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rides (unfiltered oligosaccharides, ultrafiltered and acetylated ultrafiltered), in a ratio of 1:1 (w/w) at three
incubation temperatures (50, 60 and 70 °C) per 30 min. The characterisation was performed using the
techniques of electrophoresis (SDS-PAGE), infrared spectroscopy and fluorescence spectroscopy. Recog-
nition assays were performed using wheat germ agglutinin (WGA) and Escherichia coli bacteria (K88ac
and K88+). Characterisation by electrophoresis and infrared spectroscopy demonstrated the binding of
chitosan oligosaccharides to the structure of BSA. In addition, the tests showed the recognition of the
molecules synthesised by both the WGA lectin and the E. coli bacteria. The glycoconjugates synthesised
without ultrafiltration or acetylation showed very favourable results in recognition with both bacteria,
which is an advantage, since its implementation on a larger scale would reduce production costs.

Keywords: Anti-adherence therapy; Glycation; Escherichia coli; Chitosan oligosaccharides

Sintese de glicoconjugados de albumina serica bovina e oligossacarideos de
quitosana para analise de adesao bacteriana

Resumo

O aumento da resisténcia aos antibidticos por bactérias patogénicas tem motivado a busca de alterna-
tivas para reduzir seu uso. Entre essas alternativas esta a terapia anti-adesdo, na qual sédo utilizadas
moléculas andlogas aos glicoepitopos que sdo reconhecidas pelas bactérias para impedir sua uniao
ao tecido celular. Neste estudo, os glicoconjugados foram obtidos por meio da reagdo de Maillard a
partir de albumina sérica bovina (BSA) e oligossacarideos de quitosana (oligossacarideos néo ultra-
filtrados, ultrafiltrados e acetilados ultrafiltrados), na proporcdo de 1:1 (p/p) em trés temperaturas
de incubagédo (50, 60 e 70 °C) durante 30 min. A caracterizagdo dos conjugados sintetizados foi
realizada utilizando a eletroforese (SDS-PAGE), espectroscopia de infravermelho e espectroscopia
de fluorescéncia. Os ensaios de reconhecimento foram realizados utilizando aglutinina de germe de
trigo (WGA) e bactérias [Escherichia coli (K88ac e K88+)]. A caracterizagdo por meio de eletroforese
e espectroscopia de infravermelho demonstrou a unido dos oligossacarideos de quitosana a estrutura
da BSA. Além disso, os testes evidenciaram o reconhecimento das moléculas sintetizadas tanto pela
lectina WGA quanto pelas bactérias. Os glicoconjugados sintetizados sem ultrafiltracdo ou acetilacdo
apresentaram resultados muito favordveis no reconhecimento por ambas as bactérias, o que é uma
vantagem, visto que sua implementagdo em maior escala reduziria custos de produgéo.

Palavras-clave: Terapia anti-adesao; Glicoconjugados; Escherichia coli; Oligossacarideos de quitosana

Introduccién

La falta de regulacién en el uso de antibiéticos ha
contribuido al aumento de bacterias patogenas multirre-
sistentes (1) (2). Debido a esto, han surgido multiples
investigaciones con la finalidad de estudiar nuevos enfo-
ques para disminuir la utilizacion de estos farmacos. Uno
de los enfoques que se ha estudiado es la sintesis de mo-
léculas para el bloqueo de la unién de bacterias a tejidos,
conocida como terapia antiadherente. Estas moléculas
pueden imitar los sitios de reconocimiento en bacterias
o bien células blanco a las que se unen con la finalidad
de prevenir que la union se lleve a cabo (3).

