconocimiento
del antigeno Tn . Se realizé la técnica de dotblot en membranas de nitrocelulosa.
Luego de revelar se encontré un reconocimiento de la lectina de Vicia villosa lect
hacia las diferentes fracciones citoplasméticas (Figura 21).
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Figura 21. DOT BLOT realizado con fracciones citoplasmaticas de lineas celulares HeLa y
MCF-7 resultantes de cromatografia de afinidad sobre soporte de LSBo-Sepharosa 4B
identificadas con Lectina de Vicia villosa Isolectina B4 biotinilada.

Se encontré que efectivamente existe un reconocimiento por parte de VvB4 hacia
las fracciones eluidas, especialmente las que lo hicieron a un pH de 8,8; es decir,
se esté reconociendo el antigeno Tn de algunas glicoproteinas, para estar seguro
de dicho reconocimiento se evaluaron las fracciones eluidas también mediante
ELISA con VvB4 y LSBo.

Los resultados obtenidos mediante ELISA utilizando la lectina Vicia villosa
mostraron un reconocimiento por parte de la isolectina hacia las fracciones
citoplasméticas eluidas en gradiente de pH tanto para las fracciones que lo
hicieron en HeLay en MCF-7 (Figura 22). Como control positivo se realizaron los
ensayos con asialo Mucina Submaxilar Bovina mostrando que efectivamente las
obserbancias obtenidas después de revelado son sustancialmente altas en
comparacion con las presentadas por las fracciones eluidas indicando la
diferencia del reconocimiento entre las fracciones eluidas en comparacién con las
obtenidas con asialo Mucina Submaxilar Bovina. Posiblemente esta diferencia se
debe a que las proteinas derivadas de fracciones citoplasmaticas eluidas en el
gradiente de pH no poseen la rigueza estructural de antigeno Tn que si presenta
la aMSB. Los resultados obtenidos mediante la evaluacién de las Absorbancias
de las fracciones no retenidas muestran que también hay un reconocimiento de la
isolectina hacia esta fraccion indicando que no toda las glicoproteinas con
antigeno Tn se estan fijjando al soporte. En este sentido es importante
recromatografiar las fracciones no retenidas varias veces hasta encontrar la
ausencia de reconocimiento por parte de la lectina hacia las fracciones no
retenidas.
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Figura 22. Interaccion entre diferentes fracciones de Mucina citoplasmatica de MCF-7
(Izquierda) y HelLa (derecha) con isolectina B4 de Vicia villosa biotinilada

Al comparar el perfil de reconocimiento de la lectina de Salvia bogotensis (Figura
23) con los resultados obtenidos con la isolectina de Vicia villosa, se encontré que
efectivamente existe un reconocimiento de la lectina hacia las diferentes
fracciones obtenidas y eluidas en el gradiente de pH. La utilizacion de las lectinas
para evaluar caracteristicas de glicoproteinas y de gliconjugados es una estrategia
que cada vez adquiere mayor importancia. El grupo de Kuno ha utilizado lectinas
que reconocen diferentes grupos de glicoconjugados de tal manera que mediante
el perfil de reconocimiento es posible evaluar las caracteristicas de dicha proteina.
La utilizacidon de estas proteinas para el reconocimiento de glicoconjugados
(algunos de ellos antigenos tumorales) potencialmente sera una herramienta util
para la evaluacion diagndstica o prondstica del cancer, aunque inicialmente en el
desarrollo de este trabajo el principal objetivo para utilizarla ha sido el de aislar
glicoproteinas con antigeno Tn de extractos citoplasmaticos derivados de las
lineas celulares Hela y MCF-7.

Figura 23. Interaccion entre fracciones de mucina citoplasmatica de MCF-7 (izquierda) y
de Hela (derecha) con lectina de Salvia bogotensis revelada con anticuerpos anti LSBo
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5.3. Caracterizacion parcial de mucina citoplasmatica.

Se realiz6 Western blot segun Freire y colaboradores (2005) con el objetivo de
comprobar que la glicoproteina eluida se trataba de una tipo mucina en fraccion
citoplasmética (Figura 24 y 25). Los resultados indican el reconocimiento por parte
de un anticuerpo policlonal (anti MUC2) hacia diferentes fracciones retenidas y
eluidas en gradiente de pH derivadas de HeLa y MCF-7. Los resultados obtenidos
mediante los Dot blot utilizando el anticuerpo policlonal contra MUC1 (Figura 27)
resultan negativos y por ello no se utilizo para Western.

