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Resumen

Antecedentes. Las lectinas son proteinas o glicoproteinas con amplia variedad estructural y
funcional, tienen una interaccién especifica hacia carbohidrato, no poseen actividad
enzimatica, ni son producto de un estimulo antigénico. Por su reconocimiento especifico a
carbohidrato tienen la capacidad de aglutinar células y algunas tienen efecto citotéxico hacia
células cancerosas. Objetivos. Identificar la presencia de proteinas tipo lectina del pericarpio
de tuna de Opuntia ficus-indica, en fracciones obtenidas a diferente concentracidn de sulfato
de amonio que posean actividad aglutinante y citotdxica. Material y métodos. Se obtuvieron
fracciones proteicas del pericarpio de tuna de Opuntia ficus-indica mediante saturacién con
sulfato de amonio a distintas concentraciones. A dichas fracciones se les evalud su actividad
aglutinante con eritrocitos humanos. Aquellas fracciones que presentaron aglutinacion (ET y
fraccién del 80-100 % de saturacion) se le determiné su especificidad de interaccién a partir
de ensayos de inhibicion de la aglutinacién con carbohidratos. Finalmente, se les evalud
actividad citotéxica mediante ensayos viabilidad usando el reactivo MTT en lineas celulares
provenientes de cancer cervical (HelLa y C-33A). Resultados. Se identificd una fracciéon de
interés, la cual fue obtenida del 80-100 % saturacidén. La fraccidon mostro actividad aglutinante
en eritrocitos humanos O* (actividad especifica de 66.0 UHA/mg de proteina) y se determind
gue presento especificidad para GIcNAc y SiA (400 y 200 mM respectivamente). Asimismo,
presentd actividad citotdxica sobre lineas celulares tumorigénicas provenientes de cancer
cervical (Hela y C-33A) disminuyendo hasta un 30 % su viabilidad, esta disminucion fue
estadisticamente significativa en comparacién con los cultivos a los cuales no se les aplico
tratamiento. Conclusiones. Se confirma que en el pericarpio de tuna Opuntia ficus-indica, en
la fraccidon del 80-100 % de saturacion, existe la presencia de una proteina tipo lectina que
posee actividad aglutinante, presenta especificidad para GIcNAc y SiA y posee una actividad
citotoxica en lineas celulares provenientes de cancer cervical. Todos estos datos caracterizan

a las hemaglutininas (lectinas) presentes en plantas.

Palabras clave: Opuntia ficus-indica, lectina, aglutinacion, citotoxicidad.
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Abstract

Background. Lectins are proteins or glycoproteins with wide structural and functional variety,
have a specific interaction toward carbohydrate, they do not have enzymatic activity and are
not the product of an antigenic stimulus. Due to their specific recognition to carbohydrate have
the ability to bind cells and sometimes they have cytotoxic effect in cancer cells. Aim. To
Identify the presence of protein lectin-type from pericarp prickly pear of Opuntia ficus-indica,
in fractions obtained with different concentration of ammonium sulphate that have
agglutinating and cytotoxic activity. Material and methods. Protein fractions were obtained
from the pericarp to pickly pear of Opuntia ficus-indica by saturation with ammonium sulfate
to differents concentrations. To these fractions were evaluated their agglutining activity on
human erythrocytes. The fractions that showed agglutination (TE and fraction of the 80-100 %
saturation) was determined their specificity of interaction with agglutination inhibition assay
using carbohydrates. Finally, cytotoxic activity was assessed by viability assays using the MTT
reagent in cervical cancer cell lines (HeLa and C-33A). Results. We found a fraction of interest,
which was obtained in the 80-100 % saturation. This protein fraction showed agglutinating
activity to O* human erythrocytes (specific activity of 66.0 UHA/mg protein) and also was
specificity for GIcNAc and SiA (400 and 200 mM, respectively). In addition, it presented
cytotoxic activity on tumorigenic cell lines derived from cervical cancer (HelLa and C-33A)
reducing up to 30% its viability, this decrease was statistically significant in comparison with
cultures without treatment. Conclusions. It confirmed that the pericarp from pickly pear of
Opuntia ficus-indica, in the 80-100 % fraction saturation, there is a protein lectin-type with
agglutinating activity, which has specificity for GIcNAc and SiA, it also has a cytotoxic activity in
cell lines derived from cervical cancer. All these data characterize the hemagglutinin (lectins)

present in plants.

Key words: Opuntia ficus-indica, lectin, agglutination, cytotoxicity.
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Introduccion

Las proteinas son macromoléculas, presentes en las células de todos los seres vivos, se
definen como polimeros de aminodacidos unidos por enlaces peptidicos y participan en un
sinfin de procesos bioldgicos, por lo cual son moléculas de gran importancia (Nelson & Cox,
2014). Por su gran numero se agrupan en diferentes familias y una de tantas, es la
superfamilia de las lectinas, dichas proteinas se ha observado que se encuentran
distribuidas ubicuamente en todos los organismos vivos y se caracterizan por poseer la
capacidad de reconocimiento especifico a mono u oligosacaridos, para diferenciarlas de
otros grupos de proteinas con reconocimiento a carbohidratos, se excluyen de las lectinas
a aquellas proteinas con actividad catalitica (por ejemplo, enzimas glicohidroliticas) y a
aquellas proteinas que se producen en respuesta a un estimulo antigénico (Peumans &
Damme, 1995). La mayoria de ellas son capaces de formar homo oligdmeros, que les
permite establecer multiples sitios de contacto a la vez entre receptores de un mismo tipo
celular, lo que les permite realizar el efecto de aglutinacién celular (Gabius et al., 2011). En
gran medida la fuente de donde se han aislado mayor nimero de lectinas conocidas son
plantas, y en ellas es donde se ha reportado que juegan un papel preponderante en las
interacciones simbidticas entre microorganismos fijadores de nitrégeno (Rhizobium) y la
raiz de la planta (De Vasconcelos et al., 2013; Bajaj et al., 2001), asi como en la defensa
contra una variedad de microorganismos fitopatégenos (bacterias, virus, hongos),
nematodos e insectos (Li-Byarlay et al., 2016; Macedo et al., 2015; Kaur et al., 2006).
Adicionalmente, se sabe que contribuyen en la germinacién de semillas (Cheng et al., 2013),
y participan en su ciclo de floracidn de las mismas (Xiao et al., 2015). Debido al constante
aislamiento de nuevas lectinas, asi como la variedad estructural y funcional que presentan,
es dificil establecer una clasificacion general para esta superfamilia y por tanto se han
propuesto clasificaciones parciales (por ejemplo, lectinas de plantas y lectinas de origen
animal). En la actualidad una de las clasificaciones mas usadas es la que considera como
rasgos prioritarios de clasificaciéon: - la estructura tridimensional (3D) y los dominios de
reconocimiento a carbohidratos (CDRs), resultando asi seis subfamilias: (1) lectinas de

leguminosas, (2) lectinas de cereales, (3) lectinas de tipo-P, reconocen manosa-6-fosfato,

Tehuitzin-Acevedo, 2017.
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(4) lectinas de tipo-S, requieren grupos tiol para su estabilidad, (5) lectinas de tipo-C,
requieren calcio para efectuar un adecuado reconocimiento, y (6) las pentraxinas, que
requieren de calcio para la unién ligando y poseen una estructura aplanada-jelly roll, las dos
primeras fueron encontradas en plantas y las restantes en animales (De Hoff et al., 2009;
Varki et al., 2009). En cuanto a la clasificacién de lectinas en plantas se toma en cuenta su
estructura molecular, teniendo asi: (1) lectinas de tipo amaranto, (2) lectinas de
leguminosas, (3) lectinas con dominio tipo heveina, (4) lectinas tipo RIP, (5) lectinas de
monocotileddneas, (6) lectinas del tipo jacalina y (7) lectinas de floema de cucurbiticeas

(Lam & Ng, 2011; Ferriz-Martinez et al., 2010).