El estudio de la antiadherencia se inicia por la iden-
tificacion de las moléculas que intervienen en la adhe-
sion de las bacterias a las células blanco. Las lectinas
bacterianas (adhesinas) reconocen glicanos de super-
ficie unidos a estructuras mas complejas denominadas
glicoconjugados. Partiendo de este conocimiento es
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como la terapia de antiadherencia utiliza diversas estra-
tegias quimicas para la obtencion de glicoconjugados
sintéticos que contengan estructuras especificas analo-
gas a los receptores reconocidos por las adhesinas bac-
terianas (4). Para la sintesis de glicoconjugados se han
desarrollado métodos que ayudan a obtener estas molé-
culas con funcionalidad biolégica, es decir que puedan
ser reconocidas por lectinas y adhesinas bacterianas. La
glicacion de proteinas de tipo no enzimatico (reacciéon
de Maillard) consiste en la unién quimica de hidratos
de carbono reductores a grupos amino de proteinas (5)
(6) lo que da como resultado glicoproteinas que pue-
den ser analizadas en el contexto de antiadherencia.
En este estudio se sintetizaron glicoconjugados con
la finalidad de utilizarlos para bloquear la unién de las
adhesinas de Escherichia coli K88ac 'y Escherichia coli K88+ a
los tejidos. Para esto, es necesario identificar y evaluar las
estructuras de glicanos que son reconocidas por las adhe-
sinas de estas bacterias. En estudios de reconocimiento



de secuencias de hidratos de carbono se ha descripto
que glucosamina y N-acetilglucosamina son las estructu-
ras reconocidas por cepas de Escherichia coli (7) (8). Por
esto, partiendo de esta informacion, se decidi6 utilizar
al quitosano, polimero constituido por glucosamina y en
menor grado Nacetilglucosamina, como fuente de estos
hidratos de carbono para la sintesis de glicoconjugados
con potencial de reconocimiento biolégico (9).

Materiales y Métodos

Materiales

El quitosano fue obtenido de Qingdao Yuda Century
Economy & Trade (Qingdao, China). La albimina séri-
ca bovina (BSA), el diclorhidrato de ofenilendiamina
de Sigma Fast OPD; la estreptavidina peroxidasa, la acri-
lamida, el dodecil sulfato de sodio (SDS), la biotina (és-
ter de biotinamidocaproato de N-hidroxisuccinamida),
el sulfato de potasio y el resto de los reactivos fueron
de grado analitico de Ia marca Sigma Aldrich (Méxi-
co); el glicoconjugado de albumina sérica bovina-tria-
cetilglucosamina fue adquirido de Vector Laboratories
(Newark, CA, EE.UU.). Se utilizaron medios de cultivo
de agar y caldo tripteina de soja de Becton Dickinson
(New Jersey, EE.UU.).

Obtencion de oligosacéaridos de quitosano por
ultrafiltracion

Una solucién de quitosano al 1% en agua destilada
fue sometida a ultrafiltracion usando una membrana
con limite de exclusion de 1000 Da y un equipo de ul-
trafiltracion (Millipore® Massachusetts, EE.UU.). Se re-
colecto6 la fraccion mayor a 1000 Da, se liofiliz6 y se uso
para la sintesis de glicoconjugados.

Sintesis de glicoconjugados

La sintesis de glicoconjugados se realizé por medio de
la reacciéon de Maillard, la cual fue promovida bajo con-
diciones alcalinas y tratamiento térmico. Se utilizé una
proporcién 1:1 (p/p) de proteina BSA y oligosacdridos
de quitosano. Se sintetizaron tres grupos de glicoconjuga-
dos: grupo I. BSA:quitosano sin ultrafiltrar (BSA-OSUF),
grupo IL. BSA:quitosano ultrafiltrado (BSA-OUF) y grupo
III. BSA:quitosano ultrafiltrado y acetilado posterior a la
sintesis (BSA-OUFACc). La sintesis se llevo cabo en solucio-
nes de proteina:hidrato de carbono en buffer de carbona-
to de sodio a pH 9,0, liofilizadas, colocadas en condicio-
nes de 43% de humedad, temperaturas de 50, 60 y 70 °C,
y tiempo de incubacién de 30 min. Después del tiempo
de incubacioén, se estimo6 el contenido de proteina por el
método de Bradford (10).

Para la acetilacion del tercer grupo de glicoconjuga-
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dos, se utilizo6 una mezcla de buffer de amonio (pH 9,4)
y anhidrido acético (100 pL. de ambas soluciones) por
cada 1000 pg del glicoconjugado y se incubaron 30 min
a temperatura ambiente. Después, estas soluciones se
secaron en un equipo Vacufuge® plus (marca Eppen-
dorf; Hamburg, Alemania) por dos horas a 30 °C en
condiciones de vacio (11). Posteriormente se suspen-
dieron en buffer de fosfato de potasio (pH 7,2 y NaCl
0,15 M). Se realizé la dialisis de los tres grupos de glico-
conjugados utilizando una membrana de 10 000 Day se
conservaron a -4 °C.

