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RESUMEN

En los Ultimos afios la falta de regulacion en el uso de antibioticos ha contribuido a la
resistencia bacteriana. Esto ha llevado a la busqueda de alternativas profilacticas para
su prevencion y dentro de éstas, la terapia de anti-adherencia ha generado resultados
prometedores. La terapia se basa en la utilizacion de moléculas con estructura analoga
a las que participan en el reconocimiento bacteriano, lo que impide (por competencia)
la union de la bacteria con el hospedero y consecuentemente previene la infeccion.

El objetivo fue sintetizar neoglicanos con la capacidad de interferir en el reconocimiento
biolégico. Se llevé a cabo la sintesis de neoglicanos por medio de la reaccion de
Maillard usando albumina sérica bovina (BSA) y oligosacaridos de quitosano (sin
ultrafiltrar, ultrafiltrados y ultrafiltrados re-acetilados) en proporcion 1:2 (p/p) vy
temperatura de 50, 60 y 70 °C por 30 minutos. La caracterizacién de neoglicanos se
realizé por medio de electroforesis SDS-PAGE, cuantificacién de grupos amino libres,
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) y patrones de
emision de fluorescencia intrinseca. Ademas, se realizaron ensayos de reconocimiento
con la lectina de germen de trigo (WGA, por sus siglas en inglés) especifica para
residuos de N-acetilglucosamina. La caracterizacion permitié evidenciar la conjugacion
de oligosacéaridos de quitosano con BSA. La mayor glicacion se presentd en los
neoglicanos obtenidos a 70°C, en los tres grupos de neoglicanos. Los ensayos con la
lectina WGA mostraron que los neoglicanos mayormente reconocidos en los tres
grupos fueron aquellos obtenidos a 70 °C y sintetizados a partir de oligosacaridos
ultrafiltrados y posteriormente re-acetilados. En los ensayos con las cepas de E. coli
K88+ y E. coli K88 ac se observo mayor reconocimiento con neoglicano del grupo con
oligosacaridos sin ultrafiltrar obtenido a 50 °C, seguidos por el neoglicano con
oligosacaridos ultrafiltrados y re-acetilados obtenidos a 70 °C por la cepa E. coli K88+,
y neoglicanos obtenidos a 70 °C con oligosacaridos sin ultrafiltrar por la cepa E. coli
K88 ac. Concluyendo con esto, que, los neoglicanos sintetizados tienen la capacidad
de ser reconocidos por cepas de contienen adhesinas de reconocimiento hacia N-
acetilglucosamina y glucosamina, esto abre la posibilidad de ampliar la variedad de

cepas que se pueden incluir para la terapia de anti-adherencia.
ix
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INTRODUCCION

La resistencia a antibioticos por parte de bacterias patdégenas representa un
incremento en la morbilidad y mortalidad de la poblacion, lo que constituye una
amenaza de salud publica a nivel mundial (Oteo y Aracil, 2015). Dicha resistencia es
debida primordialmente a la utilizacion excesiva de antibioticos (Huttunen et al., 2016),
por consiguiente, la necesidad de estudiar nuevas opciones para combatir las
enfermedades causadas por microorganismos es cada vez mayor.

La busqueda de alternativas al uso de antibiéticos ha llevado a la investigacion de
moléculas capaces de prevenir las infecciones. Para ello, es necesario conocer la
manera en que las bacterias patdégenas actian. En este contexto, el reconocimiento
de la bacteria hacia estructuras especificas en el huésped es el primer paso necesario
para la colonizacién del hospedero y posterior desarrollo de la infeccion (Huttunen et
al., 2016). El bloquear este reconocimiento se considera como una de las opciones
viables para impedir que la enfermedad tome lugar. Esta estrategia es conocida como
terapia antiadherente y en ella se emplean moléculas que juegan un papel importante
en el reconocimiento de patégenos, como lo son las moléculas de superficie que son
reconocidas por los patégenos, asi como las lectinas bacterianas (adhesinas) que
reconocen estas moléculas de superficie. Sin embargo, debido a su complejidad
estructural, la investigacion y desarrollo para su utilizacidon representa un reto (Novotny
et al., 2013; Sharon, 2006).

La terapia antiadherente, también llamada glicoterapia, se ha propuesto para prevenir
la interaccion de lectinas bacterianas con los glicoconjugados del hospedero. Esta
estrategia propone la sintesis de glicoproteinas o glicolipidos denominados
neoglicanos, los cuales son evaluados con la finalidad de comprobar su participacién
en la inhibicion de la adhesion bacteriana. Los neoglicanos en las terapias de anti-
adherencia por si solos han creado una nueva area de investigacion, no solo por ser
una estrategia novedosa sino por las multiples formas de poder ser utilizada y los
beneficios potenciales al compararlos con los antibidticos utilizados actualmente
(Sattin y Bernardi, 2016).



Las ventajas de la terapia antiadherente sobre el uso convencional de antibioticos son
principalmente que los neoglicanos no contribuyen al ciclo de multiresistencia de las
bacterias involucradas, tampoco se espera se desarrolle toxicidad o reaccion
inmunoldgica por ser moléculas con estructuras similares a las presentes en el
hospedero y por lo tanto que no se reconozcan como extrafias (Krachler y Orth, 2013).
La terapia antiadherente se ha estudiado en cepas de E. coli causantes de infecciones
(Asadpoo et al., 2021; Grange et al., 2002). Esta estrategia de control ha sido posible
al elucidar las estructuras oligosacaridas que son reconocidas especificamente por
cada variante de E. coli, identificando ademas las secuencias de carbohidratos
presentes en las células blanco y que son susceptibles de ser reconocidas (Sharon,
2006; Arnaud et al., 2013; Krachler et al., 2013).

Se ha reportado que adhesinas fimbriales de E. coli reconocen estructuras con
glucosamina y N-acetilglucosamina (Dubreil et al., 2016; Mouricout et al., 1990).
Adicionalmente, se ha reportado que estructuras con N-acetilglucosamina también
estan presentes en secuencias que son reconocidas por bacterias de Haemophilus
influenzae, Neisseria gonorrhoeae y Streptococcus suis (Sharon, 2006), bacterias
patdgenas causantes de diversas infecciones que afectan la salud del hospedero
(Saarela et al., 1995).

La fuente mas abundante de N-acetilglucosamina en la naturaleza proviene de la
quitina (Abraham, 2004) sin embargo, a mayor peso molecular y grado de acetilacion
de este polimero, la solubilidad es menor, lo que dificulta el poder utilizarlo para la
sintesis de neoglicanos. La utilizacibn de quitosano (polisacarido de N-
acetilglucosamina parcialmente acetilado) para la sintesis de neoglicanos de interés y
la posterior re-acetilacion de los mismos, representa una alternativa viable debido a su
solubilidad en soluciones acuosas. Lo anterior representa una estrategia viable para la
obtencion de moléculas con la capacidad de ser reconocidas por lectinas bacterianas
pertenecientes a cepas de E. coli, y con la posibilidad de ser utilizadas en la terapia

antiadherente para diversas bacterias.



REVISION BIBLIGRAFICA

Glicobiologia

La glicobiologia es una ciencia relativamente nueva que se encarga de estudiar los
glicanos, es decir los carbohidratos y polisacaridos tanto libres como unidos a
moléculas mas complejas. Esta area incluye la quimica de carbohidratos, sintesis,
modificaciones a su estructura, degradacion de glicanos y el analisis de su funcion en
sistemas bioldgicos. Los glicanos pueden estar unidos a proteinas y son llamados
glicoproteinas, o unidos a lipidos denominados glicolipidos; siendo las glicoproteinas,

las mas abundantes en la naturaleza (von der Lieth et al., 2006; Varki et al., 2015).

El estudio de estas moléculas debe tener en consideracion las dificultades que
conlleva su investigacion ya que los glicoconjugados son de gran complejidad y
diversidad estructural debido a las diferentes uniones que pueden presentarse entre
los carbohidratos que los componen, las cuales se encuentran de forma natural en

muchos organismos vivos (Varki et al., 2015).

Los glicanos que se encuentran en las membranas celulares pueden estar unidos tanto
a proteinas como a lipidos transmembranales, y no solo su diversidad de secuencias
es un contribuyente a la dificultad de su estudio, sino, también al hecho de ser parte
de la glicocélix el cual debido a su interaccion con otras células o patbgenos cambia
constantemente (Verbet y Cacan, 2001). A diferencia del estudio de las proteinas y
acidos nucleicos, el estudio de la estructura de los glicoconjugados por medio de la
genética no es sencilla debido a que ésta juega solo un papel parcial en la
determinacion de su estructura. La glicomica estudia la expresion del glicoma en las
células e intenta elucidar el catadlogo de glicosiltransferasas requeridas para que las

estructuras glicosiladas se presenten en un organismo (von der Lieth et al., 2006).

En comparacion con la importancia dada a otras moléculas encontradas en alimentos

y en organismos Vvivos, los glicanos han sido estudiados principalmente desde el punto



de vista quimico y metabdlico, sin tener en cuenta su papel en las funciones biologicas

en las que participan (Varki et al., 2015).

Estructura de Glicoconjugados

En la naturaleza, los glicoconjugados son de diferentes tipos. Como su nombre lo
sugiere se trata de moléculas conjugadas, entre las que se encuentran los glicolipidos
y las glicoproteinas principalmente. En el caso de glicolipidos, se conforman por una
parte lipidica y una parte de glicanos, mientras que las glicoproteinas estan
compuestas por una parte proteica a la cual se unen los glicanos, estas moléculas
generalmente se encuentran presentes en la membrana celular y en algunos casos

también como moléculas extracelulares (Costa 2017; Ha y Bhagavan, 2011).

En este caso las moléculas de interés son las glicoproteinas, donde tenemos proteinas
0 péptidos, los cuales se encuentran unidos a glicanos, por enlaces covalentes que
pueden ser de dos tipos; uniones tipo O (uniones por medio oxigeno) y uniones tipo N

(uniones por medio de nitrogeno) (Ha y Bhagavan, 2011).

Dentro de las uniones de carbohidratos con proteinas existen dos clases,
proteoglicanos y glicoproteinas. Los proteoglicanos son moléculas que tienen un alto
contenido de glicanos en comparacion a glicoproteinas donde la unién de
carbohidratos en la proteina es menor. Las glicoproteinas son de estructura muy
diversa, la cual es determinada por las moléculas que las conforman, por ello es
importante conocer la estructura de ambas moléculas, ya que éstas determinaran la

funcion biolégica de la glicoproteina resultante (Costa, 2017; Ha y Bhagavan, 2011).