En el estudio del cdncer se han descrito que algunas de las lectinas tienen un potencial,
tanto en el diagndstico temprano, como en el tratamiento natural contra dicho
padecimiento, esto gracias a que se tiene el conocimiento de que en el proceso de
transformacién celular del fenotipo nativo al fenotipo carcinogénico, la célula va modificado
gradualmente el perfil de glicosilacién en su membrana celular, por la alteracién de las
proteinas que se encargan de este proceso, lo que se traduce en un aumento (acumulacidn)
de glicanos en la membrana celular a medida que se va estableciendo la enfermedad
(Lépez-Morales et al., 2010). En adicidn, se ha descrito que los cambios de glicosilacion que
presentan las células tumorigénicas preceden a los cambios morfoldgicos asociados al
establecimiento de un tumor sélido y a la metdstasis, es por ello que existen lectinas que se
han pretendido usar como una herramienta de diagndstico temprano -en etapas
precancerosas- como lo es la lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL) en el reconocimiento
de etapas precancerosas de cancer cervical (Santaella-Verdejo et al., 2007), la lectina de
Sambucus nigra (SNA) para el reconocimiento de células de cancer gastrico (Kurtenkov &
Klaamas, 2017), la aglutinina de Maackia amurensis (MAA) en cancer de pulmén (Serrato et
al., 2011), la lectina de Arachis hypogaea (PNA) en cancer colorrectal (Petrossian et al.,
2007), mientras que en cancer cervicouterino se han utilizado la SNA y la aglutinina de
Machaerocereus eruca (MeA) (Serrano et al., 2012; Solérzano et al., 2012). Otra posible
aplicacién para las lectinas en el cancer, es su uso como tratamiento debido a que existen

lectinas que ademds de reconocer a estas células, reportan tener un efecto sobre las

Tehuitzin-Acevedo, 2017.
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mismas, ejemplos de ellas tenemos a Helja una lectina de tipo jacalina aislada de Helianthus
annuus, la cual tiene propiedades anti-neuroblastoma (Pinedo et al., 2017), la lectina de
Agrocybe aegerita (AAL) que induce autofagia en células de carcinoma hepatocelular (Liu et
al., 2016), la frutalina muestra un efecto citotdxico en lineas celulares de cancer cervical
(Oliveira et al., 2011) y la concavalina A (Con A), se ha estudiado en cancer de higado (Lei &

Chang, 2009).

Como se expone anteriormente, existe un gran nimero de lectinas aisladas de plantas, pero
hasta la fecha existen solo dos lectinas aisladas de cactaceas, la primera es una lectina que
fue obtenida por un grupo mexicano a partir de la especie Machaerocereus eruca a la que
se denomind MeA (Zenteno et al.,1988), de dicha lectina se demostrdé que era capaz de
unirse a tejido obtenido de biopsias de cancer de mama (Mayoral et al., 2008), asi como a
tejido de biopsias de pacientes con diagndstico de cancer cervical (Soldrzano et al., 2012),
detallandose que, tanto en cdncer de mama, como en el cervical, el reconocimiento de esta
lectina se debia a la abundancia de proteinas O-glicosiladas en estos tejidos; la segunda
lectina fue aislada de los cladodios de Opuntia ficus-indica a la cual se le denomind lectina
de Opuntia ficus-indica (OfiL, Santana et al., 2009) y que con trabajos posteriores se le
demostré una actividad insecticida (Paiva et al., 2011). Se sabe que México esta reconocido
como el principal centro de diversidad mundial de cactdceas con mas de 1500 especies
reportadas (Guzman et al.,, 2003), de ellas la especie mas estudiada, quizas debido a su
importancia comercial y alimenticia es Opuntia ficus-indica, de la cual se han reportado
algunas de sus propiedades nutricionales (Hernandez-Urbiola et al., 2011) antioxidantes
(Moran-Ramos et al., 2012) y anti-inflamatorias (Madrigal-Santillan et al., 2013) por tanto,
la mayor parte de la planta es aprovechada; sin embargo, el pericarpio o cdscara de tuna de
dicha especie, es considerado un desecho agroindustrial y si se pudiera obtener una
molécula de interés, se le estaria dando un valor agregado. Es por ello que en el grupo de
investigacion a partir de 2012 se inicid una busqueda de proteinas tipo lectina en dicha
especie, especificamente del pericarpio de tuna de Opuntia ficus-indica. Se comenzd con la
evaluacion de actividad aglutinante en lineas celulares (SiHa, Hela, C-33A y HaCaT) de

fracciones proteicas obtenidas mediante saturacién con sulfato de amonio ((NH4)2SOa,

Tehuitzin-Acevedo, 2017.
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Serrano, 2012). Posteriormente se probd la actividad citotoxica en cultivos de células de
cancer cervical (SiHa, Hela, C-33A y HaCaT) y se exploré la metodologia para tener una
purificacion parcial de una fraccidon proteica saturada al 40 % con (NH4)2SO4, la cual se
corroboré que reconocia y aglutinaba de manera diferencial a las lineas tumorigénicas
provenientes de cancer cervical y que poseia especificidad para acido sidlico (SiA), un
componente sacaridico abundante en estas lineas celulares (Patifio, 2013) y recientemente
se evalué actividad citotdxica de una fraccidn proteica con un porcentaje de saturacion de
31-60 % con (NH4)2S04, en lineas celulares de cancer cervical (HelLa, C-33A y HaCaT) dando
como resultado que esta fraccién disminuye la viabilidad de lineas celulares provenientes
de cancer cervical (Hela, C-33A), aunque no de manera especifica ya que disminuyé la
viabilidad de la linea control, HaCaT (Pilefio-Garcia & Tehuitzin-Acevedo, 2015), Estos
resultados nos sugieren que en los extractos proteicos obtenidos del pericarpio de O. ficus-
indica existe al menos una proteina de tipo lectina, y que las actividades: aglutinante y

citotoxica pueden o no estar relacionadas a ella.

Tehuitzin-Acevedo, 2017.
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Justificacion.