Caracterizacién de glicoconjugados

Electroforesis

La electroforesis se realiz6 en condiciones desnatu-
ralizantes y reductoras (SDS-PAGE) con el objetivo de
determinar diferencias en el peso molecular de los glico-
conjugados obtenidos al ser comparados con la proteina
BSA nativa y los patrones de migracion de los estandares
de peso molecular de amplio rango utilizados, con los
cuales la ecuacion de regresion fue obtenida. Se calcul6
el aumento en peso molecular por efecto de la adiciéon
de hidratos de carbono a la proteina BSA nativa (12).

Espectroscopia de infrarrojo

Los glicoconjugados liofilizados fueron colocados en
un equipo un Cary 630 (Agilent; California, EE.UU.) y
se obtuvieron senales de las vibraciones de los enlaces
presentes en las muestras por efecto del tratamiento
aplicado y al ser comparadas con los espectros de emi-
sion de la proteina nativa (13). La espectroscopia de
infrarrojo permite evidenciar la unién de los oligosaca-
ridos de quitosano a la estructura de la proteina.

Espectroscopia de fluorescencia

La técnica presenta informacion sobre cambios con-
formacionales en la estructura terciaria de proteinas,
tomando como referencia la presencia de los aminodci-
dos triptéfano, fenilalanina y tirosina, los cuales poseen
propiedades de fluorescencia (14). En el caso de la
proteina BSA, ésta posee tres residuos de triptéfano, los
cuales se usan de referencia para obtener informacién
sobre la modificacion en la estructura debida a la uniéon
de oligosacaridos. Para estas mediciones las muestras de
glicoconjugados y BSA nativa se ajustaron a 0,05 unida-
des de absorbancia a 280 nm en buffer de fosfato de po-
tasio salino pH 7,2, NaCl 0,15 M (PBS) y fueron excita-
das a 295 nm, recolectando los espectros de emision de
fluorescencia entre 300 y 400 nm, en un espectrometro
de fluorescencia (Agilent; California, EE.UU.).

Ensayos de reconocimiento con lectina

Se inmovilizaron en microplaca 500 ng de cada trata-
miento disueltos en buffer de carbonato de sodio a pH 9,6
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por toda la noche a 4 °C. Posteriormente se realizaron 4
lavados con buffer tris-salino con Tween™ 20 (T-TBS) y se
realiz6 un bloqueo por una hora a 37 °C con una solu-
cién con BSA al 1%. Nuevamente, se realizaron lavados
con T-TBS, para después utilizar 100 pL de solucién de
lectina WGA por pocillo a una concentracion de 0,001
pg/mLy se incubé 2 horas a 37 °C. Se realizaron lavados
y se continu6 con la incubacién con estreptavidina pe-
roxidasa (dilucién 1:2000) por una hora, manteniendo
la temperatura de 37 °C. Después se realizaron lavados
y se agrego6 la solucion reveladora de ofenilendiamina
(OPD), se incub6 por 30 min antes de leer la absorbancia
a 450 nm en lector de microplaca (marca BIORAD; Cali-
fornia, EE.UU.). Los tratamientos evaluados consistieron
en los glicoconjugados sintetizados, BSA nativa y control
positivo BSA-triacetilglucosamina comercial (5).

Ensayos de reconocimiento con bacterias

El crecimiento de las bacterias E. coli K88ac y E. coli
K88+ se llevé a cabo en tres pasos; el primero fue el
crecimiento en caldo tripticasa soya, el segundo paso
fue sembrar por estria en placa con agar de tripticasa
soya y el tercero fue sembrar nuevamente en el mismo
agar tomando una colonia aislada. El crecimiento de la
segunda placa fue suspendido en buffer PBS, ajustando
a 0,250 unidades de densidad 6ptica a 600 nm equiva-
lente a 2,0 x 108 UFC/mL. Ademds, como parte de la
preparacion para los ensayos de reconocimiento con
bacterias, los glicoconjugados obtenidos, asi como la
BSA nativa y el control positivo, se sometieron a una
biotinilacion, utilizando 4 mg de biotina por cada 5 mg
de proteina.

