








2. Determinacion del numero y tipo
de oligosacaridos presentes en SC

La figura IV.2A muestra el perfil de los oligosacaridos N-ligados liberados por
hidrdlisis alcalina, analizados por cromatografia de exclusidn y cuantificados por la
técnica de orcinol/sulfurico. En este perfil se puede observar una gran cantidad de
estos residuos agrupados en al menos 3 grandes grupos. En la figura IV.2.B se
observa el perfil obtenido para los residuos O-ligados liberados por  -eliminacién y
analizados de la misma manera que los anteriores. En este caso, estos

oligosacaridos aparecen distribuidos en 2 grandes grupos.

Figura 1IV.2. Oligosacaridos liberados de SC por métodos quimicos y separados por
cromatografia liquida. A, N-glicanos; B, O-glicanos.
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3. Patron de glicosilacion en SC

El patrén de glicosilacion de SC fue estudiado utilizando lectinas, los resultados
se presentan en la tabla IV.2 y se comparan con el patron de glicosilacién de
OR tomado de Dreon et al. (2004a).

La union de las lectinas ConA y WGA confirma la presencia de N-
glicosilacion determinada quimicamente, ya que estas reconocen estructuras
de tipo alta manosa e hibridas, respectivamente. Las lectinas PSA y LCA, que
reconocen estructuras de tipo complejo, no presentaron afinidad. En cuanto a
la elongaciéon de estas estructuras, la unién de DSL y ECL demuestra la
existencia de Poli N-acetil lactosamina, es decir repeticiones de la estructura (-
3GalB1-4GIcNAcB1-),. En cuanto al andlisis de los monosacaridos terminales,
RCA indica terminacién con grupos [-galalactosil, mientras que PVL indica la
presencia de N-glicanos terminados en Sias.

Como se observd por las técnicas cldsicas, escalarina presenta O-
glicosilacion, que se confirma por una elevada reactividad de la lectina JAC.
Esta lectina, junto con la PNA, reconocen el antigeno-T (Gal B1,3-GalNAc),
aunque JAC también reconoce a este disacarido modificado con Sias. SBA
reconoce otra estructura O-ligada muy comun, el antigeno-Tn (GalNAc a-O-
Ser/Thr). En cuanto al analisis de los residuos terminales de los oligosacaridos
O-ligados, por medio de UEA1 se revelé la presencia de al,2-Fuc, y de a-

GalNAc mediante DBA y BSL-1.

Tabla IV.2. Afinidad de lectinas por oligosacaridos de SC.
Lectinas utilizadas para estudiar los patrones de glicosilacion de SC. Referencias: a, segln
Cummings et al. (2009) y Mao et al. (2004); b, extraido de Dreon et al. (2004a).

Lectina Acrénimo Especificidad de unién ® SC OR°

Man a3[Man a6] Man, terminal

Concanavalin A ConA aMan; N-glicanos tipo Oligomanosa + +
e Hibrido
Wheat germ agglutinin WGA Neu5Ac a3/6/8 R; + +
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Residuos a-D-mannosyl terminales;

Pisum sativum agglutinin PSA N-acetilquitobiosa unido a Fuc i i
N-gli ti lejo Bi-y tri-

Lens culinaris agglutinin LCA glicanos tipo complejo Bi-y tri - -
antenados

Datura stramonium lectin DSL LacNAc terminal + +

Erythrina christagalli lectin ECL LacNAc terminal + -

Il?/cmus comunis agglutinin RCA 1 BGal terminal N )

Psathyrella velutina lectin PVL GlcNAc Neu5Ac a26-Gal + -
Neu5Ac a 3 Gal B1,3-GalNAc; Gal

Jacali JAC ! ! + +

acaiin B1,3-GalNAc

Peanut agglutinin PNA Gal B13-GalNAc terminal + -

Soybean agglutinin SBA Antigeno Tn, a GalNAc terminal + -

1Ulex europaeus agglutinin UEAL a(1,2) L-Fuc N N

Dolichus biflorus DBA GalNAc al,3 GalNAc/Gal + +

Bandeiraea simplicifolia BSL 1 aGalNAC >aGal . )

lectin 1

4. Deglicosilacion enzimatica de SCy OR

El tratamiento de SC y OR con PNGasa F en condiciones nativas dio resultado
negativo en ambas perivitelinas, lo cual es frecuente en proteinas altamente
glicosiladas, y se debe principalmente a que los oligosacdridos ocultan los sitios de
corte de la enzima (impedimento estérico). Para lograr una mayor exposicion de
estos sitios de hidrélisis, ambas proteinas fueron desnaturalizadas previamente al
tratamiento. En estas condiciones se observaron cambios en la movilidad
electroforética de las tres subunidades de ambas proteinas (figura 1V.3), indicando
gue todas ellas poseen N-glicanos. SC mostré bandas de ca. 32 kDa, 27 kDa y 25 kDa
mientras que OR mostré bandas de ca. 34 kDa, 29 kDa, y 27 kDa.
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Los tratamientos con sialidasa fueron realizados en condiciones nativas vy
desnaturalizantes, pero en este caso, a diferencia del tratamiento con PNGasaF, no
se observaron cambios en los perfiles electroforéticos de ninguna de las proteinas.
Estos resultados indicarian que las formas de Sias presentes en los oligosacaridos de

estas perivitelinas serian resistentes a la sialidasa de C. perfringens.