Se sabe que existe un aumento en el patrén de glicosilacion en la membrana celular de
células carcinogénicas conforme va avanzando la enfermedad, proteinas como las lectinas
gue tienen la capacidad de reconocimiento especifico a carbohidrato se estdn pensando
como una herramienta en el drea de diagndstico y terapéutico de cancer por los efectos de
reconocimiento selectivo y citotéxico que algunas de las lectinas poseen, lo lleva a la
busqueda de nuevas proteinas de este tipo. Ademas, se ha observado que las plantas son
la fuente mas rica en lectinas. En las cactaceas es escaso el conocimiento de proteinas tipo
lectina, a pesar de diversa variedad con la que cuenta nuestro pais. Opuntia ficus-indica es
la especie mas estudiada de las cactaceas y de la cual se conocen varias propiedades
(nutricionales, antioxidantes y anti-inflamatorias) aprovechando gran parte de la planta y
dejando a un lado el pericarpio de tuna que es considerado un desecho agroindustrial. En
la busqueda de proteinas tipo lectina en cactdceas y el aprovechamiento de un desecho
agroindustrial, el grupo de trabajo se ha dado a la tarea de identificar fracciones proteicas
gue contengan proteinas de tipo lectina del pericarpio de tuna, se cuenta con fracciones
que muestran aglutinaciéon diferencial en lineas celulares de cancer cervical, con
especificidad a SiA, asi como ensayos preliminares de actividad citotéxica por parte de dicha
fraccién. Ambas actividades bioldgicas son caracteristicas de proteinas de tipo lectina por
lo que indica que puede existir en el pericarpio de tuna una proteina tipo lectina que posea
ambas actividades, aunque no se descarta la posibilidad de que existan mds proteinas y que
estas actividades estén dadas por proteinas diferentes. Obtener datos que confirmen la
presencia de proteinas tipo lectina que posean aglutinacion y efecto citotéxico obtenidas
del pericarpio de Opuntia ficus-indica abre la posibilidad de que en un futuro estas se
puedan usar como una herramienta de diagndstico y tratamiento para el cancer, asi como

darle un valor agregado a una parte de la planta que se considera desecho.
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Objetivos
General.

Identificar la presencia de proteinas tipo lectina del pericarpio de tuna de Opuntia ficus-
indica, en fracciones obtenidas a diferente concentracién de sulfato de amonio que posean

actividad aglutinante y citotodxica.

Especificos
e Obtener fracciones proteicas del pericarpio de tuna de Opuntia ficus-indica.

e Determinar la actividad aglutinante de las fracciones proteicas obtenidas del
pericarpio de tuna de Opuntia ficus-indica.

e Realizar ensayos de citotoxicidad en lineas celulares de cancer cervical de las
fracciones obtenidas del pericarpio de tuna de Opuntia ficus-indica.

e Relacionar si la actividad aglutinante y citotdxica estd dada por una proteina tipo

lectina.
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Material y métodos.

Material bioldgico y reactivos.

Las tunas de Opuntia ficus-indica, fueron adquiridas con un productor de la comunidad de San
Sebastian Villanueva, Acatzingo, Puebla, se limpiaron de espinas y lavaron para quitar el polvo
y demas residuos contaminantes. Los pericarpios de tuna fueron separados de la parte
comestible y almacenados en refrigeracion a -20 °C. La mayoria de los reactivos utilizados para
el desarrollo de este trabajo fueron adquiridos como reactivos de alta pureza de la casa

comercial Sigma-Aldrich.

Obtencion de fracciones proteicas.

Para la obtencién de las fracciones proteicas se obtuvo en primera instancia el extracto total
(ET), el cual se obtuvo mediante la molienda de 100 g de pericarpios durante 8 min con 100 mL
de buffer fosfatos (PBS) pH 7.4 (Na;HPO4 0.05 M, H,NaO4P 0.05 M, NaOH 1 M). La mezcla
homogénea se centrifugd a 10,000 rpm, durante 20 min a 4°C, para obtener el sobrenadante,
mismo que fue filtrado en un embudo de vidrio cubierto con papel filtro y asi retirar los restos
vegetales. Una vez obtenido el ET se obtuvieron las primeras fracciones a trabajar 0-30 y 30-60
% (p/v) mediante precipitacidon salina o salting out con (NH4),SOs4 de acuerdo a Wingfield
(2016), a los cuales se les realizaron ensayos preliminares de actividad biolégica tomando como
referencia trabajos anteriores y fueron los que dieron pauta para determinar el método de
fraccionamiento final para este trabajo, dichas fracciones finales fueron las obtenidas al 0-30,
30-60, y 80-100 % (p/v). Los precipitados proteicos de cada fracciéon, se mantuvieron en
agitacion durante 24 h a una temperatura de 4 °Cy se centrifugaron a 10,000 rpm, durante 20
min a 4°C para obtener la mayor cantidad posible de proteina saturada. Cada una de las
fracciones obtenidas se resuspendid en un volumen de PBS que asegurase la no agregacion de
las proteinas (entre 4-8 mL). Para retirar el exceso de (NH4)2SOs, el cual puede interferir en
otros experimentos, las fracciones colectadas fueron dializadas exhaustivamente con
membranas de acetato de celulosa (Spectrapore®) tamafio de poro de ~10 KDa en PBS de
acuerdo a Phillips & Signs (2004) terminada la dialisis se volvio a centrifugar a 10,000 rpm, 20

min y 4 °C, para descartar a las proteinas precipitadas y recuperar el sobrenadante.
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Cuantificacion de proteinas.

Se empled el método de Bradford adaptado para microplaca de 96 pozos (placas de ELISA),
para la determinacion de la concentracion de cada una de las fracciones obtenidas (Bradford,
1976). Como solucién blanco (absorbancia intrinseca del reactivo de Bradford) se utilizé 5 pL
de PBS mds 100 pL de reactivo de Bradford (Cat. B6916, Sigma-aldrich), se usé albumina de
suero fetal bovino (BSA, Cat. A2153, Sigma-aldrich) como estandar en una curva de calibracién
de 0.1-1.4 mg/mL. La lectura de la absorbancia se llevé acabo a 600 nm y se calculé la
concentracién de la proteina utilizando los pardmetros obtenidos a través de regresion lineal

de los datos de la curva de calibracion, la concentracion fue expresada en mg/mL.

Electroforesis SDS-PAGE.

Para identificar abundancia relativa y peso molecular de las proteinas de cada fraccién se
realizaron corrimientos electroforéticos en geles de poliacrilamida al 12 % en condiciones
desnaturalizantes SDS como lo describe Laemmili (1970). La corrida se efectud a 80 V por 20
min y 100 V por 1 h utilizando un marcador de peso molecular de 250-10 KDa (BIO-RAD, Cat.
1610363). El gel se colocd en la solucidn fijadora (40% etanol, 10% acido acético, H,0) por 30
minutos y posteriormente se tifid con azul de Coomassie (0.25 g de comassie G-250, 100 ml
acido acético, 900 ml de H20) por 30 min, finalmente se retird el colorante con la solucion
destefiidora (40 metanol, 10% acido acético, H,0) en agitacion constante hasta revelar las
bandas.

Ensayos de aglutinacion.