La solucién de bacterias se ajusté con 1% de glu-
taraldehido y se utilizé para realizar la inmovilizaciéon
en microplaca con 100 pL por pocillo, incubando a
temperatura ambiente por una hora. Posteriormente,
se realizé un bloqueo con 300 pL de solucion de BSA
al 1,5% por toda la noche a 5 °C. Luego, se realizaron
cuatro lavados con 100 pL con solucién T-PBS (buffer
PBS con Tween™ 20) y 5 minutos cada uno, para
continuar con una incubacién con 100 pL de solu-
cion de glicoconjugados, BSA y control positivo que
contenian 1 pg de cada tratamiento biotinilado, por
1 hora 30 min. Después de este tiempo, se repitieron
los lavados y se continu6 con la adiciéon de 100 pL de so-
lucioén de estreptavidina peroxidasa (dilucion 1:2000)
por 1 hora. Se realizaron cuatro lavados bajo las mismas
condiciones mencionadas, se agregé el revelador OPD
y se midi6 absorbancia a 450 nm después de incubar
por 30 minutos (15).

Analisis estadistico y disefio de experimentos

Se realiz6 un analisis de varianza a un 95% de grado
de confianza y un analisis de medias utilizando la prue-
ba de Tuckey. El diseno de experimentos fue completa-
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mente al azar y el andlisis se realiz6 con el programa es-
tadistico InfoStat (version 2019). El procesamiento de
los datos y la presentacion de graficos se realizaron con
los softwares OriginPro version 8 y SigmaPlot version 10.

Resultados

Electroforesis

Esta técnica permite evidenciar la glicacion por me-
dio de los cambios en los patrones de migracion de la
proteina glicada al compararlos con la proteina nativa
(sin glicar), lo que se debe al aumento en peso mole-
cular (Fig. 1). En este trabajo se calcularon los pesos
moleculares y las diferencias en peso con relacion a la
proteina nativa (BSA) de cada uno de los grupos de
glicoconjugados sintetizados (Tabla I). Se observé au-
mento en peso molecular en cada uno de los glicocon-
jugados sintetizados. De manera general, se observé un
mayor aumento en peso molecular a mayor temperatu-
ra de sintesis, con excepcion del grupo III donde no se
observaron diferencias entre los tratamientos sintetiza-
dos a 60y 70 °C; sin embargo, fueron los glicoconjugados
que mayor aumento en peso mostraron (6,45 kDa). Los
tratamientos de los grupos I y II mostraron el mismo
comportamiento entre si.

Tabla I. Peso molecular de glicoconjugados sintetizados y aumen-
tos en peso obtenidos a partir de la migracion en electroforesis

SDS-PAGE
Glicoconjugados | Peso molecular Aumento de peso
(kDa) molecular (kDa)
Grupo 11
BSA 67,89 -
BSA-OSUF 50 °C 69,59 1,70
BSA-OSUF 60 °C 71,29 3,40
BSA-OSUF 70 °C 72,98 5,00
Grupo 112
BSA 68,09 -
BSA-OUF 50 °C 69,98 1,80
BSA-OUF 60 °C 71,87 3,78
BSA-OUF 70 °C 73,76 5,67
Grupo 1113
BSA 68,62 -
BSA-OUFAc 50 °C 71,13 2,48
BSA-OUFAc 60 °C 75,07 6,45
BSA-OUFAc 70 °C 75,07 6,45

1 Albimina sérica bovina (BSA): quitosano sin ultrafiltrar (BSA-OSUF).
2 BSA:quitosano ultrafiltrado (BSA-OUF).
3 BSA:quitosano ultrafiltrado y acetilado posterior a la sintesis (BSA-OUFAc).
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Figura 1. Electroforesis SDS-PAGE de albumina sérica bovina
(BSA) y glicoconjugados sintetizados a 50, 60 y 70 °C. A) grupo
I: BSA conjugada con oligosacaridos de quitosano sin ultrafiltrar
(BSA-OSUF); B) grupo Il: BSA conjugada con oligosacaridos de
quitosano obtenidos por ultrafiltracion usando una membrana de
1000 Da (BSA-OUF) y C) grupo lll: BSA conjugada con oligosacari-
dos de quitosano ultrafiltrados y acetilados posterior a la sintesis
(BSA-OUFACc). Se us6 como estandar una mezcla de proteinas de
peso molecular de amplio rango.
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Espectroscopia de infrarrojo

Por medio de la espectrometria de infrarrojo se
obtuvieron los espectros de la proteina BSA nativa y
de cada uno de los grupos de glicoconjugados sinteti-
zados. Se observaron picos asociados a grupos funcio-
nales presentes en la proteina BSA y se compararon
con los observados en los espectros de los glicocon-
jugados.