Figura 24. Western blot utilizando 7 ug de la muestra eluida a pH 2.5 del extracto
citoplasmatico de HelLa con 10 ug /ml de anti MUC-2

Figura 25. Western blot utilizando 11 ug de la muestra eluida a pH 8,8 del extracto
citoplasmatico de MCF-7 con 10 ug /ml de anti MUC-2
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La limpieza vy definicién de la banda indican un adecuado y eficiente método de
separacion de la glicoproteina lo cual constituye una mejora significativa teniendo
en cuenta que en trabajos anteriores, esta definicion no habia logrado. En el afio
2002 (Faure et al, 2002) se describe una Mucina de alto peso molecular ( < de
120 kDa) dificilmente definida por SDS-PAGE obtenida mediante la técnica de
filtracion por gel sobre homogenizados celulares de tejido epitelial del intestino de
raton. En el afio 2003 el grupo de Croce (2003) describe una banda muy poco
definida y de aproximadamente 30 kDa reconocida por anticuerpos monoclonales
gue reconocian la secuencia C terminal de Muc 1 (MAb CT2) luego de traspasar
a membrana de nitrocelulosa fracciones citoplasméticas y de membrana
provenientes de MCF-7 derivadas de centrifugacion diferencial. A diferencia de
los trabajos anteriores Freire y colaboradores (2005) reportan una banda muy
limpia de aproximadamente 45 kDa reconocida por anticuerpos policlonales
AntiMUC 6 y 83D4 (anticuerpo que reconoce Tn) luego de ser tratadas las
fracciones citoplasmaticas en cromatografia de afinidad, al igual que él, nosotros
reportamos una banda limpia de aproximadamente 63 kDa segun determinacién
por movilidad electroforética relativa (Figura 26 y Anexo 6) producto del
tratamiento sobre las fracciones citoplasmaticas (1,1l y Ill) de cromatografia de
afinidad utilizando la lectina de Salvia bogotensis, los resultados muestran que la
cromatografia de afinidad es la mejor estrategia hasta ahora reportada para
obtener fracciones de tipo mucina electroforéticamente definidas.

1 2 3

Figura 26. PAGE-SDS utilizado para determinar el peso molecular de la glicoproteina
aislada de Hela. 1) 15 ug de fraccion retenida y eluida a pH 2,5. 2) 30 ug de Extracto
citoplasmatico de Hela, 3) patrones de peso molecular.
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Figura 27. Dot Blot obtenidos al sembrar 1 ug de proteina retenida de HelLa (abajo) y de
MCF-7 (arriba) utilizando anticuerpos. Anti Mucl a (Izquierda) y Anti Muc 2 (derecha).
Como blancos se utilizo el resultado obtenido sin sembrar la proteina retenida.

Para evaluar algunas particularidades moleculares de la proteina se procedié a
utilizar diferentes lectinas con el objetivo de describir seguin su reconocimiento, el
perfil de glicosilacién de la proteina tipo mucina encontrada en citoplasma.

Para la comprension del significado del reconocimiento de las lectinas biotiniladas
se presenta un cuadro con el género y la especie de las plantas de las que
provienen; asi como su sigla y el epitope que reconocen (Tabla 11).

49



Lectina Nombre Especificidad

WGA Triticum aestivum Acido sialico

AHL Amarantus Antigeno T
hypocondriacus

DLL-P2 Dioclea lehmanni 1 H2 Tipo

MAL Maackia amurensis a 2-6 acido Sialico

VVB4 Isolectina B4 de Vicia Antigeno Tn
villosa

GAL Galactia lindenni a-L -Fuc (1-2)-B-b -Gal (1-

4)-B-p -GIcNAc-O-R
LSBo Salvia bogotensis Antigeno Tn

Tabla 11. Lectinas con las que se obtuvo revelado positivo en ensayos Dot-Blot

A continuacion se presentan los resultados obtenidos al evaluar mediante dotblot,
el reconocimiento por diferentes lectinas de las proteinas retenidas y eluidas en
gradiente de pH discontinuo. El patron de siembra (Tabla 12) fue el mismo para
todos y se utilizo el PBS como blanco y la Albumina Sérica Bovina (BSA) como
control Negativo.

