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Síntesis de glicoconjugados de albúmina sérica bovina y oligosacáridos de quitosano para el análisis de adhesión bacteriana




Synthesis of glycoconjugates of bovine albumin and chitosan oligosaccharides for the analysis of bacterial adhesion
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Resumen:
							                           
El aumento de la resistencia a los antibióticos por parte de bacterias patógenas ha motivado la búsqueda de alternativas para disminuir su utilización. Dentro de las opciones propuestas se encuentra la terapia de antiadherencia, en la cual se utilizan moléculas análogas a los glicoepítopes que son reconocidos por las bacterias para impedir la unión de éstas al tejido celular. En este estudio se llevó a cabo la obtención de glicoconjugados por medio de la reacción de Maillard partiendo de albúmina sérica bovina (BSA) y oligosacáridos de quitosano (oligosacáridos sin ultrafiltrar, ultrafiltrados y ultrafiltrados acetilados), en proporción 1:1 (p/p) a tres temperaturas de incubación (50, 60 y 70 °C) por 30 min. La caracterización de los conjugados sintetizados se realizó utilizando electroforesis (SDS-PAGE), espectroscopía de infrarrojo y espectroscopía de fluorescencia. Se realizaron ensayos de reconocimiento usando aglutinina de germen de trigo (WGA) y bacterias [Escherichia coli (K88ac y K88+)]. La caracterización por medio de electroforesis y espectroscopía de infrarrojo evidenció la unión de los oligosacáridos de quitosano a la estructura de la BSA. Además, los ensayos evidenciaron el reconocimiento de las moléculas sintetizadas tanto por la lectina WGA como por las bacterias. Los glicoconjugados sintetizados sin ultrafiltrar ni acetilar mostraron resultados muy favorables en el reconocimiento por ambas bacterias, lo que constituye una ventaja práctica, ya que su implementación a mayor escala reduciría costos de producción
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Abstract:
						                           

The increase in antibiotic resistance by pathogenic bacteria has motivated the search for alternatives to reduce the use of antibiotics. Among these alternatives is anti-adhesion therapy, in which molecules that mimic the glycoepitopes that recognise bacteria are used to prevent their binding to cellular tissue. In this study, glycoconjugates were obtained by means of the Maillard reaction starting from bovine serum albumin (BSA) and chitosan oligosaccharides (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. Recognition 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.
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Resumo:
						                           

O aumento da resistência aos antibióticos por bactérias patogênicas tem motivado a busca de alterna­tivas para reduzir seu uso. Entre essas alternativas está a terapia anti-adesão, na qual são utilizadas moléculas análogas aos glicoepítopos que são reconhecidas pelas bactérias para impedir sua união ao tecido celular. Neste estudo, os glicoconjugados foram obtidos por meio da reação de Maillard a partir de albumina sérica bovina (BSA) e oligossacarídeos de quitosana (oligossacarídeos não ultra­filtrados, ultrafiltrados e acetilados ultrafiltrados), na proporção de 1:1 (p/p) em três temperaturas de incubação (50, 60 e 70 °C) durante 30 min. A caracterização dos conjugados sintetizados foi realizada utilizando a eletroforese (SDS-PAGE), espectroscopia de infravermelho e espectroscopia de fluorescência. Os ensaios de reconhecimento foram realizados utilizando aglutinina de germe de trigo (WGA) e bactérias [Escherichia coli (K88ac e K88+)]. A caracterização por meio de eletroforese e espectroscopia de infravermelho demonstrou a união dos oligossacarídeos de quitosana à estrutura da BSA. Além disso, os testes evidenciaram o reconhecimento das moléculas sintetizadas tanto pela lectina WGA quanto pelas bactérias. Os glicoconjugados sintetizados sem ultrafiltração ou acetilação apresentaram resultados muito favoráveis no reconhecimento por ambas as bactérias, o que é uma vantagem, visto que sua implementação em maior escala reduziria custos de produção.
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Introducción


La falta de regulación en el uso de antibióticos ha contribuido al aumento de bacterias patógenas multirresistentes (1) (2). Debido a esto, han surgido múltiples investigaciones con la finalidad de estudiar nuevos enfoques para disminuir la utilización de estos fármacos. Uno de los enfoques que se ha estudiado es la síntesis de moléculas para el bloqueo de la unión 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 unión se lleve a cabo (3).

