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1. Introduccion.

1.1 Antecedentes:

El estudio de las lectinas fue iniciado por Stillmark en 1888 cuando describio la
hemaglutinacidon con Ricinuscommunis, nombrando Ricina a la proteina
responsable de dicho proceso. Ese mismo afio, Hellin descubrio el extracto toxico
de las semillas del Abrusprecatorius, que también hemaglutinaba gracias a una
proteina a la que puso el nombre de Abrina.

Las propiedades de la Ricina y Abrina fueron estudiadas en 1890 por Paul Elrich y
probadas como antigenos, lo que dio paso a establecer los principios
fundamentales de la inmunologia.

Posteriormente, en 1919, James B. Summer cristalizé la Concavalina A, presente
en semillas de la planta Canavaliaensiformis, por lo que recibié un premio Nobel.
Sin embargo, fue en 1936 junto a Howell, cuando reporté que la Concanavalina A
aglutina células y precipitaba soluciones de glucogeno, observando que la
hemaglutinacion se inhibia por la sacarosa. Esto demostro que la proteina
presentaba especificidad por el azicar.

Finalmente, Boyd y otros introducen el término lectina, del latin seleccionar en
1954, definiéndola como: proteinas de origen no inmune, fijadora de carbohidratos
con capacidad para aglutinar y precipitar glicoconjugados.

Durante las primeras décadas se pensaba que estas proteinas aglutinaban para
todos los grupos sanguineos indistintamente, lo cual era cierto para el ricino, pero
no fue hasta 1948 cuando Renkonen descubri6 que el extracto de semillas de Lotus
tetragonolobusera especifico del grupo sanguineo 0.

Hace no mucho se utilizaba el término lectina para organismos vegetales, sin
embargo en la actualidad, se ha descubierto que se pueden encontrar proteinas con
caracteristicas similares en bacterias, hongos, liquenes, moluscos y algunos
mamiferos, que también se han afnadido al grupo de lectinas, haciéndolo mucho
mayor.

Los campos de aplicacion biologica-funcional ubica a las lectinas en campos de
investigacion como la evaluacion de citoquininas y la expresion de sus receptores
en cultivos de linfocitos de pacientes con enfermedades como el SIDA,

tuberculosis..., actividad antiviral de lectinas frente al VIH incluyendo la
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susceptibilidad y resistencia que estos puedan desarrollar frente a lectinas, analisis
de las funciones linfoproliferativas y citotoxicas en células mononucleares
causadas por algunas drogas, induccion en la expresion de genes, deteccion de
anormalidades cromosomicas, y en el campo de la glicoterapia y

glicobiotecnologia entre otras.

1.2 Marco teérico.

Las lectinas son un grupo de proteinas presentes en toda la escala evolutiva de origen
inmune, sin actividad enzimatica cuya particularidad es la de poder unirse de manera
especifica a azlcares, tanto en suspension como formando glicoconjugados en las

membranas plasmaticas de las células.

Este tipo de moléculas se encuentra distribuido en la naturaleza, en diferentes
organismos como microorganismos, hongos, animales y plantas, principalmente en
hojas, tallos, corteza y frutos. Sin embargo, se considera que las lectinas se encuentran
en mayor cantidad en hojas y corteza, variando su concentracion de acuerdo a las
diferentes partes del vegetal entre una especie y otra (Van Damme y col., 1998;
Hernandez y col., 2005). A nivel celular, son sintetizadas, procesadas y transportadas
como proteinas que se sintetizan en el reticulo endoplasmatico rugoso, y acumuladas en

vacuolas de almacenamiento de proteinas (Maree, 2005).

Las funciones de las lectinas en organismos vegetales son tan variadas como
desconocidas. Su actividad biolégica depende directamente de la capacidad de estas de
unirse a azucares especificos. Las lectinas se enlazan a los monosacaridos de la
membrana celular y actiian enviando sefales y entregando mensajes a las células, lo que
causa cambios bioquimicos en estas que se expresan como aglutinacién, mitosis,

division celular o desarrollo de la actividad antigénica.