Los ensayos de aglutinacion se realizaron en placas de ELISA de 96 pozos fondo redondo con
eritrocitos humanos. Para lo cual la sangre fresca fue colectada en tubos de heparina mediante
venopuncion, los eritrocitos se separaron por centrifugacion de la sangre y lavados con PBS
(1500 rpm, 8 min a 4 °C) para realizar una suspension al 3 % v/v de eritrocitos. Para el ensayo
se agregaron en cada uno de los pozos 50 pL de BSA al 1 % mas 50 L de cada una de las
muestras (realizando un triplicado por cada fraccién evaluada), posteriormente se realizaron
diluciones seriadas en el intervalo de 1:2 a 1:1024 tomando 50 L del primer pozo y pasandolo
a los siguientes de manera seriada y finalmente se les agregd 50 uL de la suspension de

eritrocitos al 3 %, se incubd a temperatura ambiente leyendo los resultados a las 2 h de
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incubacion. Como control positivo se usé 50 plL de la aglutinina de germen de trigo (WGA por
sus siglas en inglés) en una concentracion de 1 mg/mL y como control negativo 100 uL de BSA
al 1 %. Los resultados se expresan como unidades de hemaglutinacién (UHA), la cual se obtiene
como el inverso de la ultima dilucién en la que se observa aglutinaciéon positiva y como

actividad especifica (AE), la cual se expresa en UHA/mg de proteina.

Ensayos de inhibicion de la aglutinacién con carbohidrato.

Se identificé la especificidad de la aglutinacién, probando diversos carbohidratos con los cuales
se disponian (xilosa, Xyl; N-acetilglucosamina, GIcNAc; salicina, Sal; fucosa, Fuc; arabidosa, Ara;
galactosa, Gal; glucosa, Glu; manosa, Man). El ensayo se llevé a cabo en placas de ELISA de 96,
similar a los ensayos de aglutinacién en donde se colocaron 50 L de BSA al 1 % mds 50 uL de
cada una de las muestras y se realizaron diluciones seriadas (experimentos realizados por
triplicado). Una vez realizada la dilucién se procedié a colocar cada uno de los carbohidratos a
concentraciones de 250 y 400 mM, seguidos de 30 min de incubacion de la placa a 37 °C.
Terminado este tiempo se agregaron 50 plL de eritrocitos al 3 % a cada uno de los pozos para
posteriormente dejar reposar la placa a temperatura ambiente por 2 h. Un resultado positivo
de la inhibicion de la aglutinacién se determind por la presencia de un botén de eritrocitos o
células depositados al fondo de cada pozo de la placa. De manera similar a los ensayos de
aglutinacidn se utilizé como control positivo 50 uL la WGA en una concentracion de 1 mg/mL

y como control negativo 100 uL de BSA al 1 %.

Ensayos de citotoxicidad.

Las lineas celulares C-33A, Hela (tumorigénicas) y HaCaT (no tumorigénica) fueron
proporcionadas por el Instituto Nacional de Cancerologia. Cada linea celular fue sembrada en
placas P60 con 4 mL de medio DMEM (Medio de Eagle modificado por Dulbecco)
suplementadas con 10 % de suero fetal bovino y mantenidas en incubacién a 37 °C hasta
alcanzar una confluencia de 80 %, posterior los cultivos fueron preparados de la siguiente
manera: se realizaron dos lavados con 2 mL de verseno a cada una de las lineas celulares, se
desprendieron con una mezcla de 600 pL de verseno, 200 uL de tripsina, se centrifugaron a

1600 rpm por 3 min a temperatura ambiente para obtener el botén celular, el cual se
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resuspendié en 1 mL de PBS 1X, para finalmente realizar la cuantificacidon celular con una
camara de Neubauer. Una vez cuantificadas, las lineas celulares se sembraron en placas de 96
pozos (3,000 cels/pozo) con 50 pL de medio DMEM mas 10 % de suero fetal bovino y se dio
tiempo a que se adhirieran a la placa, se les retird el medio y se sustituyé por 50 uL de medio
basal para sincronizar los cultivos durante una noche. Se realizé un ensayo preliminar con la
fraccion del 30-60 % del primer proceso de saturacién usando concentraciones 0, 10, 20, 40,
80 y 160 ug agregando el medio basal necesario para completar un volumen final de 200 pL
por pozo. De las fracciones obtenidas con el proceso de saturacion final y que reportaron
actividad aglutinante positiva con eritrocitos humanos (ET y 80-100 %) se realizaron ensayos
de citotoxicidad, considerando la fraccién del 30-60 % de saturacion para comparar los
resultados con los primeros ensayos realizados con el primer fraccionamiento, para los cuales
se colocd concentraciones de proteina de 0, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 ug agregando medio basal
necesario para completar un volumen final de 200 puL por pozo. Se utilizé WGA, cis-platino y
curcumbina como control positivo, las placas se incubaron a 37 °C por 24 y 48 h (en el ensayo
preliminar) y 24 h para el ensayo final, una vez terminado el tiempo de incubacién se retir6 el
tratamiento y se agregd 10 plL de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, Sigma-
Aldrich, Cat. M2003), se incubd nuevamente por 4 h a 37 °C para adicionar 100 pL de
isopropanol acidificado y hacer la lectura a 600 nm. La absorbancia obtenida es directamente

proporcional al porcentaje de células viables.

Analisis de resultados.

Los resultados promedio de cada uno de los ensayos en este trabajo fueron obtenidos de al
menos tres experimentos independientes y sus valores son presentados con + desviacién
estandar, de estos mismos se realizé un analisis de varianza (ANOVA) tomando como valor
significativo P< 0.05 y realizando una prueba post hot (Tukey) para cada condicidon con el

programa GraphPad Prism® versién 5.0.
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Resultados

Fraccion al 30-60 % de saturacion

Ensayos de aglutinacion

Como se mencioné en la seccidon de material y métodos, se llevd a cabo un primer protocolo
de fraccionamiento por saturacién salina, en donde se obtuvieron dos fracciones proteicas (0-
30 y 30-60%) a las cuales les determind su capacidad de aglutinacion en lineas celulares
tumorigénicas (HeLa y C-33A) y una linea celular no tumorigenica (HaCaT). Con los resultados
obtenidos (tabla 1), en este ensayo no se observé aglutinacion macroscopica (visible) para
ninguna de las lineas celulares evaluadas; sin embargo, al realizar una observacion
microscopica se evidencié una aglutinacion y esta fue diferencial entre las lineas tumorigénicas
(HeLay C-33A) respecto a la linea no tumorigénica (HaCaT) usada como control, corroborando

asi datos obtenidos por Patifio, 2013 (figura 1. Anexo 1).

Tabla 1. Actividad aglutinante en fracciones obtenidas del pericarpio de tuna de Opuntia ficus-indica
en lineas celulares provenientes de cancer cervical.