El estudio de la antiadherencia se inicia por la identificación de las moléculas que intervienen en la adhesión de las bacterias a las células blanco. Las lectinas bacterianas (adhesinas) reconocen glicanos de superficie unidos a estructuras más complejas denominadas glicoconjugados. Partiendo de este conocimiento es como la terapia de antiadherencia utiliza diversas estrategias químicas para la obtención de glicoconjugados sintéticos que contengan estructuras específicas análogas a los receptores reconocidos por las adhesinas bacterianas (4). Para la síntesis de glicoconjugados se han desarrollado métodos que ayudan a obtener estas moléculas con funcionalidad biológica, es decir que puedan ser reconocidas por lectinas y adhesinas bacterianas. La glicación de proteínas de tipo no enzimático (reacción de Maillard) consiste en la unión química de hidratos de carbono reductores a grupos amino de proteínas (5) (6) lo que da como resultado glicoproteínas que pueden ser analizadas en el contexto de antiadherencia.

En este estudio se sintetizaron glicoconjugados con la finalidad de utilizarlos para bloquear la unión 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 adhesinas de estas bacterias. En estudios de reconocimiento de secuencias de hidratos de carbono se ha descripto que glucosamina y N-acetilglucosamina son las estructuras reconocidas por cepas de Escherichia coli (7) (8). Por esto, partiendo de esta información, se decidió utilizar al quitosano, polímero constituido por glucosamina y en menor grado N-acetilglucosamina, como fuente de estos hidratos de carbono para la síntesis de glicoconjugados con potencial de reconocimiento biológico (9).





Materiales y Métodos




Materiales


El quitosano fue obtenido de Qingdao Yuda Century Economy & Trade (Qingdao, China). La albúmina sérica bovina (BSA), el diclorhidrato de o-fenilendiamina de Sigma Fast OPD; la estreptavidina peroxidasa, la acrilamida, el dodecil sulfato de sodio (SDS), la biotina (éster de biotinamidocaproato de N-hidroxisuccinamida), el sulfato de potasio y el resto de los reactivos fueron de grado analítico de la marca Sigma Aldrich (México); el glicoconjugado de albúmina sérica bovina-triacetilglucosamina fue adquirido de Vector Laboratories (Newark, CA, EE.UU.). Se utilizaron medios de cultivo de agar y caldo tripteína de soja de Becton Dickinson (New Jersey, EE.UU.).





Obtención de oligosacáridos de quitosano por ultrafiltración


Una solución de quitosano al 1% en agua destilada fue sometida a ultrafiltración usando una membrana con límite de exclusión de 1000 Da y un equipo de ultrafiltración (Millipore® Massachusetts, EE.UU.). Se recolectó la fracción mayor a 1000 Da, se liofilizó y se usó para la síntesis de glicoconjugados.





Síntesis de glicoconjugados


La síntesis de glicoconjugados se realizó por medio de la reacción de Maillard, la cual fue promovida bajo condiciones alcalinas y tratamiento térmico. Se utilizó una proporción 1:1 (p/p) de proteína BSA y oligosacáridos de quitosano. Se sintetizaron tres grupos de glicoconjugados: grupo I. BSA:quitosano sin ultrafiltrar (BSA-OSUF), grupo II. BSA:quitosano ultrafiltrado (BSA-OUF) y grupo III. BSA:quitosano ultrafiltrado y acetilado posterior a la síntesis (BSA-OUFAc). La síntesis se llevó cabo en soluciones de proteína:hidrato de carbono en buffer de carbonato de sodio a pH 9,0, liofilizadas, colocadas en condiciones de 43% de humedad, temperaturas de 50, 60 y 70 °C, y tiempo de incubación de 30 min. Después del tiempo de incubación, se estimó el contenido de proteína por el método de Bradford (10).