En la Figura 2 se pueden observar picos de baja
intensidad entre 3280-3290 cm™, los cuales son repre-
sentativos de grupos funcionales O-H y N-H presentes
en aguay proteinas, respectivamente (16). Estas sena-
les se observaron en proteina nativa y en los glicocon-
jugados de los grupos Iy II (Fig. 2A) (Fig. 2B). El pico
alrededor de los 1650 cm™ cuya senal es representati-
va del grupo funcional amida presente en proteinas
(16), se observa en las Figuras 2A, 2B y 2C. Las senales
que aparecen entre 1000y 1100 cm™ son tipicas de las
familias de hidratos de carbono y se pueden observar
en los espectros de los glicoconjugados sintetizados;
dichas bandas no se encuentran presentes en la BSA
nativa.

Espectroscopia de fluorescencia

Los patrones de emisiéon de fluorescencia permi-
tieron evaluar la estructura terciaria de proteinas. Las
diferencias en los patrones emitidos por los distintos
glicoconjugados sugieren cambios en la estructura ter-
ciaria de la proteina BSA por efecto de la modificacion
con hidratos de carbono (Fig. 3).

Se observa que los glicoconjugados de los grupos I
(BSA-OSUF) y II (BSA-OUF) mostraron un comporta-
miento similar (Fig. 3A) (Fig. 3B). Se observo un au-
mento en la intensidad de la emision de fluorescencia
al comparar con la proteina sin conjugar y también se
observé un desplazamiento de la longitud de onda de
maxima emision hacia la derecha o hacia el color rojo
del espectro electromagnético. Los glicoconjugados
del grupo III (BSA-OUFAc) mantuvieron el desplaza-
miento hacia el color rojo del espectro; sin embargo,
la intensidad de fluorescencia disminuy6 en cada uno
de los glicoconjugados de este grupo (Fig. 3C).

Ensayos de reconocimiento con lectina

En la Figura 4 se muestran los resultados de los en-
sayos realizados con la finalidad de evaluar si la lectina
de germen de trigo (WGA) era capaz de reconocer los
glicoconjugados sintetizados. Se puede observar que
los tres tipos de conjugados fueron reconocidos por
la lectina WGA e incluso con mayor intensidad que
el control positivo. De los tres tipos de conjugados, el
tratamiento que fue sometido a acetilaciéon present6
mayor intensidad de reconocimiento (Fig. 4C).

Acta Bioquim Clin Latinoam 2023; 57 (4): 393-402



398  Ledesma-Osuna Al et al.

A} Grupol

BSA

1535

o 3282 BSA-0SUFS5(
3 1650~ 1534
[ 1153
s 1065
€ 3289 BSA-0 SUF6(
1653 1540
1151
1065
3281 2934 BSA-OSUFT7(
1653
1150
1066
T T T T T T )
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
B) Grupoll

T BSA

1656" 4535

BSA-OUF50
©
©
]
‘B
c
@

E BSA-OUF60

3208 fge BSA-OUFT70

1535 1152
1065
! I T I i I ! I ! I ! I i I
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
C) | Grupolll

BSA
3290
1656- 1535

BSA-OUFAc50
165 1542

1067

BSA-OUFACc60

Intensidad

1655 1540
106
BSA-QUFACT0
165! 1542
1065
T T T T T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longitud de onda (nm)

Figura 2. Espectros de infrarrojo de albumina sérica bovina (BSA)
y glicoconjugados sintetizados por incubacién a 50, 60 y 70 °C.
A) grupo |: BSA conjugada con oligosacéridos de quitosano sin ul-
trafiltrar (BSA-OSUF); B) grupo Il: BSA conjugada con oligosacari-
dos de quitosano obtenidos por ultrafiltracién usando una mem-
brana de 1000 Da (BSA-OUF) y C) grupo 11l: BSA conjugada con
oligosacéridos de quitosano ultrafiltrados y acetilados posterior a la
sintesis (BSA-OUFAc).
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Figura 4. Ensayos de reconocimiento de los tratamientos por la lectina de germen de trigo (WGA). Los glicoconjugados fueron sintetiza-

dos por incubacién a 50, 60 y 70 °C. A) grupo I: albiumina sérica bovina (BSA) conjugada con oligosacéaridos de quitosano sin ultrafiltrar