La parte proteica de las glicoproteinas esta determinada por los diferentes
aminoacidos que la constituyen. Las secuencias de proteinas pueden estar
conformadas de 20 aminoéacidos diferentes. La secuencia primaria determina las
propiedades de la molécula total, por ejemplo, su solubilidad, su estabilidad, la
estructura tridimensional y los sitios disponibles para union a glicanos (Voet y Voet

2007; Varki et al., 2015). Mientras que a la porcion compuesta por carbohidratos se le



atribuyen caracteristicas propias de estas estructuras. Los carbohidratos presentan
multiples grupos funcionales como hidroxilo, aldehidos o cetonas, estando estos
presentes en la configuracion D (Figura 1), refiriéndose a la orientacion espacial del
grupo hidroxilo de su carbono anomérico, esta forma es la que se encuentran en la

naturaleza (Tymoczko, 2007).

Los carbohidratos tienen diversas caracteristicas que los distinguen de los &cidos
nucleicos y proteinas. Pueden ser moléculas ramificadas y esto es debido a que
pueden unirse entre monomeros de diversas maneras, ya que los grupos hidroxilos
presentes pueden formar enlaces glicosidicos entre los distintos hidroxilos de otro
mondmero dando como resultado oligosacéaridos o polisacaridos con gran variabilidad
estructural (Tymoczko, 2007; York, Kochut y Miller, 2010). Aunado a ello, los
carbohidratos, al formar los enlaces glucosidicos, pueden tomar la conformacién alfa
(a) o beta (B), del carbon anomérico (Cohen y Varki, 2014; York et al., 2010).

La funcién biologica que tienen los glicanos o carbohidratos en las estructuras
complejas que forman parte en las células de los diferentes organismos, no ha sido
completamente elucidada. Aunque, aun no es conocida alguna excepcién donde los
glicanos no formen parte de la estructura de superficies celulares, la investigacion
sobre sus funciones continta. Por su arreglo tan diverso en las superficies celulares,
su elucidacion es compleja. Ademas, en un organismo se pueden llevan a cabo
cambios en la glicacion de proteinas ya sintetizadas y funcionales, generando cambios
estructurales y en su funcionalidad. Como es el caso de las hemoproteinas, donde la
glicacion de éstas determina si son capaces de transportar oxigeno o no (Stein y
Briken, 2010; Tang et al., 2020). Sin embargo, a pesar de las dificultades que esto
presenta, el continuo estudio de estas moléculas en conjunto con nuevas herramientas
de investigacion, como la espectrometria de masas, ha llevado a la elucidacion de las
estructuras que se encuentran presentes en las células (von der Lieth et al., 2006;
Varki et al., 2015).
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Biosintesis de glicoproteinas

La biosintesis de glicoconjugados se da mediante glicosilacion enzimatica de
proteinas. El mecanismo es similar a un sistema sustrato-aceptor, un proceso complejo
que se da por competencia de sustratos por las enzimas glicosiltransferasas y
glicosilhidrolasas. Durante la biosintesis, la adicion de monémeros se da por la
presencia de las enzimas catalizadoras, glicosiltranferasas, las cuales reconocen
especificamente el glicosil sustrato-donador (nucleétidos de carbohidratos) y el glicosil
sustrato-aceptor, del glicano parcialmente sintetizado. Estas enzimas tienen sitios
celulares especificos, como lo son el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico (ER),

en donde se lleva a cabo este proceso (Figura 2).

La union de los glicanos a las proteinas ocurre en estos organelos secuencialmente,
después de que la proteina es codificada en el ribosoma. Primeramente, en el reticulo
endoplasmico se da la adicion de glicanos a las proteinas, lo cual inicia con la
transferencia de la base de GlcsMangGIcNAc2 (nueve moléculas de manosa, dos de
acetilglucosamina y tres de glucosa), procedentes de un donador glicosil, hacia un
polipéptido por accidn de una oligosacariltransferasa en un sitio de glicacion definido
por una secuencia especifica de aminoacidos asparagina-X-treonina/Ser (donde X
puede ser cualquier aminoacido excepto prolina). Posteriormente en el aparato de
Golgi se lleva a cabo una modificacion de los glicanos ya unidos a la proteina, esto en
los residuos de glicanos expuestos, conservando la base GlcsMangGIcNAc2, las
estructuras resultantes pueden variar dependiendo de la disponibilidad de glicanos que
tengan las enzimas durante la sintesis. Todo este proceso da como producto final
glicoproteinas maduras vy listas para ser transportadas al lugar donde ejerceran su
funcién (Cao et al., 2018; Meng et al., 2018; Stanley, Schchter y Taniguchu, 2009; York
et al., 2010).
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Figura 2. Procesamiento de N-glicanos en el reticulo endoplasmico y el aparato de
Golgi. Abreviaturas: Asn, asparagina; ER, reticulo endoplasmico; Fuc, fucosa; Glc,
glucosa; Sia, acido sialico; Gal, galactosa; GIcNAc, N-acetilglucosamina; Man,
manosa.

Fuente: Cao et al., 2018.



La modificacién de proteinas por medio de la glicosilacion con glicanos complejos es
frecuente en la sintesis post-traslacional de proteinas en células eucariotas y estas
modificaciones tienen influencia sobre la estructura y funcion general de las
glicoproteinas. Aunado a ello, tienen efecto sobre la localizacion, sefializacion, tiempo
de vida y protedlisis de las mismas. Esto es importante debido a que alrededor del 50%
del total de las proteinas humanas, son glicosiladas. Cada célula conocida en un
organismo esté cubierta por glicanos, lo cual sugiere que el glicoma es esencial para
la vida (Cohen y Varki, 2014; Saraswathy et al., 2011; Struwe y Robinson, 2019; York
et al., 2010).

El papel que realizan los glicanos que forman parte de las estructuras de
glicoconjugados, es especifico. El cambio en la estructura del carbohidrato puede
generar una diferencia sobre la funcionalidad de la molécula de la cual forman parte.
La adicion de glicanos sobre una proteina se denomina macrohetereogeneidad.
Mientras que el rango de estructuras de glicanos disponibles que existen en un solo
sitio de glicosilacion es determinado como microhetereogeneidad (Struwe y Robinson,
2019).

La glicosilacién de proteinas es necesaria para el correcto plegamiento de proteinas,
en caso de que no se lleve a cabo de forma correcta o se vea inhibida, da como

consecuencia la agregacion y degradaciéon de la misma (Saraswathy et al., 2011).

Sintesis de Neoglicoconjugados

La sintesis de glicoconjugados fuera de la célula utilizando como base un organismo
0 enzimas es costosa y compleja, debido principalmente a la baja disponibilidad
comercial y a los elevados costos de las enzimas transferasas y azucares nucleétidos
necesarios. Este factor debe considerase ya que podria disminuir su factibilidad, lo
cual también contribuiria a la posibilidad de generar poco interés para ser
implementada en un futuro (Meng et al., 2018; Varki, 2009).



La sintesis de esta clase de moléculas que logren tener funcion bioldgica puede
presentar inconvenientes ya que los epitopes de reconocimiento en cada tipo de
patébgeno son diferentes, aunado a la gran variedad de glicanos existentes en la
superficie celular y a que contribuyen a la complejidad de la interaccion entre patégeno

y célula (Palaniappan y Bertozzi, 2016).

Existen métodos de sintesis conocidos y estudiados para la obtencién de
glicoproteinas, con el fin de utilizarlas como moléculas de anti-adherencia, entre ellas
se encuentran la sintesis no enzimatica o reaccion de Maillard. Esta reaccion se
presenta comunmente durante el procesamiento térmico de alimentos. El mecanismo
de esta reaccion consiste en una serie de reacciones reversibles en las primeras
etapas, en las que interviene un grupo amino (de la proteina, siendo el residuo lisina
mas comunmente usado) y un azucar reductor (Figura 3). La union del carbonilo del
azucar con la amina de la proteina forma una base de Schiff. Después de esto, se da
un reacomodo que da como resultado lo que se conoce como producto de Amadori.
En una matriz alimenticia la reaccién avanza hasta la obtencion de productos finales
de glicacion debido a la complejidad de la mismay a la presencia de grupos carbonilos

y aminas que contintdan retroalimentando la reaccion.

En el contexto de moléculas de anti-adherencia se considera que este tipo de sintesis
puede llevarse a cabo de manera controlada mediante el establecimiento de las
condiciones de reaccion que conduzcan a la formaciéon de los productos deseados
(Fayle et al., 2002; Zhang et al., 2009).

Existe informacion que sustenta la capacidad de reconocimiento por parte de lectinas
y adhesinas bacterianas hacia neoglicanos sintetizados a través de la reaccion de
Maillard, por lo que la terapia de anti-adherencia utilizando este método de sintesis es
factible (Colombo, Pitirollo y Lay, 2018; Cozen y Read, 2012; Huttunen et al., 2016;
Sharon, 2006).
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Funciones de Glicoconjugados

Las funciones que los glicoconjugados pueden llevar a cabo son muy diversas. Una
de las mas comunmente conocidas es la de soporte, ya que gran variedad de
glicoproteinas y glicolipidos se encuentran como moléculas transmembranales.
Ademas, debido a que los glicanos forman parte de la superficie celular, las
interacciones entre las células y otro tipo de reconocimientos biolégicos se dan
generalmente a través de la interaccion de estructuras de glicanos (Figura 4), como
por ejemplo el reconocimiento de anticuerpos, unién a patégenos, adherencia celular,

interacciones entre células y sefializacion (Cohen y Varki, 2014; Varki et al., 2015).

En una sola célula puede percibirse una gran biodiversidad quimica y estructural en la
que estan involucradas una variedad de funciones (Verbert y Cacan, 2001). Problemas
en la sintesis de glicoconjugados, se veran reflejados en una deficiencia o en la pérdida

de la capacidad de llevar a cabo su funcion (Cao et al., 2018).

Un papel importante que tienen los glicanos es en el reconocimiento de patdgenos
debido a que las estructuras de carbohidratos son las que son susceptibles de ser
reconocidas por los patdgenos. Esta unidn es necesaria para que los microorganismos
se adhieran, reproduzcan, proliferen en las células blanco y la infeccion se lleve a cabo
(Pereira y Giugliano, 2013; Sharon y Ofek, 2000; Verbert y Cacan, 2001).

Las moléculas en la superficie de microorganismos patégenos son capaces de
reconocer diferentes secuencias de glicanos en la superficie de células llamadas
glicoepitopes, los cuales son diferentes dependiendo del microorganismo (Sarabia-
Sainz et al., 2009). Por esto, encontrar una molécula con una estructura especifica que
tenga la capacidad de impedir la adherencia para un patdgeno en particular es parte

de la complejidad en la investigacién sobre esta clase de moléculas.