PBS BSA

Fraccion Fraccion
Citoplasmatica | Citoplasmética
lug Fracciéon | lug Fraccion
Retenida Retenida
Tabla 12. Se presenta el patron de sembrado de las fracciones citoplasmaticas, las
retenidas, el control (BSA) y el blanco (PBS)

La diferencia de sefial obtenida con las diferentes lectinas posiblemente se debe a
diferencias de afinidades con respecto a las muestras, este principio permite
realizar una evaluacién cualitativa sobre la conformacion y distribucion de las
proteinas que estan siendo reconocidas, de tal manera que segun los resultados
se puede afirmar que existe gran cantidad de proteinas tipo mucina con
glicosilacion que involucra residuos de GIcNAc y Acido sialico ( ver Figura 28
(WGA)) por presentar una sefial muy notoria en la fraccion retenida y eluida a pH
2,5 de HelLa. El antigeno T ( ver Figura 28 (AHL)) estd presente tanto en las
fracciones retenidas y citoplasmaticas pero con mayor prevalencia en la fraccion
retenida evidenciando la eficiencia de reconocimiento por la lectina acoplada a la
columna; asi mismo, la presencia de antigeno tipo H2 ((1-2)--p -Gal (1-4)-B-D -
GIcNAc-O-R) al parecer no es prevalente en la estructura de la proteina tipo
mucina en general, pero si lo es con la eluida a pH 2,5 derivada de la fraccion
citoplasmética de HelLa (Figura 28, 29 y 30); es decir, la proteina eluida no es la
misma en las diferentes fracciones.

50



Figura 28. Dot Blot donde se evalla el reconocimiento por diferentes lectinas biotiniladas
de fracciones citoplasmaticas y eluidas a pH 2,5 de HelLa. Soluciones 20 ug /ml de cada
lectina. Las concentraciones de las muestras se muestran en Tabla 10.

El reconocimiento por parte de VVB4 (Figura 21) hacia fracciones no retenidas, indica la
presencia del antigeno Tn en glicoproteinas no fijadas por el soporte y por ende la
necesidad de realizar recromatografia sobre estas. También es evidente que los
resultados obtenidos con las otras lectinas (Figura 29 y 30) (GAL, LAH, WGA, LSBo y
MAL) indican la posible presencia de otras glicoproteinas ademas de la mucina en las
fracciones citoplasmaticas segun los resultados obtenidos por Yi y colaboradores en el
afio 2010 (Yi et al, 2010). Los autores utilizaron la lectina fungica proveniente de
Agrocybe aegarita (AAL) mediante cromatografia de afinidad con el objetivo de aislar la
proteina MRG15 proveniente de fraccion citoplasmatica de Hela involucrada con
procesos de apoptosis. Los resultados obtenidos en este trabajo y por Yi et al (2010)
corroboran que posiblemente existe diversidad de glicoproteinas en citoplasma en
algunas lineas celulares cancerosas.

Figura 29. Dot Blot donde se evalla el reconocimiento por diferentes lectinas biotiniladas
de fracciones citoplasmaticas y eluidas a pH 8,8 de HelLa. Soluciones 20 ug /ml de cada
lectina y 5 ul por punto del extracto citoplasmatico y 3 ul por punto de cada fraccion
retenida. Las concentraciones de las muestras se muestran en Tabla 10.
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Figura 30. Dot Blot donde se evalla el reconocimiento por diferentes lectinas biotiniladas
de fracciones citoplasmaticas y eluidas a pH 8,8 de MCF-7. Soluciones 20 ug /ml de cada
lectina y 5 ul por punto del extracto citoplasmatico y 3 ul por punto de cada fraccion
retenida. Las concentraciones de las muestras se muestran en Tabla 10.