(BSA-OSUF); B) grupo Il: BSA conjugada con oligosacaridos de quitosano obtenidos por ultrafiltracién usando una membrana de 1000

Da (BSA-OUF) y C) grupo lll: BSA conjugada con oligosacaridos de quitosano ultrafiltrados y acetilados posterior a la sintesis (BSA-OU-
FAc). Se evalué la proteina sin conjugar (BSA) y un glicoconjugado comercial de BSA-triacetilglucosamina como control (+).

No se observaron diferencias significativas por la
temperatura de sintesis usada, excepto en el tratamien-
to con oligosacaridos ultrafiltrados, donde se observo
que, a mayor temperatura de sintesis, se presentaba una
mayor interaccion con la lectina WGA. Se observo, ade-
mas, que los tratamientos con ultrafiltracion (grupo II)
presentaron mayor reconocimiento que los tratamien-
tos sin ultrafiltrar (grupo I).

Ensayos de reconocimiento por bacterias

En la Figura 5 se observan los resultados de los en-
sayos realizados con la finalidad de evaluar si las adhe-
sinas de las cepas de E. coli K88+ y E. coli K88ac eran
capaces de reconocer los glicoconjugados sintetiza-
dos. Primeramente, se puede observar que las bacte-
rias seleccionadas en este estudio mostraron recono-
cimiento hacia los tres tipos de glicoconjugados. En
ambas bacterias se presentaron diferencias significati-
vas entre los tratamientos y el control positivo, aunque
fue mas pronunciada esta diferencia con la cepa de
E. coli K88+. En la Figura 5A se observa que las inte-
racciones de E. coli K88+ y glicoconjugados del grupo
I (BSA-OSUF) presentaron diferencias significativas y
se obtuvieron valores mayores a menor temperatura
de conjugacion. En los glicoconjugados del grupo II
(BSA-OUF) se observo que, al aumentar la temperatu-
ra de conjugacion, aumentaba el reconocimiento; sin
embargo, no se presentaron diferencias significativas
entre los 60 y los 70 °C. En los conjugados del grupo
IIT (BSA-OUFACc) se pudieron observar diferencias sig-
nificativas entre las tres temperaturas de conjugacion,
pero se obtuvo una mayor interaccion a mayor tem-
peratura. La cepa de E. coli K88ac presenté un com-

portamiento semejante (Fig. 5B); sin embargo, en los
tres tipos de conjugados no se presentaron diferencias
significativas entre las temperaturas de incubacion de

60y 70 °C.

Discusion y Conclusiones

Los resultados de la caracterizaciéon de los tres gru-
pos de glicoconjugados sintetizados indicaron que se
llevé a cabo la unién quimica de los oligosacaridos de
quitosano a la estructura de la proteina BSA. Los incre-
mentos en peso molecular mostraron un mayor grado
de conjugacion a temperaturas de incubacién mas ele-
vadas (60y 70 °C). Este comportamiento de la reaccién
de conjugacion tipo Maillard utilizada para la sintesis,
llevada a cabo en mayor grado a temperaturas mas ele-
vadas, ha sido ampliamente documentado (17) (18).
También es importante senalar que la proteina BSA tie-
ne un gran nimero de aminoacidos con cadenas latera-
les basicas (60 residuos de lisina), las cuales han demos-
trado, en estudios previos, tener mayor reactividad para
la reaccion de Maillard y pueden participar en la unién
de los oligosacaridos de quitosano (5) (17) (19). Aun
asi, los aumentos en peso molecular no excedieron los
6,45 KDa, por lo que la reactividad de los oligosacaridos
de quitosano usados fue baja. La longitud de cadena se
relaciona de manera inversa con la reactividad para este
tipo de reaccion (20), sin embargo, la unién de hidratos
de carbono del tipo oligosacarido es deseable ya que la
extension de cadena puede permitir que el hidrato de
carbono terminal esté expuesto sobre la superficie de la
proteinay de esta manera, favorecer el reconocimiento
al interaccionar con lectinas o adhesinas bacterianas.