Para la acetilación del tercer grupo de glicoconjugados, se utilizó una mezcla de buffer de amonio (pH 9,4) y anhídrido acético (100 µL de ambas soluciones) por cada 1000 µg del glicoconjugado y se incubaron 30 min a temperatura ambiente. Después, estas soluciones se secaron en un equipo Vacufuge® plus (marca Eppendorf; Hamburg, Alemania) por dos horas a 30 °C en condiciones de vacío (11). Posteriormente se suspendieron en buffer de fosfato de potasio (pH 7,2 y NaCl 0,15 M). Se realizó la diálisis de los tres grupos de glicoconjugados utilizando una membrana de 10 000 Da y se conservaron a -4 °C.





Caracterización de glicoconjugados





Electroforesis



La electroforesis se realizó en condiciones desnaturalizantes y reductoras (SDS-PAGE) con el objetivo de determinar diferencias en el peso molecular de los glicoconjugados obtenidos al ser comparados con la proteína BSA nativa y los patrones de migración de los estándares de peso molecular de amplio rango utilizados, con los cuales la ecuación de regresión fue obtenida. Se calculó el aumento en peso molecular por efecto de la adición de hidratos de carbono a la proteína BSA nativa (12).






Espectroscopía de infrarrojo



Los glicoconjugados liofilizados fueron colocados en un equipo un Cary 630 (Agilent; California, EE.UU.) y se obtuvieron señales de las vibraciones de los enlaces presentes en las muestras por efecto del tratamiento aplicado y al ser comparadas con los espectros de emisión de la proteína nativa (13). La espectroscopía de infrarrojo permite evidenciar la unión de los oligosacáridos de quitosano a la estructura de la proteína.






Espectroscopía de fluorescencia



La técnica presenta información sobre cambios conformacionales en la estructura terciaria de proteínas, tomando como referencia la presencia de los aminoácidos triptófano, fenilalanina y tirosina, los cuales poseen propiedades de fluorescencia (14). En el caso de la proteína BSA, ésta posee tres residuos de triptófano, los cuales se usan de referencia para obtener información sobre la modificación en la estructura debida a la unión de oligosacáridos. Para estas mediciones las muestras de glicoconjugados y BSA nativa se ajustaron a 0,05 unidades de absorbancia a 280 nm en buffer de fosfato de potasio salino pH 7,2, NaCl 0,15 M (PBS) y fueron excitadas a 295 nm, recolectando los espectros de emisión de fluorescencia entre 300 y 400 nm, en un espectrómetro de fluorescencia (Agilent; California, EE.UU.).






Ensayos de reconocimiento con lectina 



Se inmovilizaron en microplaca 500 ng de cada tratamiento disueltos en buffer de carbonato de sodio a pH 9,6 por toda la noche a 4 °C. Posteriormente se realizaron 4 lavados con buffer tris-salino con TweenTM 20 (T-TBS) y se realizó un bloqueo por una hora a 37 °C con una solución con BSA al 1%. Nuevamente, se realizaron lavados con T-TBS, para después utilizar 100 µL de solución de lectina WGA por pocillo a una concentración de 0,001 μg/mL y se incubó 2 horas a 37 °C. Se realizaron lavados y se continuó con la incubación con estreptavidina peroxidasa (dilución 1:2000) por una hora, manteniendo la temperatura de 37 °C. Después se realizaron lavados y se agregó la solución reveladora de N-fenilendiamina (OPD), se incubó por 30 min antes de leer la absorbancia a 450 nm en lector de microplaca (marca BIORAD; California, 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 llevó a cabo en tres pasos; el primero fue el crecimiento en caldo tripticasa soya, el segundo paso fue sembrar por estría 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 óptica a 600 nm equivalente a 2,0 x 108 UFC/mL. Además, como parte de la preparación para los ensayos de reconocimiento con bacterias, los glicoconjugados obtenidos, así como la BSA nativa y el control positivo, se sometieron a una biotinilación, utilizando 4 mg de biotina por cada 5 mg de proteína.