Linea celular
HaCaT Hela C-33A
0-30 - - -
30-60 - + +
HaCaT: queratinocitos inmortalizados (linea celular no tumorigénica).
Hela, C-33A (lineas celulares tumorigenicas de cancer cervical).
-: Sin presencia de aglutinacién
+: Aglutinacion positiva

Fraccidn proteica (%)

Ensayos de citotoxicidad

Otra propiedad frecuente en las lectinas que aglutinan, es la presencia de actividad citotoxica.
Por ello, bajo el primer esquema de saturacion (0-30 y 30-60 %), se evalud dicho efecto, en
donde se observd que existe una disminucidn evidente de la viabilidad celular en todas las
lineas celulares evaluadas (incluyendo la linea celular HaCaT, figura 2). El panel A de la figura
muestra los datos obtenidos con la linea celular HaCaT aprecidandose una tendencia
generalizada de disminucion de la viabilidad conforme aumenta la concentracion de la fraccion
proteica. Cabe destacar que el efecto sobre la viabilidad celular parece ser independiente del
tiempo de incubacién con la proteina, es decir, son necesarias 24 horas o menos para que la

proteina cause un decremento notable en la viabilidad, siendo necesarios aproximadamente
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34 ug de la fraccidon proteica del 30-60 % con actividad aglutinante para disminuir al 50 % la
viabilidad de los cultivos, en relacién a la condicidn sin tratamiento (tomado como el 100% de
viabilidad). Un efecto similar fue observado para las lineas celulares tumorigénicas Hela y C-
33A (Panel B y C) requiriéndose 50 y 75 ug de la fraccidn proteica con actividad aglutinante
para disminuir al 50 % la viabilidad de los cultivos con respecto a sus condiciones sin
tratamiento. El efecto citotdxico que tiene esta mezcla de proteinas fue equiparable al efecto
citotoxico de una lectina pura con alto grado de especificidad como lo es la WGA que requirio
de 25y 140 pg de la fraccidn del 30-60 % para la reduccién al 50% de viabilidad celular los

cultivos celulares Hela y C-33A respectivamente (panel D).

HaCaT HelLa
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Figura 2. Efecto citotoxico en cultivos celulares con la fraccion del 30-60% y WGA a diferentes tiempos de
incubacidn y concentraciones. Panel A. Linea celular HaCat, 34 pg de la fraccion proteica causa una disminucién
del 50 % en la viabilidad. Panel B. Linea celular Hela, se alcanza el 50% de viabilidad después de los 60 ug de la
fraccion proteica. Panel C. El 50% de viabilidad en cultivos de la linea celular C-33A se alcanza cuando se colocan
50 ug de la fraccidn proteica. Panel D. Lineas celulares Hela y C-33A expuestas a WGA (Aglutinina de trigo). Los
resultados se reportan en media * desviacion estandar (DS) de tres repeticiones independientes.
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Fraccion del 80-100 % de saturacion

Obtencidn de fracciones proteicas y cuantificacion.

Los datos anteriores daban indicio de la presencia de una proteina tipo lectina en la fraccion
proteica de 30-60 % de saturacidn obtenidas del pericarpio de tuna O. ficus-indica por poseer
actividad aglutinante y citotdxica. Optimizando las condiciones de precipitacidn salina para
obtener una mejor separacion de la fracciéon que presentd actividad bioldgica tipo lectina, se
modifico el protocolo de saturacion (velocidad de saturacién) y con la cual se obtuvieron
cuatro fracciones proteicas (ET, 0-30, 30-60, 80-100 % de saturacién). Una vez realizada dicha
separacion se procedié a efectuar la cuantificacién de proteina soluble de cada fraccién, asi
como del extracto total (tabla 2). Las fracciones proteicas que presentaron mayor
concentracion corresponden a las obtenidas con 0-30 y 30-60 % de saturacidn, reportando
para cada una de ellas concentraciones de 1.5 + 0.6 y 1.7 + 0.7 mg/mL de proteina soluble
respectivamente y que adicionalmente en base al andlisis estadistico realizado presentan una
diferencia significativa con respecto al ET, la cual es la condicidn sin agente precipitante, y que
reporta una concentracion de 0.4 £ 0.2 mg/mL de proteina, evidenciando asi que el contenido
proteico de cada una de las fracciones evaluadas es diferente dependiendo del grado se

saturacion.

Para identificar abundancia relativa y peso molecular de proteinas presentes en cada fraccion
se realizaron corrimientos electroforéticos en geles de poliacrilamida al 12 % en condiciones
desnaturalizantes con SDS como lo describe Laemmili, (1970). Cada una de las fracciones
presentd un patréon de bandeo distinto y como se observa en la figura 3, las bandas proteicas
con un peso aproximado de 18 y 15 kDa fueron las Unicas que se presentaron en todas las
fracciones, aunque cabe destacar que conforme va aumentando el grado de saturacidén su
abundancia relativa va disminuyendo, caso contrario sucede con las bandas con peso estimado
de 28 y 25 kDa ya que tienden a aumentar su abundancia relativa y estas se presentan a partir
de la fraccion del 30-60 % de saturacién, finalmente en la fraccién del 80- 100 % de saturacion,
ademas de las bandas anteriores se logré obtener una banda con un peso aproximado de 12

kDa, siendo esta la mas prominente. Los resultados de la cuantificacion y del perfil proteico
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corroboraron que el fraccionamiento ayuda a separar y concentrar distintos grupos proteicos

presentes en el pericarpio de tuna de O. ficus-indica.

KDa 1 2 3 4 5 6 7
75 Posicid
:(7) OsIcion fsz
1 MPM
25 2 ET
3 30%
20
4 60%
15 5 60%
10 6 100%
7 100%

Figura 3. Perfil proteico de las fracciones obtenidas del pericarpio de tuna Opuntia ficus-indica.
Electroforesis SDS-PAGE al 12 % de poliacrilamida, tincién con Azul de Coomassie. KDa: Kilodaltones, MPM:
Marcador de peso molecular, ET: extracto total.

Ensayos de aglutinacién.

Se realizé el seguimiento de la actividad aglutinante para las fracciones proteicas obtenidas,
realizando ensayos de aglutinacion con eritrocitos humanos O* (Figura 4. Anexo 2). En dichos
ensayos, se observé actividad aglutinante tanto con el ET como con la fraccién proteica
saturada de 80-100 % de saturacion. Tomando en consideracién las concentraciones de
proteina de cada fraccion y la uUltima dilucién en donde se registra aglutinacion, se pudo
determinar actividades especificas de 9.1 UHA/mg y 66.0 UHA/mg de proteina para las
fracciones proteicas del ET y 80-100 % de saturacidn respectivamente (tabla 2).

Tabla 2. Actividad aglutinante en fracciones obtenidas del pericarpio de tuna de Opuntia ficus-indica
en eritrocitos humanos O*.

.. , Aglutinacién Unidades de Actividad
Fraccion Proteina soluble o e ... oee
roteica (%) (mg/mL) (Dilucién hemaglutinacion especifica

P ? & positiva) (UHA) (UHA/mg)
ET 0.4+0.2 1:2 4 9.1
0-30 1.5+0.6° - - 0.0
30-60 1.7+0.7° - - 0.0
80-100 1.0+0.3 1:32 64 66.0

Los resultados se reportan en media + desviacion estandar (DS) de cinco repeticiones independientes.
a: datos estadisticamente significativos de acuerdo a la prueba de Tukey (a=0.05).