Acta Bioquim Clin Latinoam 2023; 57 (4): 393-402



400  Ledesma-Osuna Al et al.

Grupo Il

Grupo lll

BSA Control+ 50 60 70

Grupo I

1.0

BSA Control+ 50 60 70

Grupo lll

A)
Grupo |
1.0 1.0
£
[ =
o
¥p]
<
(1]
Q
<C
BSA Control+ 50 60 70
B)
Grupo |
020 020
015 4
£
| =
o
= 0.10 4
w
e}
=4
005 4
0.00 4

BSA Control+ 50 60 70

BSA Control+ 50 60 70

0.20

BSA cControl+ 50 60 70

Figura 5. Ensayos de reconocimiento de las bacterias E. coli K88+ (A) y E. coli K88ac (B) hacia los glicoconjugados sintetizados por in-

cubacion a 50, 60y 70 °C. Grupo |: BSA conjugada con oligosacaridos de quitosano sin ultrafiltrar (BSA-OSUF); grupo Il: BSA conjugada

con oligosacaridos de quitosano obtenidos por ultrafiltracion usando una membrana de 1000 Da (BSA-OUF) y grupo Ill: BSA conjugada

con oligosacaridos de quitosano ultrafiltrados y acetilados posterior a la sintesis (BSA-OUFAc). Se evalué la proteina sin conjugar (BSA) y
un glicoconjugado comercial de BSA-triacetilglucosamina como control (+).

Los espectros de infrarrojo obtenidos en cada uno
de los grupos de glicoconjugados sintetizados mostra-
ron picos alrededor de 1000 a 1100 cm™ que son carac-
teristicos de las familias de hidratos de carbono, lo cual
es un solido indicador de que la unién quimica de los
distintos oligosacaridos a la estructura de la proteina
se favorecio (16) (21). Estos resultados coinciden con
los aumentos en peso molecular observados por medio
de electroforesis. Los picos a 3280-3290 cm’!, caracte-
risticos de los enlaces O-H y N-H que no se observa-
ron en los tratamientos sometidos a acetilacion (grupo
IIT), pueden deberse a que este procedimiento no solo
afect6 a la estructura del oligosacdrido de quitosano,
sino también a la proteina BSA y a la cantidad de agua
presente, cuyos grupos O-H son en parte responsables
de esta senal.

Por otra parte, las diferencias en los patrones de emi-
sion de fluorescencia indican cambios conformaciona-
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les en la estructura tridimensional de la proteina por
efecto del tratamiento de glicacién. La fluorescencia en
proteinas se debe a la presencia de aminodcidos aro-
maticos, contribuyendo principalmente el aminoacido
triptéfano. Los cambios en fluorescencia bajo las con-
diciones de estudio se atribuyen a variaciones en el mi-
croambiente alrededor del aminoacido triptéfano pre-
sente en la proteina. Dada su naturaleza hidrofébica, el
triptéfano en medio acuoso tiende a encontrarse oclui-
do en la estructura de la proteina (22). El aumento en
la intensidad de emision de fluorescencia indicaria una
mayor exposicion de los residuos de triptéfano al mi-
croambiente acuoso de la proteina, como se observé en
los glicoconjugados de los grupos I y II, mientras que
la disminucién de esta emision indica que la posicion
de estos residuos se encuentra en la parte interna de la
estructura globular de la proteina, como en el caso de
los conjugados del grupo III (23). Esto, probablemente



estuvo favorecido por la uniéon de grupos acetilo de na-
turaleza hidrofébica agregados durante la acetilacion.
Cabe senalar que las condiciones de glicacion, como
pH y temperatura, también pudieron causar cambios
en la estructura de la proteina, provocando agregacion
o desnaturalizacién de la misma, incidiendo en los pa-
trones de emisién obtenidos. El desplazamiento de la
longitud de onda de maxima emisién hacia la derecha
del espectro indicaria que el microambiente que rodea
alos residuos de triptéfano es de caracteristica hidrofili-
ca, lo que puede implicar que los oligosacaridos se unie-
ron a algun residuo cercano a la posicion de triptéfanos
en la secuencia de aminoacidos de la proteina BSA, o
bien, que el tratamiento aplicado provocoé el desdobla-
miento parcial de la cadena polipeptidica quedando los
tript6fanos mas expuestos al medio acuoso (23) (24).