12



Célula

Anticuerpo

Asialoglicoproteina
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Lectinas y Adhesinas

En el reconocimiento entre células y patdgenos, existen dos moléculas importantes
que toman lugar para que este suceso se lleve a cabo, las moléculas también pueden
ser denominadas ligando y receptor. Como receptores tenemos a las adhesinas o
lectinas, siendo aquellas moléculas expuestas en la superficie de bacterias que
interaccionan de manera especifica con ligandos (Figura 4). En este caso en patrticular,
los ligandos son carbohidratos, también llamados glicanos, presentes en los
glicoconjugados de la superficie de las células de un hospedero (Cegelski, Smith y
Hultgren, 2019; Nilsson, 2007).

Para un gran nimero de bacterias, la forma por la cual se da la adhesion es por medio
de las fimbrias (apéndices formados por proteinas y tienen funcion de adhesién). En
la parte final de las fimbrias se encuentran las adhesinas que son un tipo de lectinas
gue interaccionan con carbohidratos y otros componentes presentes en la superficie

de la célula del hospedero (Douéllou, Montel y Sergentet, 2017; Saeedi et al., 2017).

Lectinas

Se les denominan lectinas a las proteinas o glicoproteinas con la capacidad de
reconocer carbohidratos de una manera reversible y especifica. Las lectinas son
moléculas ubicuas, y hasta la fecha han sido identificadas en microorganismos,
animales y plantas. Esta clase de moléculas son importantes en el reconocimiento de
muchos patdégenos. La gran diversidad de secuencias de carbohidratos presentes en
las superficies celulares es un factor que permite evidenciar la importancia de las
lectinas y que explica la gran diversidad que existe de las mismas (Kirmiz, Chu y
Lebrilla, 2007; Nikitina, Loshchinina y Vetchinkina, 2017; Yang y Hancock, 2004).

Las lectinas son clasificadas de acuerdo con la secuencia de aminoacidos que los
componen, por la especificidad hacia carbohidratos, su ubicacion y en las propiedades

bioguimicas que poseen. Dentro de la clasificacion de las lectinas presentes en
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animales se encuentran las de tipo C, Sy P. Las lectinas de tipo P estan formadas por
cinco unidades peptidicas que se unen a lipopolisacaridos de bacterias, e
interaccionan con células del sistema inmune. Las lectinas de tipo S son conocidas por
su capacidad de union a galactésidos y ayudan en el proceso de inflamacién. Las
lectinas de tipo C son una clase abundante que se encuentra constituida por un gran
namero de subtipos, dentro de la cual se encuentra la lectina de unidén a manosa. Las
lectinas tipo C requieren de calcio para lograr unirse a carbohidratos y tienen en comun
un dominio homdlogo de 120 aminoacidos el cual es responsable de la union a
ligandos (Berg, Tymoczko y Stryer, 2007; Coelho et al., 2014; Tizard, 2009).

Las lectinas aun no estan totalmente caracterizadas, aquellas que se encuentran en
plantas son el grupo que ha sido mayormente estudiado, sin embargo, la elucidacion
estructural que se ha hecho a la fecha es solo de una fraccién de la gran diversidad
gue se encuentra en la naturaleza (Nilsson, 2007). Desde el conocimiento de la
existencia de las lectinas su estudio se ha centrado sobre su capacidad de reconocer
carbohidratos, o secuencias de glicanos. Estudios sobre este tema se han llevado a
cabo por ensayos de aglutinacion, ya que la union entre lectinas y carbohidratos se ve
evidenciada por la formacion de un precipitado (Irish, Maenz y Classen, 1999). Los
estudios para evaluar la especificidad de las diferentes lectinas hacia carbohidratos
especificos se han realizado desde dos perspectivas; una de ellas es evaluando la
unién hacia monémeros, donde se ha observado que la unién es generalmente débil
y la otra es hacia secuencias de carbohidratos lo que generalmente produce una mayor
afinidad de reconocimiento. Esto indica que de manera general las lectinas presentan
mayor capacidad de formar interacciones con glicanos complejos donde existe la
posibilidad de un mayor nimero grupos quimicos expuestos para interaccionar, cComo

dimeros, trimeros, etc. (Nilsson, 2007).

Las lectinas son ubicuas en organismos vivos y se encuentran no solo en cantidades
importantes sino también que existe gran diversidad de ellas. Se han utilizado como
herramientas en investigacion, siendo aquellas obtenidas de plantas las mayormente

utilizadas para diferentes clases de estudios. Por ejemplo, se han utilizado para el
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analisis estructural y fisiologico de células, tejidos, microorganismos patégenos, entre
otros. Asimismo, se usan para estudiar glicoconjugados extracelulares y en técnicas
mas recientes para el estudio de microarreglos de carbohidratos (van Buul y Brouns,
2014; Coelho et al., 2014; Mislovi¢ova et al., 2009)

Por otra parte, se ha estudiado el consumo de productos alimenticios con contenido
de lectinas, aunque en mucha menor proporcion en comparacion al contenido de
carbohidratos. Las lectinas se pueden encontrar en granos de cereales, diversas
frutas, legumbres, etc., los cuales generalmente son parte de la dieta alimenticia. Se
ha observado que el consumo ocasional de lectinas esta relacionado con una
proteccion hacia enfermedades como diabetes y cancer, sin embargo, se ha planteado
que la informacién disponible no es suficiente. Primeramente, no se conoce con
exactitud la concentracion de lectinas presentes en el alimento posterior al
procesamiento y, por otro lado, algunas lectinas han demostrado afectan la absorcion
de algunos nutrientes, por lo que es necesario investigar estos aspectos mediante

pruebas in vivo (Afrin y Ikai, 2014; van Buul y Brouns, 2014).

Lectina del germen de trigo

La lectina del germen de trigo (WGA, por sus siglas en inglés) esta presente en la
planta de trigo, Triticum vulgare. Al igual que todas las lectinas es de origen no
inmunoldgico y es una proteina homodimera, esto es, dos subunidades iguales, cada
una compuesta por 117 residuos de aminoacidos, en los cuales se encuentran los
dominios de unién a carbohidratos. En cada subunidad se encuentran multiples sitios
de unién a N-acetilglucosamina (GIcNAc) y &cido sialico, de los cuales ocho
corresponden a sitios especificos para union de GIcNAc (Afrin y lkai, 2014; Kumari et
al., 2016).

En la naturaleza, las lectinas tienen un papel importante en el fenébmeno bioldgico de
reconocimiento, y en las plantas esta funcion esta relacionada con la capacidad de
protegerla ante patdgenos externos. Lo cual esta asociado a interacciones con
glicanos de superficie. Por lo que, en investigacion, la lectina WGA se ha utilizado para
evidenciar diferencias en la expresion de carbohidratos en la superficie celular de
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distintos tejidos, como herramienta en el andlisis de malformaciones o alteraciones
morfologicas de células que indica la presencia de células malignas en el sitio de

estudio, por ejemplo, en sangre (Afrin y Ikai, 2014; van Buul y Brouns, 2014).

Adhesinas

Las adhesinas (lectinas bacterianas) son moléculas con estructuras complejas que se
encuentran en la superficie bacteriana, comdnmente presentes en apéndices
filamentosos denominados fimbrias o pili, aunque también puede haber adhesinas no
fimbriales. Las fimbrias estan conformadas por apéndices celulares que varian en su
longitud y didmetro. En algunos casos, las adhesinas asociadas a un tipo de fimbrias
pueden tener diferente especificidad de receptor (Soman et al., 2015). Los tipos de
adhesinas presentes también pueden variar dependiendo de la naturaleza de la
bacteria, si es Gram positiva 0 Gram negativa. Por ejemplo, en el caso de bacterias
Gram negativas como Escherichia coli presentan adhesinas en forma de fimbria,
donde la adhesina responsable de la union a tejido de un hospedero se encuentra al

final de esta estructura fimbrial (Patel, Mathivanan y Goyal, 2017).

Las adhesinas estan asociadas al reconocimiento bacteriano, teniendo como funcién
principal la de servir como lectina, es decir reconocer moléculas de carbohidratos de
los glicoconjugados de la superficie celular de un hospedero, para la supervivencia de
la bacteria. La adherencia es una de las primeras etapas para iniciar un proceso de
infeccion, debido a ello, es considerada como un factor que facilita la invasion
bacteriana. Las adhesinas ademas de ser determinantes en la patogenicidad también
son de suma importancia en el proceso de reconocimiento inicial (Hallstrom vy
McCormick, 2015; Nash, Dalziel y Fitzgerald, 2015).

Bacterias patdgenas y reconocimiento

El reconocimiento de bacterias puede involucrar interacciones no especificas entre el

receptor y la adhesina. Como primeras interacciones no especificas se pueden
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encontrar las hidrofobicas o de cargas, que se presentan entre las adhesinas de los
patogenos y las moléculas de la superficie celular en las células blanco, sirviendo como
primer contacto entre ambas partes. Después se continda con la unidén especifica por
medio del reconocimiento de los carbohidratos presentes en las superficies celulares
del hospedero y las adhesinas de la bacteria, esto con la finalidad de permitir a la
bacteria adherirse al tejido de tal manera que le permita sobrevivir y reproducirse
(Soman et al., 2015).

Adherencia bacteriana

La unidén de las bacterias a los receptores del hospedero es un mecanismo mediado
por adhesinas fimbriales o adhesinas afimbriales. Las adhesinas se comportan como
lectinas, reconociendo residuos oligosacaridos de glicoproteinas o glicolipidos. Las
adhesinas presentes en la punta de la fimbria bacteriana son las que dirigen la alta

afinidad de reconocimiento hacia los receptores de un hospedero (Bouguénec, 2005).

La capacidad de adherirse a los tejidos de un hospedero es una caracteristica
importante de Escherichia coli, y de otros patdgenos, lo cual es debido al nUmero y
diversidad de adhesinas presentes en su superficie. La habilidad de adherencia es una
determinante para que una bacteria logre colonizar, ademéas de que le ayuda a su
supervivencia ante la defensa mecénica del hospedero, es decir, la peristalsis, y
resistencia en un ambiente de flujo (Bouguénec, 2005; Saeedi et al., 2017; Westerlund-
Wilsrtrom y Korhonen, 2005).

Si bien las fimbrias son morfoldgicamente indistinguibles, éstas son estructuras
heteropoliméricas que pueden estar presentes cientos de copias de las mismas en las
bacterias. Las estructuras proteicas a lo largo de la fimbria pueden presentar
diferencias estructurales. Las subunidades proteicas a las que se atribuyen diferencias
en reconocimiento son las adhesinas, pudiendo estar localizadas en la punta del
filamento o a lo largo del mismo (Soman et al., 2015; Westerlund-Wilsrtrom y
Korhonen, 2005).
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Anti-adherencia

El papel de glicanos

Como ya se menciono, para que la adherencia se lleve a cabo es necesaria la
presencia de glicanos de superficie celular para ser reconocidas por lectinas
bacterianas. Se ha propuesto que moléculas con estructuras de oligosacéridos
especificos, que puedan cumplir la funcibn de molécula simuladora de superficie
celular, de manera competitiva por sitios de union (Asadi et al., 2017; Douéllou et al.,
2017). Las estrategias de bloqueo de la adhesion pueden ser efectivas en la
prevencion de infecciones microbianas tanto en animales como en humanos (Soman
et al., 2015; Douéllou et al., 2017). Aunque la mayoria de las bacterias y hongos
patdégenos tienen diferentes adhesinas, estudios sobre la adherencia demuestran que
al intervenir con la interaccion de un receptor especifico es suficiente para prevenir la

infeccion (Douéllou et al., 2017).