5. Deglicosilacion quimica de ORy SC

Para evaluar la existencia de glicoformas, se realizd una deglicosilacién completa de OR
y SC mediante métodos quimicos, y se analizd por PAGE-SDS. Como resultado de se
observd una Unica banda proteica en ambas proteinas, con un PM de ca. 27 kDa para
SC vy ca. 25 kDa para OR (Fig IV.4). Estos resultados indican que las tres subunidades
identificadas previamente serian isoformas de un mismo polipéptido, variando en el
contenido de carbohidratos (glicoformas). Por otra parte se pudo observar que la

deglicosilacion provocé en ambas una pérdida de la solubilidad y pérdida de color.

OR SC std KDa

— 97
W [-66
- |45
- 30 Figura v.4. Deglicosilacién
22 1 completa, por métodos quimicos de
- o OR y SC, gel de PAGE-SDS. std,
. - 144 estandar de PM.
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6. Secuencias N-terminales de ORy SC

Se obtuvieron las secuencias N-terminales de OR y SC completamente
deglicosiladas, en el caso de OR, esta determinacién ya habia sido realizada
anteriormente pero con las subunidades sin deglicosilar (Dreon, 2003). En el
presente analisis se obtuvieron secuencias de 17 residuos para SC y 15 residuos
para OR, con 10 residuos aminoacidicos en comun (Fig. IV.5). Sin embargo, para
ambas proteinas, se determind mas de una secuencia posible: para SC habria al
menos dos alternativas, teniendo en cuenta variantes en las posiciones 2, 4 y 8;
en el caso de OR habria al menos tres, las cuales resultaron coincidentes con las
secuencias que habian sido determinadas previamente con las subunidades sin
deglicosilar (Dreon, 2003). Estos resultados, entonces, indicaban que la banda
Unica observada en PAGE-SDS luego de la deglicosilacién total contenia mas de
un polipéptido, y, tomando en consideracién las secuencias previas de OR, esos
polipéptidos se corresponderian con las subunidades que se observan sin
deglicosilar. Estariamos entonces frente a tres polipéptidos con un PM muy

similar, que no pueden ser resueltos por PAGE-SDS.

1 5] 10 L3
Y
a0 Q c M
DEXLLLDTI(I)DASTEETIN
NKEXLULLDTI(I)DATT S
ORIYEHVQIIVKRETP?P
VPDNY ID

Figura IV.5. Secuencias N-terminales de SC y OR obtenidas a partir de la proteina
previamente deglicosilada, se muestra coloreada la zona de secuencia comun entre
ambas perivitelinas. X: residuo sin asignacion; los paréntesis indican baja confianza en el
residuo asignado.
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7. Puntos isoeléctricos de las subunidades
de ORy SC

Para resolver si se trataba de varios polipéptidos, se analizaron a continuacién
las muestras deglicosiladas y sin deglicosilar mediante electroforesis
bidimensional. El perfil obtenido para las subunidades sin deglicosilar fue
complejo, observandose varias isoformas para cada subunidad (Fig. IV.6 Ay B).
En SC, la subunidad de 35 kDa presenta 3 isoformas principales (pls: entre 5,9 y
7,5); la subunidad de 28 kDa tiene 2 (pls entre: 5,5y 7,4) y la subunidad de 24
kDa presenta 2 (pls entre: 5,3 y 7,5). En OR, la subunidad de 35 kDa tiene
cuatro isoformas principales (pls entre: 5,0 y 5,9); la subunidad de 32 kDa tiene
una (pl: 5,1) y la subunidad de 28 kDa presenta cuatro (pls entre: 5,6 y 7,5). El
perfil de las proteinas deglicosiladas representa una importante simplificacidn
respecto del perfil nativo, observandose una serie de spots con similar PM pero
distinto pl. OR mostré tres spots principales con pl alrededor de 5,5 (Fig.
IV.6.C); y SC tres spots con pl ligeramente mdas alcalino, ~ 6,0 (Fig. 1V.4.D); en
ambos perfiles se observan otros spots mas tenues, con Pls mds bdsicos. Este
resultado apoya la existencia de mdas de un polipéptido confirmando los

resultados de las secuencias N-terminales.
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Figura IV.6. Efecto de la deglicosilacion quimica en los perfiles obtenidos mediante electroforesis
bidimensional de OR y SC. A, OR sin deglicosilar. B, SC sin deglicosilar. C, OR deglicosilada. D, SC
deglicosilada. En sentido horizontal las proteinas estan separadas segun su pl; en sentido vertical
segun su PM. Las flechas indican los spots principales.