Después que los analisis realizados indicaron la
union de oligosacaridos a la estructura proteica, se eva-
lu6 la susceptibilidad de ser reconocidos por lectinas
y adhesinas bacterianas. Se utilizo la lectina WGA, que
reconoce especificamente estructuras de acido sialico
y N-acetilglucosamina (25). Los tres tipos de glicocon-
jugados sintetizados fueron reconocidos por la lectina
WGA, en mayor medida en los tratamientos sometidos
a acetilacion. Este comportamiento posiblemente fue
debido a que la lectina tiene mayor afinidad hacia re-
siduos de N-acetilglucosamina que hacia glucosamina.
El tratamiento de ultrafiltraciéon también favoreci6 el
reconocimiento; esto, posiblemente se debi6 a que con
este procedimiento se eliminaron oligosacaridos de me-
nor tamano molecular y s6lo se usaron para la sintesis
los oligosacdridos de cadenas mas largas, los cuales, una
vez unidos a la estructura de la proteina, estarian mas
expuestos para el reconocimiento por la lectina; es de-
cir, presentarian un menor impedimento estérico. Estos
resultados indican que los oligosacaridos de quitosano
presentes en los glicoconjugados sintetizados estan dis-
ponibles para el reconocimiento por lectinas.

También las adhesinas de E. coli K88+ y E. coli K88ac
fueron capaces de reconocer tanto estructuras de N-ace-
tilglucosamina (tratamientos sometidos a acetilacion)
como de glucosamina (oligosacaridos de quitosano ul-
trafiltrados y sin ultrafiltrar), a diferencia de los ensayos
con lectinas, que mostraron mayor especificidad hacia
estructuras con N-acetilglucosamina (glicoconjugados
acetilados, grupo III). Estas diferencias pueden ser de-
bidas a que la lectina reconoce principalmente estruc-
turas terminales, mientras que las distintas variantes de
E. coli reconocen hidratos de carbono terminales espe-
cificos, con distintas afinidades hacia estructuras seme-
jantes. Ademas, la presencia de ciertas estructuras pue-
de promover mayor reconocimiento. Grange et al. (7)
describieron que cada variante K88 tenia una especifi-
cidad de unién a hidratos de carbono diferente, pero
relacionada. Propusieron que la secuencia minima de
hidratos de carbono que presenta mayor afinidad debe
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contener una N-acetilhexosamina y, si ademas esta uni-
da una galactosa en enlace beta a esta estructura, se me-
jora dicha unién. En base a los hallazgos de esta investi-
gacion se podria decir que no s6lo la unién a galactosa
promueve el reconocimiento biolégico, sino también
la presencia de glucosamina o N-acetilglucosamina, las
cuales son parte de la estructura del oligosacarido de
quitosano empleado en esta investigacion.

En conclusioén, bajo las condiciones empleadas fue
posible la sintesis de glicoconjugados. Esto fue evi-
denciado por electroforesis y analisis de infrarrojo. A
mayor temperatura de sintesis se lograron mayores au-
mentos en peso molecular, y de manera general mayor
reconocimiento biolégico por lectinas y adhesinas bac-
terianas, excepto los conjugados del grupo I (sin ultra-
filtrar) que adn a la temperatura de 50 °C presentaron
un alto de grado de reconocimiento, tanto por lectinas
como adhesinas bacterianas.

El tratamiento mas sencillo, es decir, sin ultrafiltrar
ni acetilar y con la menor temperatura de incubacion,
mostré resultados muy favorables en el reconocimien-
to con ambas bacterias; esto es muy deseable desde el
punto de vista practico ya que se reducirian costos ope-
rativos al tratar de usar este glicoconjugado a gran esca-
la como una estrategia profilactica que reduzca el uso
indiscriminado de antibiéticos. Aunado a ello, el quito-
sano usado para la sintesis se encuentra en la naturaleza
de manera muy abundante y el método de sintesis de
glicoconjugados, es bastante sencillo y no requiere de
reactivos toxicos o de elevado costo. Sin embargo, se
requieren estudios adicionales in vivo para evaluar la
efectividad y viabilidad con sujetos de experimentaciéon
previo a la implementacion de esta estrategia.
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