En su mayoria, las glicoterapias utilizan proteinas N-glicosiladas e incluyen
anticuerpos monoclonales, hormonas, factores de crecimiento y vacunas; por lo que
se espera que la industria biofarmacéutica siga utilizando moléculas similares,
tomando en consideracion las grandes retribuciones econémicas por la utilizacion de
estas moléculas como un nuevo farmaco o suplemento competitivo, innovador y que
pueda actuar como profilactico. La importancia de la glicosilacién en las proteinas es
evidenciada por las enfermedades que se presentan a raiz de deficiencias en los
patrones de glicosilacion de las diferentes glicoproteinas. Como ejemplos de esto se
encuentran diferentes tipos de canceres, diabetes, enfermedades neurodegenerativas,

el envejecimiento y muchas mas (Struwe y Robinson, 2019).

Para la implementacion de glicoterapias, es importante incrementar el conocimiento
gue se tiene de los glicanos presentes en moléculas glicosiladas en los organismos
vivos. Es decir, es necesario emplear la glicomica para el estudio y caracterizacion de

este tipo de moléculas diversas, con la finalidad de obtener informacion sobre la
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estructura de los glicoconjugados y poder relacionarla con la funcion para la cual se
sintetizan (Sattin y Bernardi, 2016).

Componentes en los alimentos con propiedades de Anti-adherencia

Existe evidencia cientifica de que algunos componentes presentes en alimentos tienen
la capacidad de impedir la adherencia de bacterias a sus receptores. Esta ampliamente
documentado que el consumo de leche materna en recién nacidos presenta una
capacidad protectora ante patdgenos. Se investigd acerca de los componentes
presentes que cumplian con esta funcion y se encontr6 que dentro de estos
componentes se encuentran ciertos oligosacaridos, glicoproteinas y glicolipidos
presentes en la leche (Sharon y Ofek, 2000; Douéllou, et al., 2017; Pereira y Giugliano,
2013). La proteccion ante organismos patégenos por la presencia de moléculas de la
leche materna se da por competencia de union y obstaculizacién del reconocimiento
de los organismos patdégenos, como se muestra en la Figura 5. La presencia de
componentes naturales de tipo carbohidrato en los alimentos con propiedades anti-
adherentes sugiere que esta clase de moléculas podrian cumplir con una funcién de
competencia para bacterias y otros patégenos al adherirse a estas moléculas y no al
sitio de reconocimiento en células blanco (Douéllou et al., 2017; Sun et al., 2017). De
manera similar a la leche materna, diversas moléculas con estructuras de
oligosacéridos que se encuentran presentes en los alimentos han sido aisladas y se
ha demostrado su efecto en la proteccion contra infecciones bacterianas en estudios
in vitro. Hasta hoy, se han encontrado compuestos con estos efectos preventivos en
diferentes alimentos como arandanos, café, té, vino y platano. De manera patrticular,
los arandanos, se han estudiado ampliamente y se ha comprobado la eficacia del
consumo de jugo de arandonos de manera regular en la prevencion de infecciones en

vias urinarias (Soman et al., 2015; Asadi et al., 2019; Struwe y Robinson, 2019).

Los suplementos dietarios pueden ser extraidos y utilizados como agentes de anti-

adhesion, aungque la manera en la que actian no esta claramente elucidada, se piensa
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Vellosidades intestinales

Enterocito

Y — Capa de mucosas

Microvellosidades

Figura 4. Esquema del efecto de moléculas protectoras de la leche materna. A)
Bacterias con moléculas glicadas, B) Bacterias libres de moléculas glicadas siguen su
ruta por el tracto gastrointestinal por efecto de peristalsis y C) Bacterias que se
adhieren al tejido intestinal. Representacion de microorganismos en negro
corresponde a bacterias patégenas y en blanco a microbiota normal.

Fuente: Douéllou et al., 2017

21



gue su accién de inhibicion es debido a una analogia estructural con los receptores.
Sin embargo, existen alimentos que contienen mezclas de compuestos que pueden

actuar como inhibidores de la adhesion para una amplia gama de microorganismos.

Estos candidatos dietarios deberian ser consumidos con moderacion, ya que se ha
observado que pueden presentar actividad bactericida o efectos bacteriostaticos que
promueven resultados no deseados sobre la flora normal, lo cual debe ser evitado
(Soman et al., 2015; Asadi et al., 2019).

Papel en el reconocimiento

En las investigaciones realizadas sobre los mecanismos de infeccion de patégenos,
donde se buscan maneras de impedir que el proceso infeccioso se lleve a cabo
basandose en estrategias de reconocimiento, se han considerado distintos enfoques
sobre el blogueo del sitio de unidbn como posibles terapias profilacticas contra
infecciones de patdgenos. Dentro de estas estrategias se encuentran diversas formas
de obstaculizar el reconocimiento de los receptores de superficie (Figura 6), donde las
moléculas presentes en la bacteria o las células blanco, que estan involucradas en
este reconocimiento, pueden ser modificadas quimicamente con el fin de impedir la
infeccion. Esto se puede realizar al impedir el correcto ensamblaje tanto de las
moléculas en los sitios de reconocimiento, como de las moléculas responsables del
reconocimiento en la superficie bacteriana. Por modificacién de las células blanco del
hospedero para obstaculizar el reconocimiento, podria lograrse impidiendo el correcto
ensamblaje de moléculas de superficie. También se ha planteado la interferencia del
reconocimiento utilizando anticuerpos, o bien interfiriendo en su reconocimiento de
manera competitiva por medio de moléculas con caracteristicas estructurales similares
a las que se encuentran en su superficie, es decir, utilizando moléculas analogas de
gran tamafo molecular o microorganismos modificados con receptores especificos
dirigidos a las bacterias, donde todas estas alternativas cumplirian la funcion de inhibir
el reconocimiento entre la bacteria y el huésped (Soman et al., 2015; Asadi et al.,

2019).
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Figura 5. Estrategias de terapias de anti-adherencia. (A) Inhibir la adherencia al
intervenir en la biosintesis de adhesinas, (B) inhibir el correcto ensamblaje de
adhesinas, (C) Inhibir el ensamblaje de receptores en células del hospedero, (D)
Impedir la union con moléculas sintéticas de manera competitiva dirigido a receptores
en las células o, (E) en las bacterias, (F) uso de moléculas de gran peso molecular o
microorganismos especificos o (G) uso de anticuerpos.

Fuente: Soman et al., (2015)
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Investigacion de glicoconjugados como moléculas de anti-adherencia

La albumina, de fuentes porcina y bovina principalmente, ha sido ampliamente utilizada
como proteina de anclaje para la sintesis de glicoproteinas (Hinton y Ames, 2006; Kim
y Shin, 2015; Xia et al, 2015). Lopez y Figueroa (2015) sintetizaron
neoglicoconjugados por glicacién no enzimatica utilizando manosa como carbohidrato.
Estas investigaciones encontraron que los conjugados sintetizados fueron reconocidos
por la lectina de Concanavalina A, cuyo reconocimiento es especifico para manosas,
demostrando que, por medio de esta glicacién, el glicano esta disponible para el

reconocimiento.

Analogamente también se han realizado investigaciones de glicacién utilizando lactosa
y galactosa para la sintesis no enziméatica de glicoproteinas. En estos estudios se logré
observar el reconocimiento por bacterias E. coli hacia las glicoproteinas sintetizadas
(Sarabia-Sainz et al., 2009).

Rodriguez (2016) reportd la utilizacién de oligosacaridos de quitina (constituida por
glucosaminas y n-acetilglucosaminas), obtenidos por hidrélisis quimica para la sintesis
de los conjugados, los cuales demostraron reconocimiento por lectinas especificas
hacia estos carbohidratos. La presencia de monémeros de quitina en las estructuras
de glicoconjugados ha demostrado que estas estructuras pueden ser reconocidas por
diferentes cepas bacterianas (Sharon, 2006), lo cual sugiere que la sintesis de este
tipo de neoglicanos podria ser una opcién capaz de tener interaccién con diferentes

microorganismos patdgenos.

Por otra parte, existen pocos estudios sobre la terapia anti-adherencia en modelos in
vivo. Krachler y Orth (2013), utilizaron la terapia de anti-adherencia con oligosacaridos
de leche en un modelo murino, en el cual se logrd evidenciar la prevencién de la
infeccion de enterocolitis necrosante. Sin embargo, es necesario continuar con
estudios de reconocimiento de estas moléculas para poder asegurar que este
reconocimiento que se presenta en estudios in vitro tenga la capacidad de
reconocimiento competitivo similar en un sistema in vivo.
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En el presente estudio se propone ampliar el conocimiento acerca del reconocimiento
de patdgenos hacia moléculas de N-acetilglucosamina y glucosamina, sintetizando
neoglicanos por métodos no enzimaticos utilizando albimina sérica bovina y
oligosacéridos de quitosano, con la finalidad de evaluar el reconocimiento por las
adhesinas de Escherichia coli, especificamente de las cepas E. coli K88+ y E. coli K88

ac.

Al tener conocimiento de la importancia que se ha atribuido a la problemética de la
resistencia hacia antibioticos, la terapia de anti-adherencia que involucra el uso de
agentes que interfieren en el reconocimiento de la bacteria con el tejido del hospedero,
representa una opcion que merece interés. A pesar de las investigaciones generadas
en los ultimos afios, es imprescindible continuar con la investigacion en esta area
especialmente en un sistema in vivo para brindar fundamentos que impulsen su

implementacion en un futuro.
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HIPOTESIS

Los neoglicanos sintetizados tendran la capacidad de ser reconocidos por una lectina
vegetal especifica para N-acetilglucosamina y por adhesinas bacterianas
pertenecientes a cepas de E. coli causantes de infecciones.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Sintetizar neoglicanos a partir de albumina sérica bovina y oligosacaridos de quitosano
para evaluar su capacidad para ser reconocidos por adhesinas bacterianas en

modelos in vitro.

Objetivos particulares

1. Sintetizar neoglicanos a partir de albumina sérica bovina y oligosacaridos de
quitosano por medio de la reaccion de Maillard a diferentes condiciones de
reaccion.