8. Deteccion de fosforilaciones

La presencia de multiples isoformas con diferente pl observadas en los geles de 2D-
E, podia también deberse a la presencia de fosforilaciones. Para investigar esta
posibilidad se realizé un andlisis mediante dot-blot, utilizando en la deteccién un
anticuerpo contra residuos de serina fosforilados, que demostré que ambas

perivitelinas presentan fosforilacion.
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DISCUSION

La glicosilacion es la modificacion postraduccional mas frecuente de las proteinas, y
tiene diversos efectos en la estructura y funcién de éstas. En algunos casos dichos
efectos parecen ser poco relevantes para el organismo, mientras que en otros
resultan de vital importancia en procesos tales como el transito intracelular y el
reconocimiento mediante receptores. Pocas glicoproteinas han sido estudiadas en los
gasterdpodos, ya que si bien existen varios estudios detallados sobre glicosilacion en
estos organismos, los mismos analizan la diversidad de estructuras oligosacdridas
pero sin identificar la proteina en la que se encuentran (Burgmayr et al., 2001;
Gutternigg et al., 2007; Park et al., 2008). De las pocas glicoproteinas purificadas de
huevos de molusco, solamente en P. canaliculata se ha realizado una caracterizacion
de los carbohidratos y patrones de glicosilacién (Dreon et al., 2004a) por lo que las

comparaciones que se realizan a continuacidn estan forzosamente restringidas.

Composicion de monosacaridos y patrones de glicosilacion en SC

Los estudios de afinidad de lectinas y técnicas bioquimicas cldsicas mostraron que
SC presenta oligosacaridos N- y O-ligados, como se habia descripto en OR (Dreon et
al., 2004a). Los N-glicanos de SC parecen similares a los de OR, presentando
estructuras de oligomanosa e hibridas pero no complejas, aunque en SC
presentarian elongaciones con lactosamina que no se encontraron en OR. Estos N-
glicanos se encuentran en las tres subunidades de ambas perivitelinas, como se
determiné por deglicosilacion enzimatica con PNGasaF. Por otra parte, los O-
glicanos presentarian similares caracteristicas en ambas perivitelinas, con presencia
de antigenos Tn y T, este Ultimo probablemente con terminaciones de Sias.

La composicion de monosacaridos de SC también fue semejante a la de OR,
mostrando diferencias sélo a nivel cualitativo. Los monosacaridos predominantes
en SC son Gal y Man, mientras que en OR son Man y NAcGlc (Dreon et al., 2004a),

en ambos casos, estos azlcares se relacionan con la presencia de N-glicanos de tipo
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oligomanosa. Se determind la presencia de Fuc en ambas perivitelinas,
representando alrededor del 7%, en coincidencia con la union de la lectina UEA-1
que detecta estructuras fucosiladas con enlaces al,2. Este monosacdrido,
importante en procesos de reconocimiento intracelular, se ha encontrado también
en otros gasterdpodos presentando este tipo de enlaces (Staudacher et al., 1999).

Entre los monosacaridos minoritarios se encontré Xil. Este monosacarido,
cldsicamente considerado como tipico de las plantas, ha sido encontrado en
glicoproteinas de algunos pulmonados y considerando que con este resultado su
presencia se extiende a los Caenogastropoda, parece ser caracteristico de los N-
glicanos de gasterépodos, como fuera sugerido previamente basandose en
informacioén limitada a especies de Pulmonata (Staudacher et al., 1999; Gutternigg
et al., 2007). Sin embargo, se debe tener en cuenta que aun no existen datos de su
presencia en los restantes grupos de Caenogastropoda.

Las distintas variedades del acido sidlico son abundantes en los
deuterostomados y eran consideradas exclusivas de esos grupos, si bien luego
fueron encontrados en bacterias, protistas e incluso en plantas (Varki et al., 2009).
Dentro de los gasterdpodos fueron descriptos sélo en pulmonados, que presentan
las mismas variedades de Sias que los mamiferos (Burgmayr et al., 2001). Su
presencia en las dos perivitelinas estudiadas aqui, extiende la presencia de estos
glicidos también a los Caenogastropoda.