En cuanto a la relacion de la estructura con la actividad funcional,la habilidad de formar
estructuras tipo red, permite a las lectinas formar interacciones complejas con las
superficies de las células y glicoconjugados de la matriz que tienen sitios de union
multiple que determinan su actividad biologica. Ademas, se las asocia con la

germinacion, mecanismos de defensa, almacenamiento de carbohidratos y
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glicoproteinas, union de bacterias fijadoras de nitrogeno en raices de leguminosas,
transporte y movilizacion de sustancias de reserva, regulacion del crecimiento en la

division celular y de mecanismos enzimaticos (Albersheim y Anderson, 2007).

Aunque, hoy en dia se ha confirmado que estan relacionadas con la capacidad de
adhesion por reconocimiento en la membrana celular, lo que les confiere funciones
biologicas como la mitosis en la que interviene la galectina-3 regulando el crecimiento
celular, favoreciendo la supervivencia de las células e inhibiendo la apoptosis (Yang y

col., 2006).

También, se ha encontrado que las lectinas ricina y abrina contienen un fragmento
proteico activo que induce la modificacion quimica en ribosomas y que inhibe los
procesos moleculares de elongacion polipeptidica a nivel celular.

Estudios realizados en semillas de diferentes leguminosas, han demostrados que un
numero amplio de glicoproteinas se encuentran en las semillas de las leguminosas y su
capacidad de reconocimiento especifico de carbohidratos sobre la pared celular de
eritrocitos y microorganismos.

Finalmente, actian como mecanismos de defensa de las plantas, por ejemplo: durante el
ataque de patdgenos, la interaccidon de manosa con la lectina se considera fundamental

para el mecanismo de defensa de las plantas (Hwang y Hwang, 2011).

Las lectinas como biomoléculas presentes en frutas y plantas comestibles, pueden tener
diferentes aplicaciones funcionales y de beneficio para la salud: agentes antivirales,
actividad antibacteriana, antiparasitaria y anticancerigena. Gracias a esta Ultima
laslectinas han sido estudiadas en profundidad, ya que podrian ser capaces de reconocer

c¢lulas anticancerigenas, diferencidndolas de las normales.

A la hora de diferenciar las lectinas, se clasifican segun las cadenas que tenga la
proteina, siendo la cadena B la que posee la funcion de lectina, aunque
existenRIPs(RibosomelnactivatingProteins) del tipo 2 que también se componen de

cadenas con la capacidad de union a azucares.
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En este proyecto, se han utilizado tres lectinas vegetales que proceden del

Sambucusnigra, o sauco. La SNA I, Nigrina b, y SNA II, se han obtenido de células del

floema de la corteza de dicho arbol, en el cual, hay lectinas y RIPs de tipo 2.

1.3 Objetivos

El objetivo principal es estudiar la estructura de las lectinas de la corteza del

Sambucusnigra, asi como la especificidad por aztcares de dichas lectinas. Ademas, se

pretender determinar el nimero de cadenas de las lectinas SNA I, nigrina by SNA 11, la

capacidad de aglutinacion de las mismas y estudiar la estructura de la SNA II.

2. Desarrollo

2.1 Materiales empleados.

>

Materiales

Tubos eppendorf (1 ml)
Vaso de precipitados
Probeta

Micropipetas (0-10 pnL, 10-100 pL, 100-1000 pL)
Gradillas

Placa microtilter
Balanza electronica
Agitador de tubos
Papel parafilm
Espectrofotometro
pH-metro

Equipo de electroforesis: cristales con y sin forma, peines, separadores.

Sustancias quimicas

Proteinas:

SNA I, SNA II, Nigrina b.