Griffiths et al (1987) detectaron por microscopia electronica con anticuerpos
monoclonales, mucina citoplasmatica (Muc-1) y extracelular en varias lineas
derivadas de cancer de mama y por western-blot las mismas bandas en la linea
celular T47-D en donde se encontraron componentes de bajo peso molecular, una
glicoproteina de 68 kDa. La deteccion con LSBo en la fraccion 8,8 de una
glicoproteina mayoritaria de 63 kDa est4 de acuerdo con los trabajos previos
(Springer et al, 1988; Croce et al, 2001; 2003) y sugiere que una de las proteinas
reconocidas por la lectina podria ser una mucina citoplasmatica esto se confirma
por el reconocimiento por western blot por el anticuerpo anti Muc-2. Para Harding
(1989) las mucinas son proteinas heterogéneas de alto PM, sus subunidades
estan unidas por puentes disulfuro a un "core” central de proteina; en condiciones
reductoras se observan subunidades de alto peso molecular y un “core” de 70
kDa. Algunos autores proponen que las subunidades de bajo PM se pueden
presentar por degradacién proteolitica o mecanica durante el proceso de
extraccion. En el afio 2003 el grupo de Croce (Croce et al, 2003) reporta el
reconocimiento por parte del anticuerpo monoclonal mAb CT2 hacia una
secuencia C terminal propia de MUC 1 en extractos citoplasmaticos de la linea
celular MCF-7; el autor describe una banda de aproximadamente 30 kDa que
aparece en extractos citoplasméticos luego de centrifugacion y ultracentrifugacion
fraccionada. En el afio 2005 el grupo de Freire ( Freire et al, 2005) reporta una
banda de aproximadamente 45 kDa que es reconocida por anticuerpo policlonal
ant-MUC 6.1 y anti-MUC 6.2 provenientes de extractos citoplasmaticos
derivados de la linea celular MCF-7 y anticuerpo monoclonal mAb 83D4 que
reconoce el antigeno. Es decir, hay evidencia que indica la presencia de mucinas
citoplasmaticas en extractos citoplasmaticos dado por el reconocimiento de
secuencias especificas propias de mucinas y ademas en el reconocimiento del
antigeno Tn. En concordancia con los resultados obtenidos por Vega (2009) que
reporta utilizando la técnica de lectin-microarray extractos citoplasméticos
derivados de las lineas celulares HeLa y MCF-7 con Glicoproteinas O-glicosiladas.
En el presente trabajo ademas de aislar una proteina de 63 kDa (Figura 26), se
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reportan algunas particularidades moleculares de la mucina. Con los resultados de
Dot Blot se puede afirmar que la proteina en estudio, ademas de presentar en su
estructura el antigeno Tn (Figura 28,29 y 30 ver VVB4 y LSBo0), también posee
estructuras sialiladas segun resultados obtenidos con WGA, ademas es evidente
la presencia de galactosa unida al antigeno Tn como se observa con los
resultados obtenidos con AHL. Al parecer las celulas transformadas no pierden
completamente la actividad de sus glicosil transferasas , sino que posiblemente
ellas sufren alteraciones en el perfil de sus patrones de glicosilacién. Tal vez
estos cambios tengan un significado biolégico para la supervivencia y desarrollo
de la enfermedad, por lo cual los estudios enfocados en este campo son
pertinentes y necesarios. Se demuestra la presencia de proteinas tipo mucina
reconocidas por anti Muc2 proveniente de fracciones citoplasmaticas de HelLa y
de MCF-7. La presencia de la mucina ha sido reportada principalmente en colon,
intestino delgado, tumor de colon, de bronquios, de cérvix y de glandulas
mamarias (Croce et al, 2001), pero hasta ahora se empiezan a reportar como
presentes posiblemente en fraccion citoplasmética (Freire et al, 2005 ; Croce et
al, 2007). Es posible que con el estudio de este grupo de glicoproteinas se llegue
a avances importantes con respecto a proteinas que sirvan como objeto de
estudio de pruebas diagnosticas o pronosticas del cancer; a si mismo, que se
ahonde en esfuerzos que permitan el desarrollo de la lectinologia y la lectinomica
por encontrar en las lectinas una demostrada herramienta para el estudio de otras
moléculas. Para evaluar el punto isoeléctrico de la proteina aislada en
cromatografia de afinidad se procedi6 a realizar electroforesis con anfolitos segun
como lo describe Olmos y colaboradores ( 1997) con algunas modificaciones
realizadas por Ardila. Figura 31.
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Figura 31. Electroforesis en gel T: 5% con anfolitos (pH 2-10). PI) marcadores de Punto
Isoeléctrico, Hela) 5 ug de proteina eluida a pH 2,5 en cromatografia de afinidad. MCF-7)
5 ug de proteina eluida a pH 8,8 en cromatografia de afinidad.