Varias funciones bioldgicas han sido atribuidas al Sias en las glicoproteinas,
como estabilizacion estructural, proteccion contra el ataque proteolitico y aumento
de la viscosidad de glicoproteinas como las mucinas (Varki & Lowe, 2009). Algunas
de estas funciones podrian relacionarse con caracteristicas presentes en estas
perivitelinas. Por ejemplo, el Sias podria contribuir a la estabilidad térmica y quimica
que presenta OR y, como veremos en el Capitulo V, también SC. Por otro lado, una
elevada viscosidad del perivitelo, causada por la elevada concentracién de las
perivitelinas conteniendo Sias, podria representar una barrera contra la invasion
bacteriana, como se ha sugerido para la ovomucina, glicoproteina del albumen del
huevo de gallina (Stevens, 1996). Mas estudios comparados demostraran si el Sias

es también caracteristico de las glicoproteinas de los gasterépodos.
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Los tratamientos con sialidasa no fueron exitosos en la remocidn del Sia de OR
y SC. Se ha descripto la existencia de variedades de Sias resistentes al corte con
sialidasas en fluidos corporales de cerdo y caballo (Nohle et al., 1985). Asimismo,
Gutternig et al. (2007) encontraron en glicopéptidos de pulmonados glicanos
resistentes a exoglicosidasas que interpretaron como una posible defensa contra la
digestion, ya que podrian cubrir zonas del péptido susceptibles a proteasas. En este
sentido, la resistencia del Sias a la sialidasa representaria una proteccidn para estos
glicanos, y como veremos en el Capitulo VI, esta caracteristica junto con el elevado
contenido de glicanos estaria relacionada con la resistencia de estas perivitelinas a
la digestién por proteasas.

Las diferencias encontradas entre los patrones de glicosilacion de OR y SC,
confirman la falta de reactividad cruzada (Cap. lll), indicando que si bien los
carbohidratos son importantes en ambas perivitelinas, presentan significativas
diferencias. Esto no necesariamente implicaria diferencias funcionales entre ambas
si dichas diferencias se encuentran en la estructura fina de los oligosacaridos, ya
gue se sabe que en muchas situaciones, la identidad del glicano no es tan
importante para la funcidn proteica como su presencia o ausencia (Taylor &

Drickamer, 2003).

Isoformas y fosforilacion en ORy SC

En los primeros andlisis de OR y SC se determind que ambas eran oligdmeros con
tres subunidades de diferentes PM (Garin et al., 1996; Cap. Ill). Cuando ambas
proteinas fueron deglicosiladas completamente, esta multiplicidad de subunidades
se redujo a una, sugiriendo la presencia de un uUnico polipéptido que presentaba
glicoformas. Las secuencias N-terminales y el andlisis por electroforesis
bidimensional revelan sin embargo la presencia de, al menos, tres polipéptidos de
PM muy similar pero diferente pl. Las diferencias de PM observadas en los primeros
analisis serian entonces debidas a diferencias en el grado de glicosilacién entre las
subunidades. Del mismo modo, las diferencias de pl entre las isoformas, serian

concecuencia de la glicosilacion y de la presencia de diferentes cantidades de Sias
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(Gravel, 2002), ya que gran parte de estas isoformas desaparece cuando se
deglicosila completamente, aunque también pueden deberse a la presencia de
otras modificaciones postraduccionales.

La presencia de glicoformas es muy frecuente en proteinas glicosiladas, y en
perivitelinas de gasterdpodos la presencia de cinco glicoformas ha sido confirmada

en el inhibidor de tripsina de L. stagnalis (Nagle et al., 2001).

También se detectd la presencia de otra modificaciéon postraduccional en
estas perivitelinas, la fosforilacién de residuos de serina. Los grupos fosfato
presentan cargas eléctricas, que alteran el pl de las proteinas que los poseen. La
presencia de fosforilacion diferencial en las subunidades de OR y SC explicaria en
parte las isoformas de pl, especialmente las observadas en los geles
bidimensionales de las muestras totalmente deglicosiladas. La presencia de sitios de
fosforilacién en perivitelinas de gastrépodos sélo fue descripta en la perivitelina
HJAGP de H. duryi a partir de un analisis de su secuencia; aunque en ese estudio no
se confirmd la presencia de grupos fosfato, se especuld sobre su posible relacion
con la incorporacion de la perivitelina por el embrién (Mukai et al., 2004). Un grupo
de proteinas del vitelo, las fosvitinas, poseen grupos fosfato que representan una
reserva de fésforo para el embridén, ademads, al tener una elevada cantidad de
fosfatos, las fosvitinas son agentes quelantes de metales como hierro (Anton et al.,
2006). La presencia de grupos fosfato en las perivitelinas podria representar una

reserva de fésforo para los embriones, en los huevos que presentan perivitelo.

Importancia de las modificaciones postraduccionales

La presencia en OR y SC de monosacaridos importantes en procesos de
reconocimiento como Sias y Fuc, asi como de fosforilacidn diferencial, podrian estar
involucradas individualmente o en conjunto, en la incorporacién selectiva de las
perivitelinas por parte del embrion. A este respecto, se ha demostrado que el
embriéon de P. canaliculata consume cada perivitelina de manera diferencial en los

distintos estadios del desarrollo (Heras et al., 1998).