2. Caracterizar los neoglicanos por medio de técnicas electroforéticas,
espectroscopia de infrarrojo y espectroscopia de fluorescencia.

3. Evaluar el reconocimiento bioldgico de los neoglicanos obtenidos, por medio de
lectinoensayos y ensayos con cepas Escherichia coli, especificamente de E.
coli K88+ y E. coli. K88 ac
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se utiliz6 albumina de suero bovino (BSA), acrilamida, estreptavidina peroxidasa,
dodecil sulfato de sodio (SDS), biotina (éster de biotinamidocaproate de n-
hidroxisuccinamida) sulfato de potasio, cloruro de amonio, hidréxido de amonio y
disulfato de potasio de la marca Sigma-Aldrich; anhidrido acético, glutaraldehido,
lectina de germen de trigo (WGA), neoglicano BSA-quitotriosa de la compariia Vector
Laboratories, México; reactivo de Bradford de BioRad; mezcla de oligosacaridos de
quitosano de la empresa Qingdao Yuda Century Economy & Trade. Agar y caldo
tripticasa soya (TSA) marca Becton. Todos los reactivos utilizados fueron de grado

analitico.

Separacion de Oligosacaridos de Quitosano por Ultrafiltracion

Para la separacion de oligosacaridos de quitosano se partié de una solucién al 1% del
carbohidrato, en agua destilada. Se obtuvieron dos fracciones por medio de
ultrafiltracién utilizando una membrana millipore con limite de exclusion de 1000 Da.
Las fracciones obtenidas fueron mayor y menor a 1000 Da. La fraccion de exclusion
mayor a 1000 Da fue liofilizada y almacenada en congelacién para utilizarse

posteriormente en los ensayos de conjugacion.

Sintesis de Neoglicanos

La sintesis de neoglicanos se llevo a cabo de acuerdo con las condiciones de reaccion
reportadas por Sarabia-Sainz et al., (2011), por medio de la reaccion de Maillard
(glicacién). Esta se presenta entre cadenas laterales de aminoacidos que conforman

las proteinas y azucares reductores, promovida por condiciones alcalinas y tratamiento
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térmico. En este estudio se utilizaron soluciones de albumina de suero bovino (BSA) y
oligosacaridos de quitosano, debido a que éste presenta mayor solubilidad en medio
acuso. La proporcién de proteina:carbohidrato usada fue 1:1 (p/p). Se obtuvieron tres
tipos de neoglicanos: BSA con oligosacaridos sin ultrafiltrar (BSA-OSUF), BSA con
oligosacaridos ultrafiltrado (BSA-OUF) y BSA con oligosacéridos ultrafiltrados y re-
acetilados después de la sintesis (BSA-OUFAC), los cuales fueron disueltos en buffer
de carbonato de sodio a pH 9.0, liofilizados e incubadas a condiciones de humedad
relativa de 43% a temperaturas de 50, 60 y 70 °C por 30 min. Después de la
incubacion, los tratamientos se dializaron en membranas de 10 kDa, para separar las
sales y moléculas de oligosacaridos que no se conjugaron y obtener solamente los
neoglicanos sintetizados. Para estimar el contenido de proteinas de los diferentes
tratamientos se utilizé el método Bradford. Las muestras se almacenaron en viales a -
20°C para analisis posteriores (Jackson y Gallagher, 2012). Las condiciones
seleccionadas para la sintesis de neoglicanos fueron establecidas en base a pruebas

preliminares.

Acetilacion de Neoglicanos

La acetilacién se llevo a cabo con la finalidad de obtener la estructura analoga deseada
y que es reconocida con mayor afinidad por lectinas y adhesinas bacterianas. Para la
acetilacion se utilizé6 una mezcla de 100 pL de solucion buffer de amonio (pH 9.4) y
100 pL anhidrido acético por cada 1000 pg de neoglicanos, los cuales fueron
previamente liofilizados; la reaccion se desarrollé por 30 min. Se evaporoé la solucion
residual a sequedad en un equipo de centrievaporacion (Vacufuge® plus Eppendorf)
por 2 horas a 30 °C. Posteriormente se suspendio utilizando un buffer de fosfato de
potasio (pH 7.2 y 9 g de NaCl por cada litro de solucion) y se realizé una dialisis con
una membrana de 10kDa, y se almacend a -20°C para las siguientes evaluaciones
(Jackson y Gallagher, 2012).
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Caracterizacion de Neoglicanos

Electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE)

La electroforesis (SDS-PAGE) se realiz6 con la finalidad evaluar la migracion de los
neoglicanos sintetizados segun sus masas moleculares al aplicar un campo eléctrico,
utilizando un gel de acrilamida al 8% de entrecruzamiento. Los cambios en los
patrones de migracion después de aplicar el tratamiento de glicacion se compararon
con los presentados por la proteina nativa (sin tratar) y se estimé la masa molecular
de cada tratamiento utilizando la ecuacion de regresion, la cual se obtuvo al graficar el
logaritmo de los pesos moleculares de los estdndares y su movilidad relativa (Laemmli,
1970).

Cuantificacion de grupos amino disponibles

Se determind el contenido de grupos aminos disponibles en los diferentes
tratamientos. Para esta prueba se empled el reactivo o-ftaldialdehido (OPA) que se
prepard utilizando una solucion de 25 mL de borato de sodio 0.1 M, 100 pL de 2-
mercaptoetanol con 40 mg de OPA (disuelto en 1 mL de metanol) y 2.5 mL de SDS al
20%, esta mezcla se llevo a 50 mL, con agua destilada. Este reactivo interacciona con
todos los grupos amino libres presentes en el glicoconjugado formando un compuesto
gue presenta absorbancia a 340 nm (Frister et al., 1988).

Para la medicién de las muestras, éstas se ajustaron a 0.05 unidades de absorbancia
medidas a 280 nm y para la determinacion se tomaron alicuotas de 50 pL y se adicioné
1 mL del reactivo de OPA, se incubaron por 2 minutos para posteriormente medir la
absorbancia a 340 nm. Para el célculo del nUmero de grupos amino libres se tomaron
en consideracion las diferencias de densidad Optica entre los tratamientos y la

albumina nativa (L6pez y Figueroa, 2015; Zoellner et al., 2001).

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR).
Este ensayo proporciona informacion acerca de las vibraciones de las moléculas
debido a los enlaces y grupos funcionales presentes al atravesar la muestra con un

rayo en la longitud de onda del espectro infrarrojo (0.78-15.0 ym). Las sefiales
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obtenidas se representan en forma de un grafico, denominado espectro de infrarrojo,
en el cual, se observan picos de absorcion debidos a la vibracién de los diferentes
enlaces atdmicos que corresponden a frecuencias especificas y particulares de cada
tipo de muestra. Para llevar a cabo esta técnica se coloco la muestra sdlida (liofilizada),
en la base del equipo para su lectura utilizando un espectrometro (marca Agilent) FT-
IR Cary 630. Por medio de esta técnica se pudieron observar diferencias en las
frecuencias de las vibraciones debido a la sintesis de neoglicanos, al ser comparados
con el espectro de la proteina nativa (Snehalatha et al., 2009).

Patrones de emision de fluorescencia.

Las proteinas presentan la propiedad de fluorescencia debido a la presencia de
residuos aromaticos, es decir, triptéfano, fenilalanina y tirosina. Sin embargo, la
emision de fluorescencia suele estar dominada por los residuos de triptéfano. La
espectroscopia de fluorescencia proporciona informacién acerca de la estructura
terciaria de las proteinas alrededor de sus residuos aroméaticos, y permite el estudio
de su plegamiento y conformacién tridimensional analizando estos fluoréforos. Para
este analisis se realizaron mediciones de los patrones de emision de fluorescencia
tanto de la BSA nativa como de los neoglicanos sintetizados. Los patrones de emisiéon
de fluorescencia intrinseca se obtuvieron por excitacion del triptéfano a 295 nm, y se
tomaron los espectros de 300 a 400 nm. Previo al analisis las muestras fueron disueltas
en solucion amortiguadora 100 mM de buffer fosfato de potasio a pH 7.2, NaCl 0.15 M
(PBS) y ajustadas a 0.05 unidades de absorbancia a 280 nm (Lépez y Figueroa, 2015;
Zoellner et al., 2001). El procesamiento de los datos y los gréaficos se analizaron por

medio del software OriginPro version 8.

Ensayos de Biorreconocimiento

Lectinoensayos

En los ensayos de reconocimiento se utilizo la lectina de germen de trigo (WGA, por

sus siglas en inglés). Esta técnica se realizé de acuerdo con el método utilizado por
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Ledesma-Osuna et al., (2010), para la cual se disolvieron 500 ng de cada tratamiento
(BSA nativa, neoglicanos y BSA conjugada con triacetilglucosamina, producto
comercial, como control positivo) en 100 uL de buffer de carbonato de sodio a pH 9.6
se inmovilizaron en microplacas de 96 pozos y fueron mantenidos a 4°C durante toda
la noche. Posteriormente, se realizaron 4 lavados, con solucién de T-TBS (buffer tris-
salino con Tween™ 20). Y fue realizado un bloqueo con BSA diluida en T-TBS y se
incubo por 1 h a 37 °C. Repitiendo los lavados con T-TBS y continuando con una
incubacion con 100 uL por pozo de la lectina WGA (0.001 pg/mL) en solucién TBS
(buffer tris-salino) por 2 h a 37°C. Se realizaron lavados y seguidos de la incubacion
con una solucién de la enzima estreptavidina peroxidasa (dilucion de 1:2000 en TBS)
por 1 h a 37°C. Posteriormente se realizaron 4 lavados con TBS y se adicioné el
reactivo revelador que consistié en tabletas de dihidrocloruro de o-fenilendiamina
diclorhidrato (Sigma Fast OPD) y se incub6 nuevamente en placa de agitacién por 30
min a temperatura ambiente. El reactivo OPD funciona como un revelador ya que es
el sustrato de la enzima estreptavidina peroxidasa, la cual se une a la lectina, la que a
sSu vez reconoce a los glicanos presentes en los neoglicanos sintetizados. Esta union
genera un cambio de color de la solucion a amarillo-café cuya absorbancia puede ser

medida a 450 nm utilizando un lector de microplacas (BIORAD).

Ensayos de reconocimiento por bacterias

Los ensayos con bacterias se realizaron de acuerdo con la técnica reportada por
Sarabia-Sainz et al. (2013) utilizando las cepas de E. coli. K88 +y E. coli. K88 ac, ya
gue se ha reportado que las cepas de E. coli K88 tienen receptores que reconocen a
diferentes monosacéridos y entre ellos se encuentra la acetilglucosamina (Grange, et
al., 1999). Previo a este ensayo se realizo la biotinilacion de los neoglicanos. Para ello
se pusieron en contacto 4 mg de biotinay 5 mg de cada tratamiento, previamente
disueltos en 3 mL de PBS. Se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente y se
sometieron a dialisis contra PBS conteniendo 1 mM de CaClz y 1mM de MgCl.. Se
estimo el contenido de proteina en cada tratamiento usando el método de Bradford y
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las muestras fueron separadas en alicuotas y congeladas a -20°C previo a los analisis
posteriores de reconocimiento bacteriano.