Glucidos:

Alpha-D-Fructopiranosa, Beta-D-Galactopiranosa, Alpha-D-Glucopiranosa,
Alpha-L-Ramnopiranosa, Heparina, Fetuina, Pectina.

Agua destilada.
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PBS (tampon fosfato salino)
Eritrocitos (45%).

» Pdginas web y programas informdticos:

- Discovery Studio Visualizer

- Mega X

- NCBI ( )

- Clustal Omega ( )
- ITasser ( )
- PDB( )

2.2 Recetas.

- Preparacion del tampon de PBS:

El PBS es una disolucion salina isotonica. Es la disolucion en la que se situaran

los eritrocitos.

Se forma a partir de SmM de NaH>PO4 y 0,14 M de NaCl, ambos disueltos en

sus correspondientes concentraciones.
En una probeta, se afadieron 1750 pL de NaCl y 500 uL de NaH;POas.
Por ultimo, se echa agua hasta enrasar en 50mL.

- Gel de poliacrilamida.

El gel de poliacrilamida sirve como filtro poroso en la electroforesis de

proteinas. Estd compuesto por un gel separador y un gel compactador.

Para preparar el gel separador, se echan en una probeta de 1000ml, 7.1mL de
agua. A continuacion, se echan SmL de Tris 1.5M (pH 8.8), 200uL de SDS al
10% con la pipeta y se afiaden 7.5mL de acrilamida al 40%.

Se prepara APS (persulfato de amonio) al 10%, y se echan 200uL con la pipeta.

Por ultimo, se afiaden 40uL. de TEMED.
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Para el gel compactador, se sigue el mismo procedimiento, cambiando las
cantidades: 6,3mL de agua, 2,5mL de Tris 0.5M (pH 6.8), 100uL de SDS 10%,
ImL de acrilamida al 40%, 100uL de APS 10%, 25uL de TEMED.

-Eritrocitos al 1%:

Se requerian globulos rojos a una concentracion de 1% en un volumen de 10
ml. Inicialmente los glébulos estaban al 94.7%, por lo que se vierten 9,9 ml de
PBS ademas de 106 pL del hematocrito inicial utilizando una micropipeta y

guantes.

2.3 Metodologia.

2.3.1. Aglutinaciones:

La aglutinacion es la agregacion de células de forma sistematica. Estas células
quedan unidas por medio de macromoléculas que actiian como intermediarias. En
este caso, se utilizaran los eritrocitos como células y las lectinas como

macromoléculas.

En este proceso, las lectinas se sienten atraidas a uno de los aztcares de la
membrana celular debido a su especificidad, de forma que se une a ella y, si la
lectina posee mas de un lugar especifico, esta también se unira a otra célula, de
manera que una misma lectina aglutina para varias células, formando asi redes entre

células y proteinas.
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Aglutinacion de células por lectinas

) receptor de lectina
¥ X lectina bivalente

Figura 1. Modelo de aglutinacion de las lectinas.

La primera aglutinacion realizada tenia el objetivo de comprobar la concentracion
minima para que se produjera dicho proceso. Para ello se ha utilizado: microplacas,

micropipetas, PBS, eritrocitos al 1%, disolucion SNA I, Nigrina b, SNA II.

Se utilizaron dos filas de pocillos para la SNA I y solo una fila para la Nigrinab y
SNA II. En primer lugar, se vertid en cada uno de los pocillos, empezando en el
segundo, 50 uL de PBS, a los que se afiadian 100 pL de cada proteina en disolucion
en el primer pocillo, posteriormente se mezclaba con el PBS y se pasaba al
siguiente hasta completar la fila. De esta manera, se reducia la concentracion de
todas las proteinas a la mitad que el anterior segiin se avanzaba. Finalmente, a cada

pocillo se le afiaden 50 pL de eritrocitos al 1%(...pagina recetas).