........................................................................................................................... Santiago Ituarte | TESIS 2010 | Pagina 104



Por otro lado, la presencia de glicanos resistentes a la digestion por
glicosidasas en una perivitelina requiere que el embridn posea enzimas con
capacidad de degradar dichos oligosacaridos. Si bien esto no ha sido estudiado en el
embridn, diversas glicosidasas capaces de degradar oligosacaridos conteniendo Fuc
y Xil han sido aisladas de la gldndula digestiva del adulto (Suzuki et al., 1991; Endo
et al.,, 1993). Seguramente el embrién expresa dichas enzimas, las cuales le
conferirian la capacidad de hidrolizar las perivitelinas para poder incorporarlas

como fuente nutritiva, energética y de antioxidantes durante la embriogénesis.
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V.

Aspectos estructurales de

ovorubina y escalarina



INTRODUCCION

Como vimos en los capitulos anteriores, la OR presenta pocas similitudes con el
resto de las carotenoproteinas estudiadas en invertebrados. Sin embargo, la SC
presenta similitudes bioquimicas y estructurales con aquella (ver Cap. Ill), como la
estructura oligomérica, un elevado porcentaje de glicosilacidon y presencia de un
cofactor carotenoide no esencial para su estabilidad estructural, asi como varias
similitudes funcionales como se describira en el Capitulo VI.

Estudios previos han demostrado que la OR es una proteina con elevada
estabilidad térmica, la cual podria estar relacionada con su elevada glicosilacion y
cuyo significado funcional seria mantener la integridad de la perivitelina (y por ende
sus multiples funciones) cuando los huevos se hallan expuestos a insolacién directa
durante el desarrollo (Dreon et al., 2007). Dentro de su funciones, la OR presenta
actividad inhibitoria de serinproteasas demostrada in vitro (Norden, 1972), y se ha
descripto que en general, las proteinas y péptidos inhibidores de proteasas son
estructuralmente muy estables, manteniendo su estructura nativa adn en
condiciones extremas de temperatura, pH, y agentes desnaturalizantes porque
poseen motivos estructurales que les brindan resistencia a la protedlisis por las
enzimas que inhiben (Teles et al., 2005; Moreno et al., 2005a; Azarkan et al., 2006;
Sabotic et al., 2009).

Debido a que la OR presenta actividad inhibitoria de serinproteasas y es
termoestable, resultaba interesante estudiar si, al igual que otros inhibidores,
presentaba estabilidad conformacional a valores extremos de pH. Asimismo, y
teniendo en cuenta las similitudes observadas entre OR y SC, también se estudiaron

en esta ultima los efectos de la temperatura y el pH sobre su estabilidad estructural.
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RESULTADOS

1. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad
estructural de SC

El efecto de la temperatura sobre la estructura cuaternaria de SC fue analizado
mediante SAXS. La Fig.V.1.A muestra un grafico de Kratky a distintas temperaturas entre
40°C y 90°C. Se observa que SC no muestra alteraciones hasta los 80°C, presentando las
curvas forma de campana, tipica de proteinas globulares. A 90°C se observa una
desviaciéon de la curva, indicativa de una pérdida de globularidad de la particula.
Asimismo, el Rg de la particula no se alter6 significativamente aun a temperaturas de

90°C, donde muestra una disminucién de menos del 10% (Figura V.1.B).
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2. Efectos del pH en la estructura de OR y SC

2.1. Espectroscopia de absorcion

En la figura V.2 se observan los espectros de absorciéon de OR y SC, luego de ser
incubadas durante 18 h en buffers que cubrian el rango de pH 2,0 a 12,0. La OR sdlo
muestra minimos cambios de intensidad en la banda de absorcion de la astaxantina,
no existiendo desplazamientos de los maximos de absorcién (Fig. V.2.A). La SC sélo
muestra leves alteraciones a pH extremos (Fig. V.2.B). A pH 12,0 se observa en SC
una disminucion de la intensidad, con un muy leve desplazamiento hacia el azul de
la banda de absorcion de la astaxantina; a pH 2,0 se aprecia la desaparicion de un

pico de absorcion alrededor de 320 nm.
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2.2. Espectroscopia de emision de fluorescencia

En la figura V.3 se muestran los espectros de emisién de fluorescencia de OR y SC,
luego de ser incubadas por 18 h en buffers a pH entre 2,0 y 12,0. La OR sdlo
presenta un ligero corrimiento del maximo de emisién a pH 2,0 (de 330 a 338 nm)
acompanado de una caida de intensidad, indicativos de cierta exposicion de
residuos de Trp al entorno acuoso, pero sin una desnaturalizacién completa. En SC
se observa un comportamiento algo diferente, ya que a pH dacido no hay
alteraciones pero si a pH alcalino, observandose una disminucién de intensidad y un
cierto corrimiento hacia el rojo a pH 10,0 que se hace mas marcado a pH 12,0 (Fig.
V.3.B). Los corrimientos observados indicarian que auln a estos pH extremos no ha

ocurrido el desplegado total de las perivitelinas.