Las cepas de E. coli fueron donadas por el laboratorio de bioquimica de proteinas y
glicoconjugados del Centro de Investigacion en Alimentos y Desarrollo A.C. (CIAD
A.C.). Con el fin de obtener las bacterias para el ensayo de reconocimiento, las cepas
de E. coli se sembraron en agar tripticasa soya, que fomenta el desarrollo de fimbrias.
Después de 24 h de incubacion a 37 °C, las colonias de bacterias se suspendieron en
buffer PBS, ajustando el numero de bacterias a 0.250 unidades de densidad Optica a
600 nm lo que es equivalente a 2.0x102 UFC/mL. Se inmovilizaron las bacterias en
microplaca utilizando 100 uL de esta solucion de bacterias, con 1% de glutaraldehido,
e incubando por 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 4
lavados con T-PBS (buffer PBS con Tween™ 20) y se bloqued por toda la nhoche con
300 pL de solucion de al 1.5% BSA T-PBS. Después se realizaron 4 lavados, con T-
PBS antes de incubar con 100 uL conteniendo 1 pug de cada tratamiento biotinilado a
temperatura ambiente por 1.5 horas. Se realizaron 4 lavados con T-TBS y se incubo
con 100 puL de una solucién de estreptavidina peroxidasa previamente diluida 1:2000
e incubando por una hora a temperatura ambientes. Se realizaron nuevamente 4
lavados y finalmente se agrego el revelador o-fenilendiamina diclorhidrato (Sigma Fast
OPD) y se tomo la lectura después de 30 minutos de incubacién a temperatura

ambiente se tomo la lectura de absorbancia a 450 nm en un lector de placas (BIORAD).

Disefio de Experimental y Andlisis Estadistico

Se utilizé un disefio completamente al azar, ademas se realizé un andlisis estadistico
de varianza con un grado de confianza del 95%, para evaluar diferencias entre
tratamientos especificos se compraron las medias por medio de prueba de Tukey. Para

esto se utilizo el programa estadistico InfoStat (Version 2019).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis de Neoglicanos

Se logro obtener tres grupos de neoglicanos a partir de la conjugacién de albumina
sérica bovina y oligosacéaridos de quitosano. El primer grupo de neoglicanos fue
sintetizado con albumina sérica bovina y oligosacaridos de quitosano sin ultrafiltrar
(BSA-OSUF), el segundo grupo con oligosacéaridos de quitosano obtenidos por
ultrafiltrafiltracién separados con una membrana con limite de exclusion utilizando la
fraccidon mayor a 1000 Da (BSA-OUF) y el tercer grupo fue obtenido con oligosacaridos
de quitosano ultrafiltrados con el limite de exclusion mayor a 1000 Da y posteriormente
re-acetilados (BSA-OUFAC); la re-acetilacién se realizd con la finalidad de obtener
moléculas de N-acetilglucosamina, estructuras sacaridas que son reconocidas por
adhesinas bacterianas (Erickson et al., 1994, Sharon, 2006).

Todos los tratamientos fueron incubados por 30 minutos a las tres diferentes
temperaturas mencionadas en la metodologia. Las condiciones de temperatura
durante la sintesis por reaccion de Maillard fueron las establecidas en base a los
ensayos preliminares donde se seleccionaron aquellas en las que se observd una

menor pérdida por agregacion de proteina y el mayor grado de conjugacion.

Dentro de las caracteristicas evaluadas después de la etapa de sintesis se encuentra
el contenido proteico de los neoglicanos el cual se muestra en la Tabla 1. En el caso
de los neoglicanos ultrafiltrados y re-acetilados (BSA-OUFAc) se puede ver una
concentracion menor al comparar con los otros dos grupos de neoglicanos obtenidos,
esto es, por una parte, debido al bajo rendimiento a la hora de realizar la ultrafiltracion,
aunado a esto, el proceso de re-acetilacion limitd la cantidad maxima que se podia
utilizar para su sintesis. Es decir, se trabajé con una limitante sobre la cantidad de
neoglicano utilizado por microtubo para llevar a cabo la re-acetilacion bajo las

condiciones disponibles. En el caso de neoglicanos con oligosacaridos ultrafiltrados
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Tabla 1. Concentracion proteica obtenida por método de Bradford de

neoglicanos obtenidos

Tratamiento Contenido (pg/mL)
Neoglicanos |
BSA-OSUF! 50 °C 10419.89 ¢
BSA-OSUF! 60 °C 9339.24 b
BSA-OSUF! 70 °C 8468.27 a
Neoglicanos I
BSA-OUF? 50 °C 2403.44 a
BSA-OUF? 60 °C 4016.34 c
BSA-OUF? 70 °C 290197 b
Neoglicanos lll
BSA-OUFACc® 50 °C 97.07 a
BSA-OUFACc® 60 °C 100.74 b
BSA-OUFACc® 70 °C 97.17 b

1IBSA-OUFAC: neoglicano con oligosacaridos de quitosano ultrafiltrados y re-acetilados
2BSA-OUF: neoglicano con oligosacaridos de quitosano ultrafiltrados

3BSA-OSUF: Albumina sérica bovina y oligosacaridos de quitosano sin ultrafiltrar
Resultado es el promedio de 3 repeticiones

Resultados con distinta letra son significativamente diferentes (p>0.05)
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(BSA-OUF) se puede observar que el contenido proteico es menor que el grupo sin
ultrafiltrar, (BSA-OSUF), esto es debido a que no se inicio la reaccion con el mismo
contenido de proteinay carbohidratos en estos tratamientos, aunque si se mantuvieron
las proporciones proteina:carbohidrato (1:1) previamente establecida. Por otra parte,
los neoglicanos obtenidos con oligosacaridos sin filtrar (BSA-OSUF) se observa una
disminucién en el contenido de proteina conforme aumenté la temperatura de reaccion,
este comportamiento fue igual en el grupo de neoglicanos con oligosacéaridos
ultrafiltrados. Este comportamiento esta relacionado a la agregacion de las proteinas
por efecto de la temperatura usada para la sintesis. No obstante, también se ha
observado una proteccion térmica por parte de los carbohidratos que se unen a la
proteina brindandole estabilidad estructural. Esto ha sido estudiado con otros
carbohidratos, como en el caso de Liu et al.,, (2020) donde utilizaron xilosa para
estudiar la estabilidad de albumina sérica bovina al evitar su agregacion durante la

reaccion de glicaciéon por efecto de la unién del carbohidrato a la estructura proteica.

Electroforesis (SDS-PAGE)

La electroforesis SDS-PAGE se llevo a cabo para determinar diferencias de peso
molecular después de la glicacién y que se pueden atribuir a la unién de las unidades
de oligosacéaridos a la proteina por efecto del tratamiento térmico. Para esto, se
compararon los tratamientos obtenidos con respecto a la proteina nativa, es decir, la
proteina albumina sérica bovina en ausencia del carbohidrato.

En la Figura 7 se muestran los geles de SDS-PAGE para los tratamientos obtenidos a
50, 60 y 70 °C usando oligosacaridos sin ultrafiltrar BSA-OSUF(A), los oligosacaridos
ultrafiltrados BSA-OUF(B) y oligosacaridos separados por ultrafiltracion y re-acetilados
BSA-OUFAc (C). Primeramente, se observa en todos los grupos de neoglicanos una
menor migracion de las bandas de cada uno de los tratamientos en comparacién con
la proteina nativa (BSA). Los tratamientos sometidos a mayor temperatura (70 °C)
presentaron una menor migracion, lo que se atribuye al aumento de peso molecular
como resultado de la unién de moléculas de oligosacaridos a la proteina, exceptuando

el grupo BSA-OUFAc donde no se ve diferencia entre aquellos obtenidos a 60y 70 °C.
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Figura 6. Geles de electroforesis SDS-PAGE, en donde se encuentran A) BSA-OSUF
neoglicanos con oligosacaridos sin filtrar obtenidos a 50, 60 y 70 °C en B) BSA-OUF
los neoglicanos con oligosacaridos ultrafiltrados obtenidos a 50, 60 y 70 °C, y en C)
BSA-OUFAc neoglicanos con oligosacaridos ultrafiltrados re-acetilados a 50, 60 y

70°C.
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Estudios reportados (Laroque et al., 2008) han mostrado que la union de carbohidratos
a la estructura de la proteina se lleva a cabo en multiples sitios, lo cual depende de las
condiciones de glicacion, reactividad de los carbohidratos involucrados y disponibilidad
de las cadenas laterales de la proteina, entre otros.

De manera analoga, estudios de glicacion realizados (Sarabia-Sainz et al., 2013; Xia
et al., 2015) han mostrado que por medio de electroforesis en condiciones
desnaturalizantes y reductoras es posible evidenciar los cambios estructurales que se
estan dando en la proteina al estimar el aumento en la masa molar.

En la Tabla 2, se muestran las masas moleculares estimadas en base a la ecuacion
de regresion generada a partir de los estdndares de masa molecular de amplio rango
utilizados en la electroforesis SDS-PAGE. Los cambios en la masa molecular se
atribuyen a la glicacion de la proteina. Al comparar los tratamientos obtenidos con la
proteina nativa (BSA) se puede inferir que la glicacion se llevo a cabo, ya que en todos
los tratamientos se puede observar un aumento en la masa molecular. Se observo que
los tratamientos de los grupos BSA-OSUF y BSA-OUF obtenidos a mayor temperatura
(70 °C) aumentaron en mayor medida la masa molecular, siendo un aumento de 5 kDa,
mientras que en el caso de BSA-OUFACc tanto a temperatura de 60y 70 °C el aumento
fue de 6.62 kDa, esto se observo por un menor desplazamiento en el gel de SDS-
PAGE.