Gracias a esta hemaglutinacion, se podré saber la concentracion minima a la que
aglutinan las lectinas, es decir, la cantidad minima en la que forman redes, pero si la
concentracion de lectinas no es suficiente, los eritrocitos sedimentaran en el fondo
del pocillo de la microplaca. Asi, después de cierto tiempo de reposo, se podra
saber en qué pocillos se ha producido la aglutinacidon, observandose en estos un
color rojizo homogéneo, mientras que al ir disminuyendo a la mitad la

concentracion llegara uno en el que no habra suficiente concentracion proteica y

10
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severd un punto rojo al final del pocillo. Los resultados de esta experiencia, se

mostraran mas adelante.

La segunda aglutinacion tiene como objetivo, conocer qué azucar es especifico para
cada una de las lectinas a estudiar. Para ello, se utilizaron los siguientes azlicares en
disolucion: fructosa, galactosa, glucosa, L-ramnosa, fetuina, heparina y pectina;

ademas de los materiales: microplacas, micropipetas, PBS y eritrocitos al 1%.

Nuevamente, se vierten 50 pL de PBS en todos los pocillos, y 50 uL de disolucion
del primer azucar continuandose el proceso de manera similar a la primera
aglutinacion, reduciendo a la mitad la concentracion de proteina a medida que se va
avanzando. Del mismo modo, se vierten el resto de azlicares en filas diferentes.

Posteriormente, se vierten 25 pL de la proteina correspondiente en cada pocillo:

Fructosa
Galactosa
Glucosa
L-Ramnosa
Fructosa
Galactosa
Glucosa
L-Ramnosa
Fructosa
Galactosa
Glucosa
L-Ramnosa

100000000000 ¢
100000000000
0000

00,
HOOOOOOOOOOOO

Figura 2. Pocillos segunda aglutinacion.

Las columnas 1,2,3 y 4 serd donde se echa SNA I con una concentracion de 107,2
ng/L; en las columnas 5,6,7 y 8 la Nigrina b a 52,8 pug/L; y para finalizar, en las
columnas 9, 10, 11 y 12 SNA 11 159,2 pg/L.

11
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En otro microtilter, se echan fetuina, heparina y pectina con SNA II siguiendo el

mismo procedimiento.

Por ultimo, a cada pocillo se le afiaden 25 pL de eritrocitos al 1%, de manera que

cada pocillo tenga un total de 100 pL.

2.3.2Espectofotometro:

El espectofotometro es una herramienta que mide las concentraciones de las
lectinas, en este caso. Una luz incide sobre ellas haciendo que absorban dicha luz, y
por lo tanto, pierda intensidad. La intensidad que se ha perdido se llama

transmitancia (T).

Se colocan en el interior, disoluciones de las lectinas, para posteriormente calcular
la absorbancia (A) para distintas longitudes de onda, siendo esta la cantidad de
energia absorbida multiplicado por la sustancia sometida a una determinada

longitud de onda.

Se puede decir que existe una relacion directamente proporcional entre la
absorbancia y la concentracion de la sustancia, ya que, a mayor concentracion,
mayor capacidad tendra esta para absorber la luz, aunque también influiria la

longitud de onda que se utilice.

En nuestro caso, se utilizaron las longitudes de onda 230, 260, 280 y 320, medidas

en nandometros.

Dilucion A2 A260 Azso Az Concentracion €250

(mg/mL) (mL/mg)
SNAI 1:100 0.1015 0.0152  0.0204  0.0033 1.71 1.193
Nigrina b 1:100 0.1864 0.0139 0.0306 -0.0066 2.60 1.177
SNAII 1:100 0.1372  0.0114 0.0220 -0.0115 348 0.632

Tabla 1. Determinacion de la concentracion de la proteina.
Para calcular la A, se utilizo la siguiente formula:
(Concentracion proteina, pg/mL)=183 % (A230-A320) - 75,8 x (A260-A320)

€ es el coeficiente de extincion y se calcula de este modo:

A . <
= (siendo ¢ la concentracion)

12
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2.3.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida.