A

0,006 pH2.0 | -
— pHB.0
—— pH 12.0

0,004 S E

Fluorescencia [u.a.]

0,002 N

0,000

T T 1 L] Ll
300 320 340 360 380 400
A [nm]

0,14 4

0,12 -

0,10 -

0,08 -

0,06 -

Fluorescencia [u.a.]

0,04 - -4 Figura V.3. Efectos del pH en OR y
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2.3. SAXS

2.3.1.0R

La variacion del Rg de OR en funcién del pH se muestra en la figura V.4.A. Se
observa que el Rg se mantiene constante entre pH 12,0 y 4,5, a pH 4,0 se observa
un incremento en el Rg, que es seguido por una disminucién brusca del mismo
hasta 32 A a pH 2,0. El incremento del Rg a pH 4,0 seria indicativo de una expansion
de la molécula, que precederia al desensamblado final del oligdmero evidenciado
por la caida en el valor del Rg a pH mas acidos. Esta alteracién a pH acido también
se aprecia como una pérdida de globularidad en los graficos de Kratky. El andlisis de
los graficos de Kratky a pH 10 y 12 también confirma que en condiciones alcalinas la

globularidad de OR no se ve afectada (Fig. V.4.B).

A Eu T T T T T T
55 | i
| ]
50 & J
45 | /+‘""““%———%— % J
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30 i
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g Figura V.4. Efecto del pH en Ia
g e estructura de OR, medido por SAXS.
= 50x10™ - '
A, Rg de OR a diferentes valores de
pH. B, grafico de Kratky de los datos
de dispersion de OR a esos pH. Las
barras representan el error del
ajuste lineal en la regidn de Guinier
0,0 (ver 11.6)
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Para investigar el efecto del pH dcido a tiempos cortos, las medidas fueron
también realizadas con preincubacién de la muestra, a pH 2,5, durante 2h a 6 h
(Figura V.5). En estas condiciones no se observan alteraciones importantes en su
globularidad hasta 2 h, evidenciando que, si bien OR no es estable a pH inferior a

4,5 a tiempos largos, mantiene su estructura cuaternaria durante al menos 2 h.

1,0x10™ —1t=0 -
——t=2h|
—t= 4h:
t=6h|
e}
X
0 5,0x10° ,k.h
0’0 T T T A T
0,0 0,5 1,0 15 20
QAT
Figura V.5. Efectos de la incubacién de OR a pH 2,5 por tiempos cortos medido por
SAXS. Se observa una pérdida de la globularidad a partir de las 2 h.
2.3.2.SC

El efecto del pH fue diferente en SC. No se evidenciaron alteraciones del
Rg a pH muy acidos, manteniéndose constante entre pH 2.0 y 8.0, mientras que
a pH alcalinos, especialmente a pH 12,0, se observd una disminuciéon del Rg
(Fig. V.6.A). Esta alteracion estructural también se evidencia en los graficos de
Kratky que muestran pérdidas en la globularidad de la particula a pH muy

alcalinos (Fig. V.6.B).

........................................................................................................................... Santiago Ituarte | TESIS 2010 | Pagina 112



51 4 E

48 - %{{_#%\“‘“%//

\\ -
= \
2 A\
\
45 - N o
42 - 4
T T T T T T
2 4 6 8 10 12
pH
B T T T T
1,0x107 -
e}
X
(&) "
= 5,0x10° -
0,0 4

0.2 04 0.6 Y
QA"

Figura V.6. Efecto del pH en la estructura de SC medido por SAXS. A, Rg de SC a
diferentes valores de pH. B, grafico de Kratky de los datos de dispersion de SC a esos pH.
Las barras representan el error del ajuste lineal en la region de Guinier (ver 11.6)
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DISCUSION

Estabilidad térmica de SC

Las medidas de estabilidad térmica mostraron que SC es una proteina
termoestable, que sélo sufre alteraciones en su globularidad a partir de 80°C
junto con una discreta disminucidon su tamafio. La termoestabilidad de esta
perivitelina es por lo tanto elevada, si bien algo mas limitada que la de OR, la
cual mantiene su estructura prdcticamente inalterada aun a 95°C (Dreon et al.,
2007). La elevada glicosilacion que presentan ambas proteinas es un factor que
seguramente juega un papel importante en su notable termoestabilidad, ya que
los glicanos estabilizan conformacionalmente las proteinas (Varki & Lowe, 2009).