La solución de bacterias se ajustó con 1% de glutaraldehído y se utilizó para realizar la inmovilización en microplaca con 100 μL por pocillo, incubando a temperatura ambiente por una hora. Posteriormente, se realizó un bloqueo con 300 µL de solución de BSA al 1,5% por toda la noche a 5 °C. Luego, se realizaron cuatro lavados con 100 µL con solución T-PBS (buffer PBS con TweenTM 20) y 5 minutos cada uno, para continuar con una incubación con 100 μL de solución de glicoconjugados, BSA y control positivo que contenían 1 μg de cada tratamiento biotinilado, por 1 hora 30 min. Después de este tiempo, se repitieron los lavados y se continuó con la adición de 100 µL de solución de estreptavidina peroxidasa (dilución 1:2000) por 1 hora. Se realizaron cuatro lavados bajo las mismas condiciones mencionadas, se agregó el revelador OPD y se midió absorbancia a 450 nm después de incubar por 30 minutos (15).







Análisis estadístico y diseño de experimentos


Se realizó un análisis de varianza a un 95% de grado de confianza y un análisis de medias utilizando la prueba de Tuckey. El diseño de experimentos fue completamente al azar y el análisis se realizó con el programa estadístico InfoStat (versión 2019). El procesamiento de los datos y la presentación de gráficos se realizaron con los softwares OriginPro versión 8 y SigmaPlot versión 10.







Resultados




Electroforesis


Esta técnica permite evidenciar la glicación por medio de los cambios en los patrones de migración de la proteína glicada al compararlos con la proteína nativa (sin glicar), lo que se debe al aumento en peso molecular (Fig. 1). En este trabajo se calcularon los pesos moleculares y las diferencias en peso con relación a la proteína nativa (BSA) de cada uno de los grupos de glicoconjugados sintetizados (Tabla I). Se observó aumento en peso molecular en cada uno de los glicoconjugados sintetizados. De manera general, se observó un mayor aumento en peso molecular a mayor temperatura de síntesis, con excepción del grupo III donde no se observaron diferencias entre los tratamientos sintetizados a 60 y 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 sí.





Espectroscopía de infrarrojo


Por medio de la espectrometría de infrarrojo se obtuvieron los espectros de la proteína BSA nativa y de cada uno de los grupos de glicoconjugados sintetizados. Se observaron picos asociados a grupos funcionales presentes en la proteína BSA y se compararon con los observados en los espectros de los glicoconjugados.

En la Figura 2 se pueden observar picos de baja intensidad entre 3280-3290 cm-1, los cuales son representativos de grupos funcionales O-H y N-H presentes en agua y proteínas, respectivamente (16). Estas señales se observaron en proteína nativa y en los glicoconjugados de los grupos I y II (Fig. 2A) (Fig. 2B). El pico alrededor de los 1650 cm-1 cuya señal es representativa del grupo funcional amida presente en proteínas (16), se observa en las Figuras 2A, 2B y 2C. Las señales que aparecen entre 1000 y 1100 cm-1 son típicas 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.





Espectroscopía de fluorescencia


Los patrones de emisión de fluorescencia permitieron evaluar la estructura terciaria de proteínas. Las diferencias en los patrones emitidos por los distintos glicoconjugados sugieren cambios en la estructura terciaria de la proteína BSA por efecto de la modificación con hidratos de carbono (Fig. 3).

Se observa que los glicoconjugados de los grupos I (BSA-OSUF) y II (BSA-OUF) mostraron un comportamiento similar (Fig. 3A) (Fig. 3B). Se observó un aumento en la intensidad de la emisión de fluorescencia al comparar con la proteína sin conjugar y también se observó un desplazamiento de la longitud de onda de máxima emisión hacia la derecha o hacia el color rojo del espectro electromagnético. Los glicoconjugados del grupo III (BSA-OUFAc) mantuvieron el desplazamiento hacia el color rojo del espectro; sin embargo, la intensidad de fluorescencia disminuyó 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 ensayos 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 acetilación presentó mayor intensidad de reconocimiento (Fig. 4C).