El objetivo de la electroforesis es calcular el peso molecular de las tres lectinas de
las que se dispone, a partir de la cantidad de espacio recorrido por una molécula en

un gel sometiéndola a un campo eléctrico.

Se vierten las disoluciones de proteinas de manera vertical a través del gel, en este
caso de poliacrilamida, estando el polo positivo en la parte superior y el negativo en
la inferior. Las proteinas al sentirse atraidas por el polo negativo, tienden a
descender con cierta dificultad de transito debido al gel. De esta manera, cuanto
mas pequefia es la molécula, méas avanzara por el gel ya que puede pasar con mayor

facilidad entre las moléculas de este.

2.4 Andlisis e interpretacion de resultados:

2.4.1. Concentracion minima de aglutinacion:

Se pretendia demostrar la especificidad de las tres lectinas que se utilizan en este
proyecto por los azlicares, cuya caracteristica les permite ser diferenciadas de
cualquier otra proteina. Para ello, se realizé una aglutinacion de SNA I, Nigrina b y
SNA II, con el fin de saber cual es la concentracidon minima a la que aglutinan. El

resultado obtenido fue el que se muestra a continuacion:

SNA| [P P s

| DI ENCEN N AN AW
Nigrina b
SNAI

Figura 3. Primera aglutinacion.
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Se puede observar que la SNA I comienza a aglutinar en el octavo pocillo, la
Nigrina b en el doceavo y la SNA II en el noveno, por lo tanto para conocer la
concentracion que se encuentra en cada uno de los anteriores pocillos, ya que estos
son en los que la se halla la concentracion minima a la que aglutina la lectina, se
debe dividir la concentracion inicial previamente medida en el espectofotometro
entre 2 elevado al nimero del pocillo, ya que se iba reduciendo a la mitad la
concentracion a medida que se avanzaba de pocillo. Se calcularon dichas

concentraciones, resultando:

- Concentraciéon minima SNA 1:0.667 pg/mL
- Concentracion minima Nigrina b: 0.634 pg/mL
- Concentracion minima SNA II: 6.796 pg/mL

2.4.2. Especificidad por aziicares:

Posteriormente, se realizo una segunda aglutinacion en la que se incluyeron aztcares
especificos distintos a cada disolucion de lectina, con el objetivo de saber por cual

tienen afinidad dichas proteinas, ya que en la anterior solo habia eritrocitos.

A continuacion se muestran los resultados obtenidos:

SNAI Nigrina b SNAII SNAI
3 3 3

s & S © 4 S & @ o ©
» 9 ° S v 9 © c %] S © c © = ©
o] 9] o E 9 o o IS o] 9] o € R= o =
8] @ o [§°] 8] © o [§] 8] © &) © > a pray
> e > o > o =} o > ) > o +— O
pul © — ' pul © — ' pu © — T [J) @ ()
[ U] V) — W U] O — [ U] O - s u a

Figura 4. Segunda aglutinacion para determinar especificidad por azucares.
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Se comienza con una concentracion de azlicar de 125 mM y se van diluyendo a la mitad

Como se puede observar, la fetuina inhibe la aglutinacion por SNA 1 y la galactosa la

aglutinacion por la Nigrina b y la SNA II.

2.4.3 Estructura.

Para determinar la estructura de las lectinas, se realiz6 una electroforesis cuyo resultado

se ve en la siguiente figura:

+2-mercaptoetanol -2-mercaptoetanol

Std SNAI Ngb SNAII SNAI Ngb SNAII
kDa  — —
66 — "
54 — ; -
37 — |
o T - . 4
.

Figura 5. Bandas electroforesis.

La primera columna hace referencia a proteinas de peso molecular conocido, indicado
en el margen izquierdo que nos serviran de guia para calcular los pesos de nuestras

lectinas.