El significado funcional de esta termoestabilidad podria relacionarse con el
hecho de que, muy a menudo, las puestas de estas especies alcanzan
temperaturas elevadas cuando se ven expuestas a insolacién directa, sobre todo
cuando son depositadas sobre rocas (las que pueden alcanzar temperaturas
mayores a 50°C, obs. pers.); en estas condiciones las proteinas del FPV deberian
ser resistentes a la desnaturalizacion por calor para conservar su funcionalidad
(Dreon et al., 2007; Heras et al., 2007). Por otro lado, tal vez la termoestabilidad
no cumpla una funcién per se, sino que sea una consecuencia de presentar
elevada estabilidad conformacional asociada a la funcién como inhibidor de
proteasas que presenta OR, y potencialmente SC. En apoyo a esta segunda
hipdtesis estad el hecho de que los inhibidores de proteasas suelen ser estables
en condiciones extremas de pH y temperatura (Teles et al., 2004; Azarkan et al.,
2006), como veremos a continuacion. Cabe aclarar que estas 2 hipodtesis

planteadas no necesariamente serian excluyentes.
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pH y estabilidad de ORy SC

Los resultados de las incubaciones a diferentes pH indican que ambas perivitelinas son
estables en un amplio rango. La OR presenta estabilidad conformacional entre pH 4,0y
12,0, siendo sensible a pH mas acido, aunque dicha sensibilidad no se manifiesta a pH
2,5 si es expuesta por periodos menores a las 4 h. El rango de estabilidad de SC es
diferente y algo mas estrecho, siendo estable entre pH 2,0 y 8,0. Por otra parte, si bien
las alteraciones de SC a pH 2,0 son menores que las que sufre OR, se diferencia de esta
en que es mucho menos estable a pH superior a 10,0.

Resulta interesante que a lo largo de todo el rango de pH estudiado no se
observen corrimientos importantes en los maximos de absorcion de ambas proteinas,
ya que esto indica que las interacciones con sus carotenoides en los sitios de unién se
mantienen inalteradas, implicando que estos sitios no se ven alterados en gran
medida. Esto podria deberse a que los sitios de union del carotenoide no contienen
residuos ionizables o bien que estos estan protegidos del entorno, y no son afectados
por el pH; en ese sentido, se ha demostrado que el sitio de unién al carotenoide en la
OR es hidrofébico (o sea, conteniendo residuos no polares) (Dreon et al., 2007). Por
otro lado, aun en la incubacion prolongada de OR a pH 2,5, en la que ocurre un
desensamble del oligdmero, el espectro de absorcidon se mantiene casi inalterado
sugiriendo que, a diferencia de otras carotenoproteinas (Dellisanti et al., 2003), la
astaxantina no se encuentra ubicada en regiones de contacto entre subunidades, lo
cual estd de acuerdo con el hecho de que la presencia del carotenoide no es
necesaria para mantener su estructura cuaternaria (Dreon et al., 2007).

Las carotenoproteinas de invertebrados son estables en un rango
relativamente amplio de pH, en la Tabla V.1 se puede observar que OR y SC tienen
sin embargo el rango de estabilidad mayor, siendo OR la Unica descripta hasta el
momento con estabilidad a pH muy alcalino. Resulta destacable que, a diferencia de
las otras carotenoproteinas, tanto OR como SC son estables en condiciones de pH
acido (~ 2,5), al menos por unas horas. Esta elevada estabilidad para una
carotenoproteina, quizas sea, al igual que se menciond al discutir la elevada
termoestabilidad, una consecuencia de la evolucidn estructural asociada a la

funcién como inhibidor de proteasas que posee OR y potencialmente SC. En este
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sentido, se sabe que los inhibidores de proteasas son estructuralmente estables, lo
qgue les permite resistir la protedlisis por las enzimas que inhiben, particularmente
los inhibidores de origen vegetal, presentes en semillas y tubérculos, son estables
en condiciones extremas de pH y temperatura ya que presentan elementos
estructurales que estabilizan fuertemente regiones de la molécula (Teles et al.,
2005; Azarkan et al., 2006). La estabilidad de OR y SC frente a pH y temperatura,
podria deberse a la presencia de elementos estructurales resistentes tipicos de los
inhibidores de serinproteasas, por otro lado, la elevada proporciéon de
carbohidratos que presentan, podria jugar un papel a este respecto (Varki & Lowe,
2009) ya que se ha visto que la deglicosilacion completa desestabiliza a estas
proteinas. Si bien no existen aun datos de secuencia que confirmen que estas
perivitelinas pertenecen a alguna familia de estos inhibidores, existen evidencias

experimentales que demuestran la capacidad inhibitoria de OR (Norden, 1972).

Tabla V.1. Estabilidad frente al pH de carotenoproteinas de invertebrados.

Rango de pH al que son estables las carotenoproteinas en las que esta propiedad fue
medida. Referencias: a, Garate et al. (1986); b, Villarroel et al. (1985); c, Chayen et al.
(2003); d, Salares et al. (1979); e, Armitt et al. (1981).