El grado de glicacion obtenido, esta relacionado con el numero de sitios disponibles
para la glicacién y la reactividad de los carbohidratos participantes en la sintesis. Se
ha reportado (Nabi et al., 2020; Mao et al., 2020) que la albumina sérica bovina
contiene 59 residuos de lisina y 23 residuos de arginina, ambos aminoacidos han sido
reportados como los que presentan la mayor reactividad para la glicacion, lo cual
muestra que es una proteina altamente reactiva para este tipo de reaccion (Anguizola
et al., 2013; Cardoso et al., 2018). Los oligosacaridos empleados para la sintesis de
los neoglicanos del grupo |, podrian estar constituidos por hasta 15 unidades
monomericas (3000 Da); para el grupo Il, debido a la ultrafiltracion entre 5 y 15

unidades, al igual que para el grupo lll. Cabe sefalar que las estructuras de menor
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Tabla 1. Masas moleculares calculadas a partir de la migracion en electroforesis SDS-PAGE

Neoglicanos | Peso Neoglicanos I Peso Neoglicanos Il Peso
(kDa) (kDa) (kDa)
BSA! 67.89 BSA! 68.09 BSA! 68.4
BSA-OSUF?50 °C  69.59 BSA-OUF?50°C 69.98 BSA-OUFAc*50 °C 71.71
BSA-OSUF?60 °C  71.29 BSA-OUF?60°C 71.87 BSA-OUFAc*60 °C 75.02
BSA-OSUF? 70 °C  72.98 BSA-OUF?70°C  73.76 BSA-OUFAc* 70 °C 75.02

1BSA: Albumina sérica bovina

2BSA-OSUF; neoglicanos con oligosacaridos de quitosanos sin ultrafiltrar

3BSA-OUF: neoglicanos con oligosacéridos de quitosano ultrafiltrados
4BSA-OUFAC: neoglicanos con oligosacaridos de quitosano ultrafiltrados re-acetilados
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tamafo presentan mayor reactividad (Lund y Ray, 2017) y por lo tanto las que mas

probablemente quedaron unidas a la proteina.

Cuantificacion de grupos amino disponibles

Se evaluo el cambio de grupos amino disponibles por efecto del tratamiento aplicado
en comparacion con la proteina nativa (BSA). En la Tabla 3 se puede observar la
intensidad de la sefial para cada de uno de los neoglicanos sintetizados. Solo el
tratamiento de neoglicanos obtenidos usando oligosacaridos ultrafiltrados (BSA-OUF)
e incubados a 70 °C, presentd una disminucion de esta sefal. Por otra parte, en el
caso de los tres grupos de neoglicanos con oligosacaridos sin ultrafiltrar (BSA-OSUF)
se observa una mayor intensidad en comparacion con la proteina nativa (BSA). Sin
embargo, en ambos grupos de neoglicanos la diferencia no fue estadisticamente

significativa.

Estudios realizados para evaluar el comportamiento de los grupos amino disponibles
durante la glicacion han mostrado una disminucion de los mismos a medida que el
grado de glicacion es mayor (Laborin, 2017; Fu et al., 2019). Sin embargo, para este
estudio es necesario mencionar que dentro de la estructura del oligosacarido utilizado
para la obtencion de estos neoglicanos se encuentran grupos amino, que pueden estar
interfiriendo en el andlisis. Una de las dos estructuras monoméricas del quitosano, la
glucosamina, tiene disponible el grupo amino (Peniche et al., 2001) estos grupos, en
conjunto con los grupos amino libres de la proteina, son los responsables de la
intensidad de la sefial obtenida, ya que también pueden unirse al reactivo o-
ftaldialdehido. Debido a lo anterior, se pudo concluir que la técnica para la medicién
de grupos aminos disponibles no es adecuada para evaluar el grado de glicacion en
proteinas cuando se usan carbohidratos aminados para la sintesis, ya que los grupos
amino de los carbohidratos también son cuantificados en dicho analisis. En base a lo
anterior, y a la escasa disponibilidad de muestra de los tratamientos de neoglicanos
ultrafiltrados y re-acetilados no se recomienda esta técnica para la dicha

caracterizacion.

40



Tabla 2. Grupos amino disponibles de los neoglicanos a obtenidos a diferentes

temperaturas

Neoglicanos | Absorbancia a 340 nm Neoglicanos |l Absorbancia a 340 nm
BSA! 0.0581 a BSA! 0.0581 a
BSA-OSUF2 50 0.0647 a BSA-OUF3 50 0.0586 a
BSA-OSUFZ2 60 0.0649 a BSA-OUF3 60 0.0586 a
BSA-OSUF? 70 0.0639 a BSA-OUF3 70 0.0544 a

1BSA: Albtimina sérica bovina
2BSA-OSUF: Alblimina sérica bovina con oligosacaridos sin ultrafiltrar

3BSA-OUF: Albtimina sérica bovina con oligosacaridos ultrafiltrados
Resultados con distinta letra son significativamente diferentes (p>0.05)
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Patrones de Emision de Fluorescencia

Los patrones de emision de fluorescencia producidos debido a la presencia de
aminoacidos aromaticos en proteinas proporcionan informaciéon de la estructura
terciaria de las mismas (Callis, 2014). En la secuencia de aminoacidos de la BSA se
encuentran tres residuos de triptdfano que poseen la capacidad de generar emision de
fluorescencia y pueden ser utilizados para demostrar cambios en la conformacion
tridimensional de la proteina, ya que alteraciones en el microambiente que rodea a los
triptéfanos presentes también producira variaciones en el espectro de fluorescencia
(Sindrewicz et al., 2019). Los cambios en los patrones de emision de fluorescencia
pueden ser atribuidos a la glicaciéon (Kim y Shin, 2015). Los cambios que se pueden
observar debido a la glicacién pueden ser de dos tipos, por un lado, en la intensidad
de la emisién de fluorescencia, que puede aumentar o disminuir y también en el
desplazamiento del patrén de emision, que puede desplazarse hacia la derecha
también descrito como corrimiento hacia el color rojo del espectro electromagnético o
hacia la izquierda denominado desplazamiento al azul.

En el caso de los neoglicanos obtenidos (Figura 8), se pudo observar en dos grupos
de neoglicanos una mayor intensidad de sefial que el patrén de emision de la proteina
nativa. Tanto en el grupo de neoglicanos con oligosacaridos ultrafiltrados (BSA-OUF)
como en el grupo de neoglicanos con oligosacaridos sin ultrafiltrar (BSA-OSUF)
mantuvieron este comportamiento. De manera similar, en estudios realizados sobre
interacciones de carvediol con proteina albumina sérica bovina (BSA), se encontrd un
incremento en la emision lo cual se atribuy6 a modificaciones de la estructura terciaria
de la proteina BSA a causa de la unién de carvedilol (Safarnejad et al., 2016), podemos
decir que la union de los oligosacaridos a la estructura de la proteina provoco que se
abriera, exponiendo los residuos de tript6fano hacia al medio acuoso por lo que la
intensidad de la sefal fue mayor.

En el caso del grupo de neoglicanos con oligosacaridos ultrafiltrados y re-acetilados
(BSA-OUFAC), la intensidad de sefial se vio disminuida. Podemos inferir que en estos
tratamientos la glicacién y posterior re-acetilacion ocasiond que los residuos de
triptofano quedaran mas ocluidos dentro de la estructura de la proteina ocasionando
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una menor intensidad en la sefal. Estudios realizados por Kim y Shin en 2015
muestran una disminucion de la sefial de fluorescencia al unir covalentemente fucoidan
a la proteina BSA, en donde se considera como indicio de una interferencia de la sefial
de los triptofanos por la cercania de union de las cadenas largas de carbohidrato

sulfatado, que constituyen la estructura de fucoidan, a la proteina.

En la Tabla 4, se muestran las longitudes de onda a las cuales se presenta la maxima
emision de fluorescencia para los diferentes neoglicanos sintetizados. De manera
general se observa en todos los tipos de tratamientos un desplazamiento de la sefal
hacia la derecha, hacia el rojo. Estudios reportados por Martineau (1990) explican los
cambios en los patrones de emision de fluorescencia en la proteina (WA158) unida a
maltosa donde se observa este desplazamiento el cual es atribuido a un ambiente méas
hidrofilico a consecuencia de la union de maltosa. Este desplazamiento implica un
desdoblamiento de la proteina por efecto de un tratamiento térmico, y por consiguiente
un cambio en la posicién del triptéfano, fuera del nacleo hidrofébico (Tan et al., 2013;
Uversky y Permiakov, 2007). Se ha reportado que uno de los triptéfanos en la BSA se
ubica dentro de un nucleo no-polar, llamado también bolsillo (Kim y Shin, 2015), por lo
gue este desplazamiento puede hacer alusién al cambio en la orientacion de este

triptéfano.

El tript6fano ha demostrado ser sensible a su microambiente, lo cual contribuye a la
propiedad de emisién de fluorescencia. Esto se ha estudiado con anterioridad por
Dashnau et al., (2005), donde evidenciaron el comportamiento de la sefial de N-acetil-
L-triptéfano amida (NATA) por la presencia de glicerol y sacarosa, resultando en un
cambio hacia el espectro rojo, lo que fue correlacionado con una mayor exposicion del
residuo triptéfano hacia el exterior, dando a entender que entre mayor sea el
desplazamiento hacia el rojo mayormente expuesto estd este residuo. Este
comportamiento es relevante en el presente estudio, ya que la mayoria de los
tratamientos sintetizados presentaron un desplazamiento hacia la derecha, siendo el

tratamiento de BSA-OSUF a 50 °C el de mayor desplazamiento.
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Tabla 3. Cambios en la intensidad de fluorescencia de neoglicanos con oligosacéridos de quitosano

Neoglicanos | Longitud de Neoglicanos I Longitud de Neoglicanos llI Longitud de onda
onda (nm) de onda (nm) de (nm) de maxima
maxima emision maxima emision

BSA! 346 BSA! 346 BSA! 340

BSA-OSUF?50 °C 358 BSA-OUF?50°C 353 BSA-OUFAc*50 °C 355

BSA-OSUF?60 °C 357 BSA-OUF? 60 °C 353 BSA-OUFAc* 60 °C 364

BSA-OSUF? 70 °C 350 BSA-OUF? 70 °C 346 BSA-OUFAc* 70 °C 355

IBSA: Albumina sérica bovina
2BSA-OSUF: Albumina sérica bovina con oligosacaridos sin ultrafiltrar
SBSA-OUF: neoglicanos con oligosacaridos ultrafiltrados

“BSA-OUFAC: neoglicano con oligosacarido ultrafiltrados y re-acetilados
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Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica nos permite identificar grupos funcionales presentes en una muestra, al
pasar luz infrarroja, obteniendo un espectro caracteristico en el que se pueden

identificar las vibraciones de los enlaces presentes en la muestra de interés.