ET: Extracto total

-: Sin presencia de aglutinacién
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Ensayos de inhibicion de la aglutinacién.

Por definicidn, una proteina de tipo lectina se asocia a sus blancos moleculares a partir del
reconocimiento especifico de carbohidratos de la superficie celular. Asi, la inhibicion de Ia
actividad aglutinante mediante el uso de una bateria de carbohidratos, nos permite esclarecer
si la proteina causante de la aglutinacidn celular es de tipo lectina y al mismo tiempo nos da
un indicio de su especificidad de interaccién. Para los ensayos de inhibicién de los eritrocitos
humanos efectuados con las fracciones que mostraron actividad hemaglutinante (ET y 80-100
% de saturacidn), se logré observar inhibicidn de la aglutinacidén en presencia de GIcNAc, GalN
y Xyl, a concentraciones de 250 mM y 400 mM de carbohidrato para el ET y la fraccion proteica

del 80-100 % de saturacion respectivamente (tabla 3 y figura 5. Anexo 3).

En conjunto los ensayos de aglutinacién e inhibicion de la aglutinacién con eritrocitos
humanos, indican que en la fraccion del 80-100 % de saturacidn existe una proteina tipo lectina
gue presenta actividad aglutinante y que dicha actividad esta dada por el reconocimiento a

carbohidrato.

Tabla 3. Inhibicién de la aglutinacion con carbohidratos de las fracciones obtenidas del pericarpio de
tuna de Opuntia ficus-indica.

Inhibicion de la aglutinacion en eritrocitos humanos (0*)

Fraccion proteica (%) GIcNACc GalN Glc Xyl
ET + + - +"
80_100 +** +** _ +**

ET= Extracto total, GIcNAc= N-acetilglucosamina, GalN= Galactosamina, Glc= Glucosa, Xyl= Xilosa. Se ocupd una
bateria de carbohidratos mas amplia sin embargo se muestran los resultados mas destacados.

+*:inhibicién de la aglutinacién a 250 mM de carbohidrato.

+**:inhibicion de la aglutinacion a 400 mM de carbohidrato.

Ensayos de citotoxicidad.

Se evalud la capacidad citotdxica de las fracciones que presentaron aglutinacidn en eritrocitos
humanos (ET y fraccién del 80-100 % de saturacion) con lineas celulares tumorigénicas (Hela
y C-33A), ademas de probar la fraccion del 30-60 % de saturacion para comparar resultados
obtenidos en ensayos preliminares. En los resultados de manera general, se observé que el ET
y la fraccién del 80-100 % de saturacién mostraron efecto citotéxico (figura 6 y 7), al igual que
en la actividad aglutinante, el ET tuvo menor actividad. En la figura 6 se observa que el ET

disminuye la viabilidad de manera significativa con respecto al control (condicidon sin
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tratamiento) a partir de 80 pg de proteina para la linea celular HeLa y como se esperaba la
fraccion del 80-100 % de saturacion requiri6 menor cantidad de proteina (40 pg) para
presentar una disminucion estadisticamente significativa de la viabilidad reduciéndola hasta
un 30 % en esta misma linea celular. Adicionalmente, el control positivo (curcumina) muestra
una disminucién del 80 % y con base al andlisis estadistico es evidente la diferencia significativa

que presenta respecto a la condicidn inicial (sin tratamiento).

Extracto total
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Figura 6. Viabilidad de la linea celular Hela incubada con diferentes fracciones. El ET y la fraccién del 80-100%
muestran una disminucidn de la viabilidad de manera significativa, la fraccion del 30-60 % presenta una ligera
disminucion, sin embargo, no es estadisticamente significativa. Resultados se reportados en media * desviacidn
estandar (DS), prueba de Tukey (a=0.05).

*: Diferencia significativa baja

***. Diferencia significativa media

*#x*: Diferencia significativa alta

Con respecto a la linea celular C-33A (figura 7) se evidencia un comportamiento similar en la
disminucion de la viabilidad necesitdandose 20 g del ET para tener una disminucion
estadisticamente significativa y 10 pg de la fraccidén proteica del 80-100 % de saturacion, esta
ultima disminuyd un 30 % la viabilidad de la linea celular, en ambos casos existe una diferencia
estadistica significativa con respecto a la condicion sin tratamiento. En el caso de los controles
positivos, esta linea celular alcanza una reduccién de la viabilidad al 50 % con el cis-platino,

mientras que con la curcumina se observa un decremento del 80 % de viabilidad.
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Por ultimo, la fraccidon del 30-60 % de saturacion muestra un decremento de la viabilidad en
ambas lineas celulares (figura 6 y 7), sin embargo, no es estadisticamente significativo,
corroborando asi que la proteina de interés presente en un principio en la fraccién del 30-60
% de saturacion (en el protocolo preliminar) se desplazé a la fraccién proteica del 80-100 % de
saturacion. Estos resultados también evidencian el hecho de que las distintas lineas celulares,
presentan diferente susceptibilidad al reconocimiento, aglutinacién y efecto citotdxico por la

proteina tipo lectina contenida en el ET y la fraccion del 80-100 % de saturacion.

C-33A Extracto total
120- E= Fraccion 60%
| Fraccion 100%
1004 = ¢ - ok ke
=2 sodf
ge) 1K1k
3 604 |}
2 sk
> 1E1E
201 E1E
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Figura 7. Viabilidad de la linea celular C-33A incubada con diferentes fracciones. El ET y la fraccién del 80-100 %
de saturacion muestran una disminucién de la viabilidad de manera significativa y la fraccion de 30-60 % de
saturacion posee actividad. Resultados se reportados en media *+ desviacion estandar (DS), prueba de Tukey
(a=0.05).

* y **: Diferencia significativa baja

***. Diferencia significativa media

*#x*: Diferencia significativa alta
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Discusion

La precipitacién salina con (NH4).SO4, se fundamenta en que las proteinas poseen
diferentes contenidos de los grupos polares y apolares que les confiere la propiedad de
solubilidad hasta una cierta concentracion de sal y superando esta concentracién, tienden
a precipitar, proceso conocido como salting-out (Nelson & Cox, 2014). Dentro del protocolo
de precipitacion un paso critico en el cual se tiene que tener especial cuidado es la velocidad
de precipitacidon y la temperatura a la cual se realiza, puesto que al agregar la sal
rapidamente (a pesar de mantener en agitacion la soluciéon) se puede sobresaturar solo una
pequefia fraccion de la misma. Con respecto a la temperatura, esta puede influir de manera
que la saturacion se lleve a cabo a diferentes densidades (Wingfield, 2016) y contribuir en
consecuencia a precipitar proteinas en porcentajes diferentes, asi como en la cantidad de
precipitado proteico que se obtiene. Esto explicaria la diferencia de concentraciones entre
cada una de las fracciones obtenidas y la actividad aglutinante que se reporta en las
diferentes fracciones con las cuales se trabajo en estudios anteriores: fraccién al 40 %
(Patifio, 2013), fraccion al 60 % (Pilefio-Garcia & Tehuitzin-Acevedo, 2015) que extrajeron
del pericarpio de Opuntia ficus-indica, este dada por la misma proteina tipo lectina la cual
se saturd en este trabajo del 80-100 %, debido a que los protocolos de saturacion

(velocidad) fueron diferentes.