El punto isoeléctrico evaluado para las dos proteinas fue de 5, algunas mucinas
se han reportado como acidas, lo cual es el resultado posiblemente de la
asociacion de la proteina con grupos sialicos propios de ella (figura 29) y
radicales sulfato descritos anteriormente para mucinas acidas ( Lynch et al.,
1972) . El reporte concuerda con los realizados por Salassa y Lespi en el afio
2007, quienes por la técnica de Alcian Blue describen el reconocimiento de
mucinas acidas, luego por pruebas inmunohistoquimicas sobre muestras de
metaplasia gastrica de la vesicula biliar determinan que algunas de ellas son MUC
2.

Para evaluar la diversidad de proteinas encontradas en el homogenizado de MCF-
7 , asi como la pertinencia del método de precipitacion de proteina con fenol
cloroformo y la eficiencia del protocolo de isoelectroenfoque, se procedio a realizar
electroforesis bidimensional obteniendo como resultado el gel de la figura 32
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Figura 32. Electroforesis bidimensional de fraccién homogenizada de MCF-7 utilizando 50
ug de proteina.

Se evidencia gran diversidad de proteinas con multiples pesos moleculares, asi
mismo como de puntos isoeléctricos, principalmente se presentan proteinas
cercanas a 70 kDa mayoritariamente con puntos isoeléctricos cercanos a 8,
mientras que las proteinas acidas aparentemente son de menor peso molecular.
La definicion de los puntos posibilita diferenciar unas proteinas de otras aunque se
distorsionan en el plano horizontal posiblemente por la presencia de sales lo cual
indica la necesidad de realizar un par de lavados mas con agua y metanol en el
proceso de precipitacion con el método de fenol cloroformo. Para evaluar el perfil
de reconocimiento se realizo electroforesis bidimensional sobre las fracciones
retenidas y eluidas a pH de 2,5 para HelLay de 8,8 para MCF-7.
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Figura 33. Electroforesis Bidimensional con 5 ug de proteina aislada en cromatografia de
afinidad sobre soporte con LSBo de fraccién citoplasmética de HelLa.

Se evidencia la presencia de proteinas aproximadamente de 70 kDa con
tendencia acida pero distribuida en varios puntos que no cambian mucho en
funcidn de su peso molecular uno con respecto al otro, pero si lo hacen en funcién
del punto isoeléctrico lo cual posiblemente se debe a la presencia diferencial de
grupos fosfato en la proteina y a la presencia de algunos grupos que pueden
afectar la homogeneidad del punto isoeléctrico y del peso molecular, tal como por
ejemplo la presencia diferencial de acido sialico propio de las glicoproteinas. Lo
expuesto concuerda con los resultados obtenidos por Lillehoj y colaboradores
quienes en el aflo 2003 asociaron que la presencia Pseudomonas aeruginosa
estimulaba la fosforilacién de algunas mucinas posibilitando la accién de las MAP
guinasas; es decir, hay evidencia que permite pensar que proteinas mucinicas del
mismo peso molecular pueden tener puntos isoeléctricos diferentes, por diferentes
grados de fosforilacion. Para corroborar el perfil de reconocimiento se procedio a
realizar el mismo procedimiento con la fraccion retenida y aluida a pH de 8,8 del
extracto citoplasmatico de MCF-7. (Figura 34).
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Figura 34. Electroforesis Bidimensional con 5 ug de proteina aislada en cromatografia de
afinidad sobre soporte con LSBo de fraccién citoplasmética de MCF-7.

Las condiciones para la electroforesis bidimensional son drasticas por lo que
bandas que no se veian anteriormente (figura 20 y 31) pueden haber aparecido,
ademas puede que existan trazas de proteinas que resulten de interacciones
inespecificas de la lectina hacia la mucina, por lo cual se procedid a generar una
superposicion de los dos geles para asi evaluar la congruencia del
reconocimiento.

El perfil de reconocimiento es muy similar teniendo como criterio los resultados
obtenidos con electroforesis bidimensional tanto de la fraccion retenida de Hela
como la obtenida con MCF-7 indicando asi que muy posiblemente se esté
reconociendo a la misma proteina en las dos lineas celulares por parte de la
lectina de Salvia bogotensis y asi mismo, la posibilidad de haber encontrado una
herramienta util para la evaluacion pronéstica o diagnostica de células
cancerigenas. Existe también la posibilidad de que se trate de diferentes grupos
de proteinas con estructura similar y por ende reconocidas por el soporte, para
confirmar cualquiera de las dos hipGtesis es necesario entonces realizar
secuenciacion sobre la proteina resultante en cada uno de los puntos aislados y
compararlos, asi se puede determinar que el soporte de lectina acoplada reconoce
proteinas tipo mucina o no; en ese sentido, el trabajo hasta aqui realizado es
preliminar pero abre una nueva puerta para el estudio de glicoproteinas
citoplasmaéticas.
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6.