El espectro de infrarrojo (Figura 9) nos permitio observar las sefiales emitidas por
enlaces presentes en los grupos funcionales en las muestras analizadas. En la BSA
nativa se observan bandas asociadas a los grupos hidroxilo y amino a 3282.8 cm-1
(traslapadas); a 1655 cm-1 se observa la banda correspondiente al grupo carbonilo,
ademas de las vibraciones de los enlaces entre carbonos simétricos y asimétricos en
2939 cm-1 y 1653 cm-1, respectivamente. A 1650 cm-1, se observa la sefial
correspondiente a las vibraciones de los grupos acetilos del quitosano (Li et al., 2018).
En los Neoglicanos sintetizados, a diferencia del espectro de la proteina nativa, la
presencia de la banda correspondiente a las vibraciones del esqueleto de la estructura
piranosica entre 1080 y 1030 cm-1 (Peniche et al., 2001), lo que puede ser observado
en los espectros de neoglicanos a los 1064-1067 cm-1. Este comportamiento en los
tres tipos de neoglicanos es una evidencia de que los oligosacaridos se unieron
guimicamente a la estructura de la proteina. Esto ya ha sido reportado en estudios
previos donde se ha considerado esta sefial emitida como la huella tipica de la

presencia de carbohidratos (Li et al., 2018; Pérez, 2019).

Ensayos de Biorreconocimiento

Lectinoensayos

Los ensayos de biorreconocimiento tienen la finalidad de demostrar que los
neoglicanos sintetizados pudieron ser reconocidos por la lectina WGA (aglutinina de
germen de trigo, por sus siglas en inglés), que reconoce especificamente secuencias
de acetil-glucosamina y glucosamina (Goldstein et al., 1997), que son las estructuras

presentes en los oligosacaridos usados para la sintesis de los neoglicanos.
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De acuerdo con los ensayos de reconocimiento por la lectina WGA, en la Figura 10 se
observa que todos los neoglicanos fueron susceptibles de ser reconocidos por la
lectina WGA, principalmente los neoglicanos sintetizados a mayor temperatura (70 °C)
principalmente en los grupos BSA-OUF y BSA-OUFAc. Esto puede ser explicado por
la relacidn entre el mayor grado de glicacién observado a temperaturas mas elevadas
y evidenciado por electroforesis SDS-PAGE, donde el aumento en masa molecular se
pudo atribuir a un mayor grado de glicacion y por consiguiente un mayor
reconocimiento por parte de la lectina.

También dentro del ensayo de reconocimiento cabe destacar la diferencia sobre el
comportamiento de cada grupo de neoglicanos obtenidos. En el caso del grupo de con
oligosacaridos sin ultrafiltrar, se observé que, si bien todos los tratamientos son
significativamente diferentes a la proteina nativa, solo el obtenido a 70°C fue
significativamente diferente al control positivo. Mientras que, en el caso del grupo de
neoglicanos con oligosacaridos ultrafiltrados cada uno de los neoglicanos fue
significativamente diferentes tanto de la proteina nativa como del control positivo. En
el caso de los neoglicanos BSA-OUFAc se observd que entre las temperaturas no
existio una diferencia significativa, pero si al compararlos con la proteina nativa y el
control positivo. Este tipo de tratamientos fue mayormente reconocido por la lectina de
WGA.

Por un lado, lo observado en el estudio de patrones de emision de fluorescencia,
podemos decir que los cambios de la estructura terciaria de la proteina no generaron
un impedimento estérico para que el reconocimiento de los oligosacéridos se llevara a
cabo. Ademas, estudios previos sobre el reconocimiento de glicoproteinas por lectinas
han sido reportados por Laborin (2017), Palomo (2018) y Pérez (2019), en los cuales
se ha observado una relacion entre el reconocimiento de carbohidratos por lectinas

con relacion al grado de glicacion, lo que coincide con lo observado en este trabajo.
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comercial de albumina sérica bovina con triacetilglucosamina.
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Ensayos de reconocimiento por bacterias.

El objetivo del ensayo con bacterias fue evidenciar que los neoglicanos obtenidos
pueden ser reconocidos por adhesinas bacterianas. De acuerdo con Garner et al.
(2002), las adhesinas de Escherichia coli K88 (F4), tienen la capacidad de reconocer
moléculas de N-acetilglucosamina dentro de la secuencia de carbohidratos presentes
en superficies celulares, por lo que al realizar este estudio las bacterias seleccionadas
fueron: E. coli K88 ac y E. coli K88+. En la figura 13 se representa el ensayo de
reconocimiento con la bacteria E. coli K88 ac, en donde los tres grupos de neoglicanos
fueron reconocidos significativamente mayor que la proteina (BSA) y el control en
ambas bacterias.

Los neoglicanos con oligosacéridos ultrafiltrados re-acetilados (BSA-OUFAC) y con
oligosacaridos ultrafiltrados (BSA-OUF) mostraron un comportamiento similar al
presentado en los lectinoensayos, es decir, un aumento del reconocimiento conforme
aumenta la temperatura de sintesis.

En el caso del grupo de neoglicanos obtenidos con oligosacaridos sin ultrafiltrar (BSA-
OSUF) se observa que, ademas de no mantener el comportamiento de reconocimiento
visto en los ensayos con lectina, el sintetizado a 50 °C fue el tratamiento mayormente
reconocido por todos los neoglicanos para el caso de la cepa de E. coli K88 ac. Esta
diferencia entre el reconocimiento por las adhesinas bacterianas de E. coli K88 ac se
podria atribuir a una mayor exposicién de los carbohidratos a la superficie de la
proteina, ya que la diferencia en masa molecular por uniéon de carbohidratos no es
mayor a temperatura de sintesis de 50 °C, sino a 70 °C.

Asimismo, este comportamiento pudiera ser debido a que los neoglicanos estdn menos
glicados y hay un menor impedimento estérico permitiendo que se dé el
reconocimiento con las bacterias. Por otra parte, en la Figura 12, se puede observar el
reconocimiento por las adhesinas de la bacteria E. coli K88+ donde el Unico grupo de
neoglicanos que mantiene el comportamiento observado en lectinoensayos fue el

grupo de neoglicanos con oligosacaridos ultrafiltrados (BSA-OUF), mientras que en el
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grupo de neoglicanos ultrafiltrados y re-acetilados (BSA-OUFAc) el tratamiento
mayormente reconocido es el sintetizado a 70 °C y en el grupo de neoglicanos con
oligosacaridos sin ultrafiltrar el tratamiento sintetizado a 50 °C es el que se reconoce
mayormente por las adhesinas bacterianas.

Cabe resaltar que en la interaccion con ambas bacterias el neoglicano que se
reconocio mayormente fue el sintetizado con oligosacaridos sin ultrafiltrar a 50 °C. De
acuerdo con la caracterizacion realizada sobre este neoglicano en especifico, no es el
que mostré un mayor cambio en masa molar o0 mayor reconocimiento en los ensayos
con lectina (WGA). Lo que sugiere que el cambio conformacional de la molécula puede
ser tal que facilite a las adhesinas bacterianas reconocer las moléculas de
carbohidratos.

En el estudio por Pérez (2019), el reconocimiento de neoglicanos de BSA y
triacetilglucosamina por cepas de Escherichia coli (K88+, K88 ac, K88 ab y K88 ad),
presentaron un comportamiento similar a lo observado en el presente estudio para la
cepa de E. coli K88 ac. Los tratamientos con bacterias muestran un comportamiento
similar a los tratamientos con lectinas, pero en menor intensidad, esto posiblemente
debido, al menor nimero de receptores disponibles en las bacterias.

De manera similar, estudios realizados por Sarabia-Sainz et al., (2013), donde al
utilizar albumina sérica bovina (BSA) glicada con galactooligosacaridos el
comportamiento observado por reconocimiento por lectinas fue diferente al observado
por las cepas de Escherichia coli.

Este comportamiento puede ser debido a las caracteristicas especificas de cada
bacteria, ademas de la posicion, acceso y disponibilidad de los carbohidratos en la

superficie de la proteina.
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Figura 12. Ensayos de

Control +

BSA-OUFAc50 BSA-OUFAc60 BSA-OUFACcTD

reconocimiento de A) BSA-OSUF neoglicanos con

oligosacaridos ultrafiltrados obtenidos a 50, 60 y 70 °C, B) BSA-OUF neoglicanos con
oligosacaridos sin ultrafiltrar obtenidos a 50, 60y 70 °C y C) BSA-OUFAc neoglicanos
con oligosacéridos ultrafiltrados re-acetilados con Escherichia coli K88+.
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CONCLUSIONES

Se logré sintetizar tres tipos de neoglicanos a tres condiciones de temperaturas
durante la reaccion de Maillard, utilizando oligosacaridos de quitosano, oligosacéridos
de quitosano separados por ultrafiltracibn y neoglicanos con oligosacéridos
ultrafiltrados y posteriormente re-acetilados.

Por medio de electroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras se
evidencié un cambio en masa molecular dependiente de la temperatura de glicacién,
para los tres tipos de oligosacaridos, pudiéndose atribuir este aumento en masa a la
adicion de los oligosacéridos a la proteina.

Se evidenciaron cambios conformacionales en la estructura terciaria de la proteina,
por medio de espectrometria de fluorescencia, atribuidos a los tratamientos de
glicacion aplicados

Por medio de Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier se
identificaron sefiales tipicas de las estructuras oligosacaridas empleadas, lo que
permitié demostrar que la conjugacion se llevo a cabo.

Los neoglicanos fueron reconocidos por la lectina de germen de trigo (WGA),
especifica para N-acetilglucosamina y glucosamina. Los tratamientos mayormente
reconocidos fueron los obtenidos por glicacion a 70°C, en los tres grupos de
neoglicanos sintetizados.

La glicacién de BSA con oligosacaridos de quitosano ultrafiltrados y re-acetilados fue

la que mostré mayor reconocimiento por parte de la lectina WGA.

El reconocimiento por las bacterias fue mayor hacia el neoglicano con oligosacéridos
sin ultrafiltrar (BSA-OSUF) sintetizado a 50 °C, tanto para E. coli K88 ac como para E.
coli K88+. Las diferencias entre el biorreconocimiento de bacterias y lectinas pueden

deberse a interferencias por el tamafo de las mismas.

E. coli K88+ present6 adhesinas con mayor afinidad que E. coli K88 ac hacia los
neoglicanos sintetizados
Se obtuvieron neoglicanos con capacidad de biorreconocimiento por adhesinas

bacterianas.
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RECOMENDACIONES

Continuar desarrollando moléculas con potencial profilactico. Se recomienda buscar
una manera de mejorar la sintesis de la estructura de N-acetilglucosamina, y otras
estructuras de carbohidratos de interés, de tal forma que estén disponible en la

superficie de la molécula proteica.

Utilizar la bioinformatica como herramienta para establecer modelos tridimensionales
para un mayor estudio de las moléculas glicadas y la forma en la que el reconocimiento
se lleva a cabo, y asi elucidar la conformacion que propicia el reconocimiento por parte
de las adhesinas bacterianas.

Se recomienda evaluar el reconocimiento de las estructuras sintetizadas por otros

géneros de bacterias que han mostrado reconocimiento hacia esas estructuras.

Continuar con estudios in-vivo, para evidenciar la anti-adherencia dentro de un

organismo con las diferentes bacterias patégenas que se han estudiado.
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