No se observaron diferencias significativas por la temperatura de síntesis usada, excepto en el tratamiento con oligosacáridos ultrafiltrados, donde se observó que, a mayor temperatura de síntesis, se presentaba una mayor interacción con la lectina WGA. Se observó, además, que los tratamientos con ultrafiltración (grupo II) presentaron mayor reconocimiento que los tratamientos sin ultrafiltrar (grupo I).
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Tabla I




Peso molecular de glicoconjugados sintetizados y aumentos en peso obtenidos a partir de la migración en electroforesis SDS-PAGE

















Ensayos de reconocimiento por bacterias


En la Figura 5 se observan los resultados de los ensayos realizados con la finalidad de evaluar si las adhesinas de las cepas de E. coli K88+ y E. coli K88ac eran capaces de reconocer los glicoconjugados sintetizados. Primeramente, se puede observar que las bacterias seleccionadas en este estudio mostraron reconocimiento hacia los tres tipos de glicoconjugados. En ambas bacterias se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos y el control positivo, aunque fue más pronunciada esta diferencia con la cepa de E. coli K88+. En la Figura 5A se observa que las interacciones de E. coli K88+ y glicoconjugados del grupo I (BSA-OSUF) presentaron diferencias significativas y se obtuvieron valores mayores a menor temperatura de conjugación. En los glicoconjugados del grupo II (BSA-OUF) se observó que, al aumentar la temperatura de conjugación, aumentaba el reconocimiento; sin embargo, no se presentaron diferencias significativas entre los 60 y los 70 °C. En los conjugados del grupo III (BSA-OUFAc) se pudieron observar diferencias significativas entre las tres temperaturas de conjugación, pero se obtuvo una mayor interacción a mayor temperatura. La cepa de E. coli K88ac presentó un comportamiento semejante (Fig. 5B); sin embargo, en los tres tipos de conjugados no se presentaron diferencias significativas entre las temperaturas de incubación de 60 y 70 °C.







Discusión y Conclusiones


Los resultados de la caracterización de los tres grupos de glicoconjugados sintetizados indicaron que se llevó a cabo la unión química de los oligosacáridos de quitosano a la estructura de la proteína BSA. Los incrementos en peso molecular mostraron un mayor grado de conjugación a temperaturas de incubación más elevadas (60 y 70 °C). Este comportamiento de la reacción de conjugación tipo Maillard utilizada para la síntesis, llevada a cabo en mayor grado a temperaturas más elevadas, ha sido ampliamente documentado (17) (18). También es importante señalar que la proteína BSA tiene un gran número de aminoácidos con cadenas laterales básicas (60 residuos de lisina), las cuales han demostrado, en estudios previos, tener mayor reactividad para la reacción de Maillard y pueden participar en la unión de los oligosacáridos de quitosano (5) (17) (19). Aun así, los aumentos en peso molecular no excedieron los 6,45 KDa, por lo que la reactividad de los oligosacáridos de quitosano usados fue baja. La longitud de cadena se relaciona de manera inversa con la reactividad para este tipo de reacción (20), sin embargo, la unión de hidratos de carbono del tipo oligosacárido es deseable ya que la extensión de cadena puede permitir que el hidrato de carbono terminal esté expuesto sobre la superficie de la proteína y de esta manera, favorecer el reconocimiento al interaccionar con lectinas o adhesinas bacterianas.
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Figura 1




Electroforesis SDS-PAGE de albúmina sérica bovina (BSA) y glicoconjugados sintetizados a 50, 60 y 70 °C. A) grupo I: BSA conjugada con oligosacáridos de quitosano sin ultrafiltrar (BSA-OSUF); B) grupo II: BSA conjugada con oligosacáridos de quitosano obtenidos por ultrafiltración usando una membrana de 1000 Da (BSA-OUF) y C) grupo III: BSA conjugada con oligosacáridos de quitosano ultrafiltrados y acetilados posterior a la síntesis (BSA-OUFAc). Se usó como estándar una mezcla de proteínas de peso molecular de amplio rango.
