CONCLUSIONES

Se logré aislar la lectina de Salvia bogotensis mediante los protocolos
estandarizados por Vega (2004) y se confirmo que el mucilago presente en
las semillas de Salvia bogotensis parece interferir en la determinacion de la
actividad de la lectina ya que ésta se hace evidente si se degradan las
pectinas. Se determind que la lectina reconoce el antigeno Tn, pero
también se evidencio el reconocimiento de residuos de Manosa por parte
de ella 0 en su defecto por parte de otra lectina presente en la semilla. De
corroborarse esta evidencia se estaria reportando el primer caso de lectinas
de labiadas que reconocen mas de una estructura glicosilada.

Existe reconocimiento de la lectina de Salvia bogotensis hacia proteinas
citoplasméticas de lineas celulares HeLa y MCF-7.

Los resultados muestran la existencia tanto en HeLa como en MCF-7 de
una proteina citoplasmatica con antigeno Tn de aproximadamente el mismo
peso molecular (63-70 kDa) con diferentes afinidades hacia (LSBo).

Los procedimientos de extraccion de las mucinas citoplasmaticas derivadas
de lineas celulares HeLa y MCF-7 son eficientes segun los resultados de
electroforesis.

Se estandarizé un protocolo para el asilamiento de proteinas tipo mucina
citoplasmética utilizando la lectina de Salvia bogotensis encontrando una
proteina de aproximadamente 63 kDa con diversidad de estructuras
glicosidicas en su estructura lo que la convierte en una excelente objeto de
estudio para las técnicas donde se utilizan lectinas.

La lectina de Salvia bogotensis, junto con un panel de lectinas biotiniladas,
permiti6 en células derivadas de las lineas celulares HeLa y MCF-7,
detectar diferencias importantes en las estructuras glicosiladas que hacen
parte de la Mucina reconocida y se corroboran los resultados obtenidos por
Vega (2009) al detectar estructuras que poseen el antigeno Tn, Galactosa
y Fucosa.

Se encontré una proteina reconocida por Anti Muc 2 de aproximadamente
(63-70 kDa) que es reconocida por las lectinas LSBo, WGA, DLL-P2,
VVB4,AHL y GAL lo que indica una diversidad estructural glicosidica en la
proteina.
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7.

PERPECTIVAS

La alta afinidad y especificidad de las lectinas de las labiadas para el
antigeno Tn encontrado comunmente en células del tumor, hace de esta
proteina una herramienta util para los estudios inmunohistoquimicos vy
celulares pertinentes al cancer.

El hallazgo de posibles mucinas citoplasméticas abre un nuevo camino
hacia el estudio de células cancerigenas. En este sentido, es pertinente el
estudio de las particularidades moleculares de la proteina encontrada.
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ANEXO 1
Ensayo de ELISA para lectinas de labiadas

1. sensibilizacién de la placa: Agregar 100 ul de aMSO (0.13 ug/ml) en buffer
carbonatos 0.1 M pH 9.6. incubar 3 horas a 37 °C y toda la noche a 4 °C.

2. Bloqueo: Incubar una hora a 37°C co 200 ul por pozo de PBS-BSA (0.13 %).
No se debe bloguear con leche descremada ya que la interaccién de las lectinas
es enmascarada.

3. Extractos crudos: sembrar 200 ul por pozo de los extractos crudos o 100 ul
de diluciones de la lectinas pura en PBS-BSA (1.3%).

4. Viciavillosaisolectina B4 biotinilada : sembrar 100 ul por pozo de la lectinas
diluida 1/1000 en PBS-BSA (1.3%).

5. Streptavidina proxidasa: sembrar ul 100 /pozo de una dilucién 1/1000 en
PBS-BSA (1.3%), incubar 1 h a 37°C

6. Revelado: Sembrar 100 ul /pozo de una solucion de ABTS 0.3 mg/ml en buffer
citrato —fosfato pH5.0. En el momento de sembrar se agrega 5ul de H,0O, al 30%
por cada 10 ml de solucion. La reaccion se debe mantener en la oscuridad. Leer a
los 30 min a 405 nm.