Las siguientes columnas se dividen en dos: el primero posee, ademas de las proteinas,
2-mercaptoetanol que es una sustancia capaz de romper puentes disulfuro de los
aminodacidos de la cisteina, que se encuentran presentes en las proteinas y son
responsables de la unidon de varias cadenas de las biomoléculas. Sin embargo, el

segundo grupo, no posee esta sustancia.

15
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El 2-mercaptoetanol nos permite realizar un estudio de las lectinas respecto a sus

cadenas:

En la lectina SNA 1, al anadirle mercaptoetanol, solo aparece una mancha.
No obstante, se observa que la misma proteina en el segundo triplete tiene
mayor peso molecular que las otras dos. Esto significa que tiene un gran
peso molecular y, l6gicamente, esto se debe posee varias cadenas aunque
solo aparezca una linea. Su explicacion es que tienen similares pesos

moleculares, por lo que se ven como una sola al romperse sus puentes

disulfuro.

Tras una observacion mas detallada, se llego6 a la conclusion de que la SNA 1

posee 4 cadenas iguales dos a dos, por lo que tendria dos cadenas a las que

llamaremos A y otras dos cadenas a las que llamaremos B (2A y 2B).

En el recorrido de la Nigrina b, se observan dos manchas diferenciadas al
afiadirle mercaptoetanol, a las que denominaremos A y B. Una de las
cadenas, desciende mas que la otra por lo que tendrian peso molecular
distinto.

La lectina SNA II, recorre la misma distancia tanto con 2-mercaptoetanol

como sin ¢€l, lo que se puede interpretar como que solo posee una cadena.

Se procede a calcular su peso molecular. Para ello, se utilizaron las proteinas estandar

como guia, midiendo la distancia desde el inicio del recorrido hasta cada una de las

lineas, y se dividia entre la distancia desde el principio hasta el final de la muestra.

Finalmente, se calculd el peso molecular de las lectinas de manera proporcional

utilizando estandares de peso molecular conocido.

Se obtuvo un total de 33 kDa de las cadenas A 'Y B de SNA 1, 32kDa de SNA Il y en

cuanto a la Nigrina b, se obtuvieron 27kDa en la cadena A y 33 kDa en la cadena B.

Estos datos se han recogido en la siguiente grafica:

16
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Cadenas Ay B de SNAI
Cadena B de Nigrina b (32.000)

snaAl (117000)
50
Nigrina b (54.000)

48 |-
c SNAII
o
(@]
3 46 /

4.4 p

Cadena A de Nigrina b (28.000)
| | ] | | ]

0,1 0,2 0,3 0,4 05 0,6
Movilidad

Figura 6. Movilidad y pesos moleculares.

Una vez calculados los pesos moleculares, se compararon las proteinas observando sus

secuencias de aminodacidos. Estas secuencias, se obtuvieron del NCBI, y posteriormente