Los espectros de infrarrojo obtenidos en cada uno de los grupos de glicoconjugados sintetizados mostraron picos alrededor de 1000 a 1100 cm-1 que son característicos de las familias de hidratos de carbono, lo cual es un sólido indicador de que la unión química de los distintos oligosacáridos a la estructura de la proteína se favoreció (16) (21). Estos resultados coinciden con los aumentos en peso molecular observados por medio de electroforesis. Los picos a 3280-3290 cm -1, característicos de los enlaces O-H y N-H que no se observaron en los tratamientos sometidos a acetilación (grupo III), pueden deberse a que este procedimiento no solo afectó a la estructura del oligosacárido de quitosano, sino también a la proteína BSA y a la cantidad de agua presente, cuyos grupos O-H son en parte responsables de esta señal.

Por otra parte, las diferencias en los patrones de emisión de fluorescencia indican cambios conformacionales en la estructura tridimensional de la proteína por efecto del tratamiento de glicación. La fluorescencia en proteínas se debe a la presencia de aminoácidos aromáticos, contribuyendo principalmente el aminoácido triptófano. Los cambios en fluorescencia bajo las condiciones de estudio se atribuyen a variaciones en el microambiente alrededor del aminoácido triptófano presente en la proteína. Dada su naturaleza hidrofóbica, el triptófano en medio acuoso tiende a encontrarse ocluido en la estructura de la proteína (22). El aumento en la intensidad de emisión de fluorescencia indicaría una mayor exposición de los residuos de triptófano al microambiente acuoso de la proteína, como se observó en los glicoconjugados de los grupos I y II, mientras que la disminución de esta emisión indica que la posición de estos residuos se encuentra en la parte interna de la estructura globular de la proteína, como en el caso de los conjugados del grupo III (23). Esto, probablemente estuvo favorecido por la unión de grupos acetilo de naturaleza hidrofóbica agregados durante la acetilación. Cabe señalar que las condiciones de glicación, como pH y temperatura, también pudieron causar cambios en la estructura de la proteína, provocando agregación o desnaturalización de la misma, incidiendo en los patrones de emisión obtenidos. El desplazamiento de la longitud de onda de máxima emisión hacia la derecha del espectro indicaría que el microambiente que rodea a los residuos de triptófano es de característica hidrofílica, lo que puede implicar que los oligosacáridos se unieron a algún residuo cercano a la posición de triptófanos en la secuencia de aminoácidos de la proteína BSA, o bien, que el tratamiento aplicado provocó el desdoblamiento parcial de la cadena polipeptídica quedando los triptófanos más expuestos al medio acuoso (23) (24).
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Figura 2 y Figura 3




Espectros de infrarrojo de albúmina sérica bovina (BSA)y glicoconjugados sintetizados por incubación a 50, 60 y 70 °C.A) grupo I: BSA conjugada con oligosacáridos de quitosano sin ultrafiltrar(BSA-OSUF); B) grupo II: BSA conjugada con oligosacáridosde quitosano obtenidos por ultrafiltración usando una membranade 1000 Da (BSA-OUF) y C) grupo III: BSA conjugada conoligosacáridos de quitosano ultrafiltrados y acetilados posterior a lasíntesis (BSA-OUFAc).








Patrones de emisión de fluorescencia de albúmina séricabovina (BSA) y glicoconjugados sintetizados a 50, 60 y 70 °C.A) grupo I: BSA conjugada con oligosacáridos de quitosano sin ultrafiltrar(BSA-OSUF); B) grupo II: BSA conjugada con oligosacáridosde quitosano obtenidos por ultrafiltración usando una membrana de1000 Da (BSA-OUF) y C) grupo III: BSA conjugada con oligosacáridosde quitosano ultrafiltrados y acetilados posterior a la síntesis(BSA-OUFAc).