Nota: Entre cada paso se hacen tres lavados agregando 100 ul/pozo de PBS-
TWEEN (0.1%), menos en el ultimo dond ese lava cinco veces. Entre el segundo y
el tercer paso no se realiza lavado. La reaccion se pude detener con H,SO4 1M o
SDS al 4%

e Se utiliza la misma concentracion de MSO para ensayos de ELISA

e Pararealizar ensayos directos se omite paso 3, y se siembran diluciones
de las lectinas biotiniladas en PBS-BSA (1.3%), teniendo un volumen
final de 100 ul por pozo. Incubar a 37°C y 12 horas 4 °C
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ANEXO 2

DOT-BLOT para anticuerpos

1.

2.

Sobre membranas de nitrocelulosa adicionar 5 ul de lectinas pura (0.2 mg/ml)
en PBS a cada punto, dejar 1 h a temperatura ambiente

Bloqueo : agregar 20 ml de PBS—-BSA (1.3%) y dejar en agitacion Lha T
ambiente.

Incubar las membranas con diluciones de los antisueros en humedo, 1 h a
temperatura ambiente y toda la noche a 4°C

Segundo anticuerpo : incubar con una dilucion 1/1000 de IgG anti-conejo-
proxidasa en PBS-BSA(1.3%) y dejar en agitacion a 1h a T amb.

Revelado : agregar una solucion de 50 mg de diaminonbenzamidina (DAB) en
100 ml de PBS y 10 ul de H,0; al 30%, Detener la reaccién con agua
desionazada.

Entre cada paso se hacen tres lavados agregando 20 ml de PBS-TWEEN (0.1%),
menos en el ultimo donde se lava cinco veces entre el segundo y el tercer paso no
se realiza lavado.
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ANEXO 3

Extraccion de fracciones subcelulares

Linea celular MCF-7

Lavado: se descongelaron 200°000.000 de células, las cuales se
centrifugaron (1500 rpm) durante 10 minutos para retirar el medio de
congelacion. El pellet de células se lavo dos veces con tres volumenes de
TBS (tris 50 mM , NaCl 150 mM , KCI 140 mM, EDTA 2mM) pH 7.3,
preenfriado a 0 en humedo , 1 h a temperatura ambiente y toda la noche a
4°C y se centrifugo a 1200 rpm, 5min.

Homogenizacion : El pellet de células se resuspendié en 3 volumenes de
buffer de homogenizacion TBS (tris 10 mM, sacarosa 0.25 M, NaCl 10 mM)
con la mezcla de inhibidores frescos (EDTA 5 mM, EGTA a5 mM , PMSF 2
mM, Benzamida 2 mM, leupeptina 1 ug/ml, aprotinina 1.2 ug/ml y pepstina
10 (ug/ml) y se dejo en reposo 10 minutos a 0 °C ; posteriormente se
homogenizo realizando 15-20 strokes y se centrifugd (2300 rpm) durante
10 min. Se recupero el sobrenadante y el pellet se reextrajo en las mismas
condiciones. El nucleo y las células que no se rompieron se descartaron y
las sobrenadantes se reunieron para continuar con el fraccionamiento.

El pool de sobrenadantes se centrifugo a 11.210 rpm, durante 30 minutos a
0 °C ; el pellet (mitocondrias, lisosomas, cloroplastos , peroxisomas) se
descart6. El sobrenadante que contiene la fraccion microsoma (membrana
plasmatica, reticulo endoplasmatico y Golgi) se ultracentrifug6 a 45.000 rpm
(110.000Xg) durante 1 hora a 4 °C. El sobrenadante que contiene la
fraccion citoplasmatica se recuperd y se almacené a -20 °C. y con el pellet
gue contiene proteinas de membrana se realizaron los siguientes ensayos:
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ANEXO 4

Dot Blot Control de Biotinilacion con diferentes cantidades de WGA sobre
membrana de nitrocelulosa.

72



ANEXO 5

Dot Blot Control de Biotinilacion con diferentes cantidades de LSBo sobre
membrana de nitrocelulosa.
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ANEXO 6

Curva de calibracion utilizada para determinar el peso molecular de la mucina
aislada. (X para la Glicoproteina es 10)
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ANEXO 7

Curva de calibracion utilizada para determinar el punto isoeléctrico de la mucina aislada.
(X: 47 mm) Punto Isoeléctrico: 5
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