La actividad aglutinante reportada con la fraccion del 30-60 % de saturacién (tabala 1) con
lineas celulares provenientes de cancer cervical muestra una concordancia con los
antecedentes reportados anteriormente (Patifio, 2013, Pilefio-Garcia & Tehuitzin-Acevedo,
2015) ya que presenta una actividad aglutinante diferencial presentando aglutinacién de
lineas celulares tumorigénicas (Hela, C-33A) y no la linea control (HaCat). Y al analizar los
datos obtenidos con el protocolo final observamos que a pesar de que se obtiene una mayor
concentracion de proteina en las fracciones 0-30 y 30-60 % de saturacion (tabla 2) esto no
asegura que se obtenga actividad aglutinante, el cual es indicativo de la presencia de una
proteina tipo lectina y como se demostré en estos ensayos, las fracciones que presentan

una actividad aglutinante positiva son el ET y la fraccién del 80-100 % de saturacion con
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(NH4)2S04, reportando una actividad especifica de 9.1 y 66.0 UHA/mg de proteina
respectivamente. Otro dato interesante es que el ET al ser una mezcla total de todas las
proteinas extraidas de los pericarpios de tuna posea actividad aglutinante y que al aumentar
el porcentaje de saturacion se obtenga mejor actividad en la fraccidon del 80-100 % de
saturacion, esto es indicativo de que el proceso de saturacidon contribuyo a separar y
concentrar una fraccion proteica con actividad aglutinante, ademds de que la actividad
reportada en la fraccién del 30-60 % de saturacion que se usdé en un principio se vio

desplazada a la fraccién del 80-100 % de saturacion.

Si son comparados la actividad aglutinante del ET obtenido de Ricinus communis, que
reporta una actividad especifica de 5.13 UHA/mg de proteina (Al-Mamun et al., 2016) con
el ET del trabajo se observa que el ET del pericarpio de tuna de O. ficus-indica posee una
mejor actividad aglutinante, pero si se hace la comparacion con el ET de Haplomitrium
mnioides el cual presenta una actividad especifica de 280 UHA/mg de proteina (Masuzaki,
Hosono, & Nitta, 2017) el ET obtenido en este trabajo es notablemente inferior. Asimismo,
la fraccidn del 80-100 % de saturacion al ser una fraccién proteica muestra mayor actividad
comparada con algunas lectinas puras como la lectina obtenida de Indigofera heterantha
Sakeena con la cual se reporta una actividad especifica de 30.6 UHA/mg (Qadir et al., 2013).
Estudios mas cercanos referente a lectinas de cactdceas se encuentra el reporte de Zenteno
et al., 1988 en el que el extracto total y una fraccion del 66 % de saturacidon con (NH4)2SO4
de MeA poseen una actividad especifica de 247 y de 412 UHA/mg de proteina
respectivamente y las dos isolectinas purificadas de dicha cactacea reportan una actividad
especifica de 2470 y 9326 UHA/mg de proteina, dichas actividades si son contrastadas con
los resultados de esta investigacion (ET y fraccion del 80-100 % de saturacion) extraidas del
pericarpio de tuna de O. ficus-indica y como es evidente muestran una mejor actividad; por
otra parte se encuentra el estudio de Santana et al., 2009, en donde se logra aislar una
lectina de los cladodios de O. ficus-indica y reporta una actividad especifica de 40 UHA/mg
de proteina, lo que indica que la fraccién del 80-100 % de saturacién posee mejor actividad

gue dicha lectina.
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Las lectinas llevan a cabo el efecto de aglutinacidén debido a su capacidad de reconocimiento
especifico a carbohidrato, llevando a la formacién de oligdmeros con las células que los
expresan en sus membranas celulares (Gabius et al., 2011). Como se reporta en los
resultados de la inhibicién de la aglutinacion (tabla 2) se comprobd que el efecto aglutinante
esta dado por reconocimiento a carbohidrato ya que dentro de los carbohidratos que
reconoce tanto ET y la fraccién del 80-100 % de saturacién usando eritrocitos humanos se
encuentra la GIcNAc, ademds Patifio, 2013 realizando ensayos de inhibiciéon en lineas
celulares de cancer cervical usando una fraccidn saturada al 40 % reportd una especificidad
para GIcNAc, GIcN y SiA (200 mM, figura 8. Anexo 4). Dichos carbohidratos poseen una
similitud estructural (tabla 4. Anexo 5) y se ven implicados en procesos carcinogénicos
puesto que se ha demostrado que la sialilacion de los glicanos en la superficie de las células
cancerosas va aumentando, contribuyendo a la agresividad, metdstasis e invasion de un

tumor (Pearce & Laubli, 2016).

Estos resultados junto con los ensayos de aglutinacidon confirman la presencia de una
proteina tipo lectina contenida en la fraccidn del 80-100 % saturacidn del pericarpio de tuna
O. ficus-indica por presentar una aglutinacién positiva y que dicha aglutinacién esta dada

por el reconocimiento a carbohidrato.

Explorando la actividad citotdxica, en una primera instancia, la fraccion del 30-60 % de
saturacidon que muestra actividad aglutinante diferencial y una marcada disminucién de la
viabilidad tanto en las lineas tumorigénicas como no tumorigénicas (figura 2), aunque en
diferentes concentraciones. Esta diferencia en el requerimiento de proteina, indica que la
sensibilidad al efecto citotéxico en presencia de la fracciéon proteica del 30-60 % de
saturacion, parece ser distintiva de cada linea celular, posiblemente por la cantidad de
carbohidratos (glicanos) expresada en cada una de las membranas celulares (Varki et al.,
2009). El efecto de la lectina pura WGA, (la cual, ha mostrado previamente su actividad
citotoxica hacia lineas derivadas de cancer cervical; Ohba & Bakalova, 2003) corroboré que
son necesarias diferentes concentraciones de proteina para alcanzar un 50 % de
citotoxicidad (140 ug para Hela y 25 ug para C-33A.). Por comparacion, aparentemente la

fraccién proteica del 30-60 % de saturacion fue mas efectiva al reducir en 50 % la viabilidad
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en los cultivos con la linea celular Hela, ya que solo se utilizaron 75 ug de la fraccion. Por el
contrario, para los cultivos con la linea celular C-33A la fraccion del 30-60 % de saturacion
fue menos eficiente puesto que utilizaron 50 pg de la fracciéon proteica contra 25 ug

necesarios de WGA pura.