Después que los análisis realizados indicaron la unión de oligosacáridos a la estructura proteica, se evaluó la susceptibilidad de ser reconocidos por lectinas y adhesinas bacterianas. Se utilizó la lectina WGA, que reconoce específicamente estructuras de ácido siálico y N-acetilglucosamina (25). Los tres tipos de glicoconjugados sintetizados fueron reconocidos por la lectina WGA, en mayor medida en los tratamientos sometidos a acetilación. Este comportamiento posiblemente fue debido a que la lectina tiene mayor afinidad hacia residuos de N-acetilglucosamina que hacia glucosamina. El tratamiento de ultrafiltración también favoreció el reconocimiento; esto, posiblemente se debió a que con este procedimiento se eliminaron oligosacáridos de menor tamaño molecular y sólo se usaron para la síntesis los oligosacáridos de cadenas más largas, los cuales, una vez unidos a la estructura de la proteína, estarían más expuestos para el reconocimiento por la lectina; es decir, presentarían un menor impedimento estérico. Estos resultados indican que los oligosacáridos de quitosano presentes en los glicoconjugados sintetizados están disponibles para el reconocimiento por lectinas.

También las adhesinas de E. coli K88+ y E. coli K88ac fueron capaces de reconocer tanto estructuras de N-acetilglucosamina (tratamientos sometidos a acetilación) como de glucosamina (oligosacáridos de quitosano ultrafiltrados 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 debidas a que la lectina reconoce principalmente estructuras terminales, mientras que las distintas variantes de E. coli reconocen hidratos de carbono terminales específicos, con distintas afinidades hacia estructuras semejantes. Además, la presencia de ciertas estructuras puede promover mayor reconocimiento. Grange et al. (7) describieron que cada variante K88 tenía una especificidad de unión a hidratos de carbono diferente, pero relacionada. Propusieron que la secuencia mínima de hidratos de carbono que presenta mayor afinidad debe contener una N-acetilhexosamina y, si además está unida una galactosa en enlace beta a esta estructura, se mejora dicha unión. En base a los hallazgos de esta investigación se podría decir que no sólo la unión a galactosa promueve el reconocimiento biológico, sino también la presencia de glucosamina o N-acetilglucosamina, las cuales son parte de la estructura del oligosacárido de quitosano empleado en esta investigación.

En conclusión, bajo las condiciones empleadas fue posible la síntesis de glicoconjugados. Esto fue evidenciado por electroforesis y análisis de infrarrojo. A mayor temperatura de síntesis se lograron mayores aumentos en peso molecular, y de manera general mayor reconocimiento biológico por lectinas y adhesinas bacterianas, excepto los conjugados del grupo I (sin ultrafiltrar) que aún a la temperatura de 50 °C presentaron un alto de grado de reconocimiento, tanto por lectinas como adhesinas bacterianas.

El tratamiento más sencillo, es decir, sin ultrafiltrar ni acetilar y con la menor temperatura de incubación, mostró resultados muy favorables en el reconocimiento con ambas bacterias; esto es muy deseable desde el punto de vista práctico ya que se reducirían costos operativos al tratar de usar este glicoconjugado a gran escala como una estrategia profiláctica que reduzca el uso indiscriminado de antibióticos. Aunado a ello, el quitosano usado para la síntesis se encuentra en la naturaleza de manera muy abundante y el método de síntesis de glicoconjugados, es bastante sencillo y no requiere de reactivos tóxicos o de elevado costo. Sin embargo, se requieren estudios adicionales in vivo para evaluar la efectividad y viabilidad con sujetos de experimentación previo a la implementación de esta estrategia.
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Figura 4




Ensayos de reconocimiento de los tratamientos por la lectina de germen de trigo (WGA). Los glicoconjugados fueron sintetizadospor incubación a 50, 60 y 70 °C. A) grupo I: albúmina sérica bovina (BSA) conjugada con oligosacáridos de quitosano sin ultrafiltrar (BSA-OSUF); B) grupo II: BSA conjugada con oligosacáridos de quitosano obtenidos por ultrafiltración usando una membrana de 1000Da (BSA-OUF) y C) grupo III: BSA conjugada con oligosacáridos de quitosano ultrafiltrados y acetilados posterior a la síntesis (BSA-OUFAc). Se evaluó la proteína sin conjugar (BSA) y un glicoconjugado comercial de BSA-triacetilglucosamina como control (+)
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Figura 5