fueron alineadas con el programa Clustal Omega.
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presNAT MRLV---AKLLYLAVLATCGLGIHGALTHPRVTPPVYESVSFNLTGAD- - TYEPFLRALO
preNigrin b MRVVARAMLYFY TVVLATCSVGIQG-—--————- IDYPSVSFNLDGAKSATYRDFLSNLR
SNAIT | s
presNAT EKVILGNHTAFDLPVLNPESQVSDSNREVLYPLTNPS GDTVTLAIDVVNLYVVAFS SNGK
preNigrin b KTVATGTYEVNGLPVLRRESEVQUKSREVLY PLTNYNGNTVTLAVDVTNLYVVAFSGNAN
SNAIT | mmmmmmmmmmmmmmm e
presNAT SYFFSGSTAVORDNLEVDTTQEELNF TGNYTS LERQVGFGRVY TPLGPKSLDQATS SLRT
preNigrin b SYFFKDATEVQKSNLEVGTKQNTL SETGNYDNLETAANTRRES IELGPS PLDGATTSLYH
SNAIT =~ mmmmmmmmmmmmmmm e
preSNAT YTLTAGDTK PLARGLLVVIQMVSEAARFRY IELRIRTS ITDASEFTPDLLMLSMENNWS §
preNigrin b ----——- GDSVARSLLVVIQMVSEAARFRY IEQEVRRS LOOATS FTPNALMLSMENNUS §
SNAIL s SNA I
preSNAT MSSETQQAQPG-GIFAGVVOLRDERNNS IEVTNFRRLFELTY IAVLL YGBAPVTSS SYSN
preNigrin b MSLEIQOAGNNVS FFFGTVQLLNYDHTHRLVDNFEEL YK ITGIATLLERES § PSND-———
SNAIT | mmmmmmm e
preSNAT NAIDAQIIKMPVFRGGEYEK-——-- }I/E-SWEVTRRISGWDGLCVDVRYGHYIDGNPVQL
preNigrin b ---—- NATRMPLDLAGEDNKYNDGETETLRTSFTRNIVGRDGLCVDVRNGYDTDGTELOL —
SNATI =~ mmmmmmmmmmm e TSFTRNIVGRDGLCYDVRNGYDTDGTPLOL N Igrina b
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Figura 7. Comparacion de las secuencias de las lectinas.

Resaltado en rojo, se muestran las cisteinas que se unen con la siguiente, para darle

estrutura a la lectina a través de puentes disulfuro.

Ademas, se empled ... donde se pudo identificar y estudiar el inicio de cada cadena,
los péptidos de conexion y lider, y por ultimo, la proporcion de aminoécidos que
coincidia en las cadenas, siendo representados por sus respectiva letra, que a mayor

tamafio, mayor es la similitud entre una cadena y otra.

Esta figura, junto la que se afiade a continuacion, mediante su comparacion se pudo
determinar qué aminoacidos pertenecian al péptido lider, a las diferentes cadenas y

al péptido de conexion.
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Flgura 8 ogo de las secuencias de las lectinas de Sambucus.

La cadena A se muestra mas estrecha y pequefia debido a que la SNA II solo se
compone de cadena B. Ademas, cabe destacar que las cisteinas en su gran mayoria

se localizan en el mismo lugar en las tres lectinas.

Una vez se realiz6 este estudio, se utilizaron los datos de la secuencia de
aminodacidos de la SNA II, que es la lectina en la que nos centraremos, con el

programa I-Tasser (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ ) para llevar

a cabo el modelado de la estructura de la misma. Tras varios dias, recibimos las
posibles propuestas de estructuras de las cuales se seleccion6 la mas probable,

segun el propio programa.

La estructura elegida fue la que se muestra aqui:
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Figura 9. Estructura tridimensional de la SNA II.

Esta estructura solo posee cadena B, en la que se observan dos claros dominios unidos
por un lazo, cada uno constituidos por 3 subdominios lamina [, por lo que su estructura

se denomina de trébol f3.
Como la SNA II tiene dos sitios de unidn, estd compuesta por dos lectinas homologas.

El orden que seguirian las ldminas es el siguiente:

Cadena B

Dominio 1 Dominio 2
—DD-D-DDD-PD-DPDD-D-D—D-D-DPD—D-D-DPDPD-D-DP-
B---horquilla B--B

Figura 10. Composicion de los dominios de la SNA II.

La SNA II posee cuatro uniones disulfuro de cisteinas, que se pueden observar en la

siguiente figura expresada de forma lineal de la lectina, de color naranja.

Esta misma, la comparamos con la SNA I y Nigrina b, y observamos que la SNA I
posee una cisteina libre que le sirve para unirse a las otras dos cadenas que contiene la

SNA I como explicamos anteriormente.
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Figura 11. Estructuras SNA I, Nigrina b y SNA II, respectivamente.