Al evaluar el efecto citotdxico de las fracciones proteicas que presentaron aglutinacién con
eritrocitos de humanos (fraccion ET y 100 %), se observa que tanto el ET y la fraccion
proteica del 80-100 % de saturacion mostraron efecto citotdxico (figura 6y 7) en las lineas
celulares Hela y C-33A incubadas a 24 h y esta disminucidn tiene significancia estadistica.
El hecho de observar que la fraccidn del 80-100 % de saturacién tiene una mejor actividad
citotoxica al igual que la aglutinacion, corrobora una vez més que la velocidad de saturacion,
modifica la obtenciéon de la proteina con actividad bioldgica de tipo lectina desplazandose
a mayor concentracion de agente desnaturalizante. Lo que explicaria que la fraccion del 30-
60 % de saturacion mostrara una ligera diminucion de la viabilidad, pero no una diferencia
significativa. Si comparamos los datos los datos obtenidos con la fraccién del 80-100 % de
saturacion con otros estudios, como lo es el uso de las lectinas n-frutalina y r-frutalina
provenientes de Artocarpus incisa, que requiere de 100 ug de proteina para alcanzar un 50
% de disminucidon de la viabilidad en la linea celular Hela (Oliveira et al., 2011), se puede
decir que al ser una mezcla de proteinas y no estar purificada completamente la fracciéon
del 80-100 % de saturacién induce un buen efecto citotdxico sobre lineas celulares
estudiadas. Finalmente, a pesar de que aun no se tiene claro como las lectinas inducen la
muerte celular, se ha propuesto que el mecanismo de induccién de la citotoxicidad puede
ser a través de diferentes vias como: la inhibicidon de la sintesis de proteinas de novo, la
activacion de caspasas, la activacidén de la via mitocondrial de ROS-p38-p53, asi como a
través de blogueo de Ras-Raf y vias PI3K-Akt (Hostanska et al., 2003; Lavastre et al., 2002;
Lei & Chang, 2009; Nunes et al., 2012), lo cual implica que no hay una sola ruta de muerte
celular activada por las lectinas o un mecanismo Unico de accidn, sin embargo es necesaria
llegar a la purificacion para estudiar la via por la cual la proteina de tipo lectina presente en

O. fiuc-indica ejerce su efecto citotoxico.
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Conclusiones

Con los resultados obtenidos en este trabajo, se concluye que:

e El proceso de saturacion con (NH4)2SO4 separd y concentrd proteina de interés
presente en el ET obtenido del pericarpio de tuna de O. ficus-indica, en la fraccién
del 80-100 % de saturacion.

e La fraccién al 80-100 % de saturacidn mostrd actividad aglutinante en eritrocitos
humanos (66.0 UHA/mg de proteina), asi como hay evidencia de que la actividad
aglutinante es diferencial en el caso de lineas celulares tumorigénicas respecto a las
no tumorigénicas provenientes de cancer cervical.

e La actividad aglutinante se ve inhibida con GIcNAc, GIcN y SiA, lo que indica que la
fraccién es especifica para estos carbohidratos, los cuales son homodlogos
estructurales y que se ven alterados en procesos carcinogénicos.

e La fraccidén al 80-100 % se saturacion mostré actividad citotdxica estadisticamente
significativa para todas las lineas celulares evaluadas, aunque hasta el momento no
se puede demostrar que este efecto sea diferencial como es el caso de la

aglutinacién.
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Anexos

Anexo 1. Ensayo de aglutinacion con lineas celulares

HaCaT + Fraccion 40 % Hela + Fraccion 40 % SiHa + Fraccion 40 % C33-A + Fraccidon 40 %

Figura 1. Ensayo de aglutinacién con lineas celulares. En la parte superior se muestran los controles negativos
(sin proteina) con cada una de las lineas celulares. En la parte inferior, se muestra la actividad aglutinante de la
fraccion de 40 % que mostrd una mejor actividad aglutinante. Todas las lineas tumorigénicas (Hela, SiHa, C-33A
son reconocidas y aglutinadas, mientras que la linea celular control (HaCat) no fue aglutinada (Patifio, 2013).

Tehuitzin-Acevedo, 2017.

Péagina 29



Actividad aglutinante y citotoxica de una fraccion proteica obtenida de... e

Anexo 2. Ensayo de aglutinacion con eritrocitos humanos O*

Controles
(+) (-)

WGA BSA 1% 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024

Diluciones

ET

ET

ET

80

Fracciones

80

100

100

100

Figura 4. Ensayo de aglutinacion con eritrocitos humanos. Se muestra una actividad aglutinante positiva del ET
en una dilucién 1:2, lo cual representa una actividad especifica del 9.1 UHA/mg de proteina, la fraccién del 80-
100 % de saturacion presenta actividad aglutinante en una dilucién 1:32, lo que se traduce en una actividad
especifica del 66.0 UHA/mg de proteina.

ET: Extracto total.

WGA: Aglutinina de germen de trigo (control positivo).

BSA: Albumina de suero fetal bovino (control negativo).
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Anexo 3. Ensayo de inhibicidn con carbohidrato en eritrocitos humanos O*

Diluciones
12 14 18 1:16 132 164 1128  1:256

Diluciones

1.2 1.4 1.8 1:16 1:32 1:64 1:128  1:256

ET+400 mM ET+250 mM
250 mM

WGA +

100%+250 mM
WGA + 400 mM

100%+400 mM

Panel A Panel B

Figura 7. Ensayo de Inhibicion de la aglutinacién con GIcNAc en eritrocitos humanos O*. Concentraciones 250 y
450 mM de GlcNac. Panel A. Se muestra la inhibicion de la aglutinacién con GIcNAc en el ET a partir de una
concentracién de 250 mM de carbohidrato, mientras que para la fraccién proteica del 80-100 % de saturacion se
comienza a ver una inhibicién a los 400 mM. Panel B. Se usé la WGA (aglutinina de germen de trigo) como control
positivo con bajo las mismas concentraciones de carbohidrato (250 y 400 mM).
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Anexo 4. Ensayo de inhibicién con lineas celulares

Figura 8. Ensayo de inhibicién de la aglutinacién en la linea celular C-33A. Concentraciones de 200 mM de
GlcNAC, Glc, SiA, Sac, Lac y Xyl, observacion llevada a cabo a 10 X A. Control (PBS y células) B. Control negativo
(fraccion proteica al 40 % y células) C. Control positivo (WGA, GIcNAc y células) D. GlcNac, inhibicién positiva E.
GlcN, inhibicidn positiva F. SiA, inhibicién positiva G. Sac, inhibicidon negativa H. Lac, inhibicidn negativa I. Xyl,
aglutinacion negativa (Patifio, 2012)..
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Anexo 5. Estructuras de los carbohidratos reconocidos

Carbohidrato Estructura
CH,OH
0
H H
GlcN OH H
HO H
H NH
CH,OH
H O OH
H
OH H
GlcNAc b H
H HN\C/,CHs
\C\)
CH,
R 0—C—H
SiA (B8]
( 9]
CH,
CH->OH
@)
Xyl OH
OH
OH

Tabla 4. Estructuras de los carbohidratos reconocidos por las fracciones proteicas. Se puede apreciar que la GIcN,
GlcNAc y el SiA comparten la misma base estructural cambiando solo algunos radicales que poseen y la Xyl es un
carbohidrato implicado en la produccién de O-glicanos.
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