Ensayos de reconocimiento de las bacterias E. coli K88+ (A) y E. coli K88ac (B) hacia los glicoconjugados sintetizados por incubacióna 50, 60 y 70 °C. Grupo I: BSA conjugada con oligosacáridos de quitosano sin ultrafiltrar (BSA-OSUF); grupo II: BSA conjugadacon oligosacáridos de quitosano obtenidos por ultrafiltración usando una membrana de 1000 Da (BSA-OUF) y grupo III: BSA conjugadacon oligosacáridos de quitosano ultrafiltrados y acetilados posterior a la síntesis (BSA-OUFAc). Se evaluó la proteína sin conjugar (BSA) yun glicoconjugado comercial de BSA-triacetilglucosamina como control (+).
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Figura 1. Electroforesis SDS-PAGE de albimina sérica bovina
(BSA) y glicoconjugados sintetizados a 50, 60y 70 °C. 4) grupo
I: BSA conjugada con oligosacéridos de quitosano sin utrafitrar
(BSA-OSUF); B) grupo II: BSA conjugada con oligosacéridos de
quitosano obtenidos por ultrafitracion usando una membrana de

1000 Da (BS4-OUF)y C) grupo i: BSA conjugada con oligosa

dos de quitosano ultrafitrados y acetiaos posteror a fa sintesis

(BSA-OUFAC). Se uso como esténdar una mezcla de profeinas de
peso molecular de amplio rango.
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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 I
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 I11°
BSA 68,62 -
BSA-OUFAc 50 °C 7113 2,48
BSA-OUFAC 60 °C 75,07 6,45
BSA-OUFAc 70 °C 75,07 645

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 2. Espectros de infrarrojo de albdmina sérica bovina (BSA)

¥ glicoconjugados sintetizados por incubacion a 50, 60 y 70 °C.

A) grupo I: BSA conjugads con oligosacéridos de quitosano sin ul-
rafitrar (BSA-OSUF); B) grupo Il: BSA conjugada con oligosacari-
dos de quitosano obtenidos por ultrafitracion usando una mem-
brana de 1000 Da (BSA-OUF) y C) grupo Iil: BSA conjugada con
oligosacérides de quitosano ultrafltrados y acetilados posterior a la

sintesis (BSA-OUFAC).
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Figura 3. Patrones de emision de fluorescencia de albimina séri-
ca bouina (BSA) y glicoconjugados sintetizados a 50, 60y 70 °C.
A)grupo I BSA conjugads con oligosacéridos de quitosano sin ultra-
filtrar (SA-OSUF); B) grupo Il: BSA conjugada con oligosaciridos.
de quitosano obtenidos por ultrailtracién usando una membrana de
1000 D2 (BSA-OUF) y C) grupo I1l: BSA conjugada con oligosacari-
dos de quitosano ultrafiltrados  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 incubacion a 50, 60 y 70 °C. A) grupo I albimina sérica bovina (BSA) conjugada con oligosacaridos de quitosano sin ultrafiltrar

(BSA-OSUF); B) grupo l: BSA conjugada con oligosacéridos de quitosano obtenidos por ultrafitracion usando una membrana de 1000

Da (BSA-OUF) y C) grupo lil: BSA conjugada con oligosacaridos de quitosano ultrafitrados y acetilados posterior a la sintesis (BSA-OU-
FAc). Se evalus la proteina sin conjugar (BSA) y un glicoconjugado comercial de BSA-triacetilgiucosamina como control (+).
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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, 60 y 70 °C. Grupo I: BSA conjugada con oligosacéridos de quitosano sin ultrafiltrar (BSA-OSUF); grupo II: BSA conjugada

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

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