Estas figuras fueron realizadas y editadas con el programa Discovery Studio Visualizer.
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2.4.4. Evolucion de las cadenas polipetidicas de las lectinas:

La evolucion de las cadenas de la SNA I, Nigrina b y SNA II se puede saber gracias al
arbol filogenético que relaciona varias especies estudiando cada uno de sus

aminoacidos.

Se recopilaron una gran variedad de secuencias de aminoacidos de lectinas de Sambucus
y se relacionaron constituyendo un arbol filogenético con el método NeighbourJoining

del programa Mega X. Obteniéndose lo que se presenta en la siguiente figura:

SNAIV | AALO4121
SNA V1
SNAIV | AALO4119
SNAIm
SNA IV AAC15885
A—L SNANV | AALO4122
SSablc
SSAb2a
1 SSAb
SSAbIb

Nigrinl  A-
-A SNall

Nigrin b
i SNAVI

LECnig f
SE"..-obdlrb
SELm B
Ebulinl A-B

]

&

'

).

o

(@]

wv
n |
LU
v E

[SH
o

o
o

o

SNLRP1
4[5&@2 o
A-B (no Ga T s
SNAI prime
_— _  SEA
(+Cys) SN §

—L}immumfa | A-B-B-A
ssA )

Figura 11. Arbol filogenético

En ¢é1 observamos que todas las proteinas proceden de una comun, que poseia 2 cadenas
(A y B). Esta, se especializ6 debido a la evolucion y se dividio: las que se unian a la

galactosa y las que no.
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Las que eran especificas de dicho monosacarido, volvieron a evolucionar y gran parte
de ellas perdieron la cadena A como se indica en la figura, otras seguian manteniendo

ambas cadenas, aunque pudo haber nuevas evoluciones que también la perdieron.

En el caso de la SNAId y SELId, perdieron su cadena A, pero ganaron una cisteina que

les permitieron unirse a otra cadena B constituyendo como resultado dos cadenas B.

En cuanto a las no especificas para la galactosa, mantuvieron su estructura de cadena A
y B, aunque en una de las bifurcaciones, se le afiadié una cisteina a algunas de esas
proteinas como la SEA, SNAI f, SNAI y SSA, que se unieron a otra cadena A-B, por lo

que se componen de cuatro cadenas iguales dos a dos.

3. Conclusiones:
Atendiendo a los objetivos propuestos, se puede concluir que:

- Al analizar la aglutinacion, la proteina con mayor capacidad de aglutinacion
es la Nigrina b, ya que aglutina los eritrocitos a una concentracion de 0.634
ng/mL. Le sigue la SNA I, aglutinando a una concentracioén de 0.667 pg/mL.
Por tltimo, con menor capacidad, estaria la SNA II que aglutina eritrocitos a
6.796 ng/mL.

- En cuanto a la especificidad de cada una de las lectinas, se ha comprobado
que la SNA I se inhibe de manera especifica por la fetuina, la Nigrina b tiene
especificidad por la galactosa y la SNA II, también.

- Enrelacion con la cantidad de cadenas polipeptidicas, se ha determinado que
la SNA I posee cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas A y dos cadenas
B, unidas entre si mediante enlaces disulfuro. El peso molecular de esta, es
de 32kDa. L
La Nigrina b, estd formada por dos cadenas polipeptidicas; cadena A y
cadena B y sus pesos moleculares son 27 kDa y 33 kDa respectivamente.

La SNA II esta formada por una cadena polipeptidica B cuyo peso molecular
es de 32 kDa.

- Centrando la atencion en la SNA II, que ha sido la estudiada mas a fondo, se
puede afirmar que estd formada por dos dominios, formados por laminas

beta y unidos a través de un lazo 2, conformando una estructura de trébol .
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- Finalmente, sobre la evolucion de las cadenas, se observa que en algunos
casos se ha perdido la cadena A, y en otros se ha ganado una cisteina que le
ha permitido a las proteinas conformar estructuras de doble cadena B o de 4

cadenas polipeptidicas A-B iguales dos a dos.
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