Especie Carotenoproteina Rango de pH
. Procambarus clarkii Carotenoproteina a
Arthropoda: Crustacea Girard, 1852 azul 5.5-8.0
Upogebia pusilla Carotenoproteina b
5.5-9.0
(Petagna, 1792) azul
Homarus americanus . c
Milne-Edwards, 1837 Crustacyanina 5.0-8.5
H. americanus Ovoverdina 4.0-9.0°
Echinodermata: Marthasterias glacialis Carotenoproteina 4.0-8.5°
Asteroidea (Linnaeus, 1758) azul ’ ’
M. glacialis Carotenoproteina 3.5-8.5°
purpura
Mollusca: Gastropoda P. canaliculata Ovorubina 4.0-12.0
P. scalaris Escalarina 2.0-8.0
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En conclusion, la elevada estabilidad de OR y SC en un rango de pH
considerable, junto con la capacidad de soportar inalteradas temperaturas tan altas
como 80 °C, sugieren que son capaces de tolerar una amplia variedad de
condiciones, probablemente relacionadas con su rol durante la embriogénesis. En el
capitulo VI se retomara este tema y se especulard sobre la posible explicacion

funcional de esta estabilidad.

........................................................................................................................... Santiago Ituarte | TESIS 2010 | Pagina 117



VI.

Experimentos funcionales



INTRODUCCION

Como se menciond en la introduccidn general, las perivitelinas presentes en el
fluido perivitelino de los gasterépodos fueron inicialmente consideradas
Unicamente como moléculas de reserva para el embrion. En afios recientes, se han
descubierto algunas perivitelinas que podrian desempefiar funciones adicionales,
por ejemplo, como agentes antimicrobianos (Mukai et al., 2004; Kamiya et al., 2006;
Sanchez et al., 2006), inhibidores de proteasas (Nagle et al., 2001) o inclusive como

factores de crecimiento (Nagle et al., 1999).

Los desoves de los gastropodos con estrategia de oviposicion aérea, como es
el caso de las especies de Pomacea, o de hdbitats intermareales, como algunos
Caenogastropoda marinos, estan expuestos directamente a una variedad de
agentes estresantes, entre los que se destacan la deshidratacion, radiacion
ultravioleta y fluctuaciones térmicas (Przeslawski, 2004; 2005). En particular, los
desoves de la mayoria de las especies de Pomacea son adheridos a diversos
sustratos emergentes y quedan expuestos durante varios dias a condiciones de
estrés como las antes mencionadas

Esta exposicion de los desoves presenta sin duda ventajas adaptativas, pero
requiere del desarrollo de mecanismos para evitar los efectos indeseables de estas
condiciones. Los mismos son por un lado de naturaleza mecdnica, relacionados a la
presencia de capsulas o masas gelatinosas que envuelven los huevos, los cuales son
importantes en la protecciéon contra la deshidratacion, cambios de salinidad, o
depredadores (Przeslawski, 2004). También existen agentes protectivos de
naturaleza bioquimica, como la presencia de sustancias antimicrobianas
(Benkendorff et al., 2001) o de pantallas solares (Przeslawski et al., 2005) pero que
en general han sido poco estudiados. Algunas de las funciones adicionales a las
tradicionalmente reconocidas para las perivitelinas, podrian constituir agentes
protectivos que resulten particularmente significativos en estas especies. En
particular, la OR de P. canaliculata, posee funciones de proteccion y transporte de

antioxidantes en el FPV, fotoproteccion del embrion e inhibicion de proteasas
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(Norden, 1972; Dreon et al., 2004b). La proteccién de moléculas antioxidantes en el
FPV y su transporte al embridén seria significativa en estadios avanzados del
desarrollo embrionario, evitando eventuales dafios producidos por foto-oxidacion
(Dreon et al., 2004b). En cuanto a la inhibicion de proteasas, Norden (1972)
interpretd esta actividad como un posible sistema de defensa antimicrobiano,
basada exclusivamente en la capacidad de la OR de inhibir a la subtilisina, principal
proteasa de Bacillus subtilis, y takadiastasa, proteasa del hongo Aspergillus, aunque
sin realizar estudios confirmatorios.

La presencia de sustancias con actividad antimicrobiana ha sido descripta en
huevos de numerosas especies de gasterépodos (Benkendorff et al., 2001), aunque
en pocos casos se han aislado y caracterizado dichas sustancias (Sanchez et al.,
2006). Algunas perivitelinas de nudibranquios presentan actividad bactericida a
través de actividades enzimaticas productoras de especies reactivas del oxigeno
(H,0,) (Kamiya et al., 2006), y también una perivitelina de Helisoma duryi podria
presentar dicha actividad (Mukai et al., 2004).

La presencia de inhibidores de proteasas en huevos ha sido frecuentemente
sefialada, aceptandose que su funciéon seria o bien regular la protedlisis de
componentes del vitelo o perivitelo, de modo andlogo al de los inhibidores
intracelulares (Chye et al., 2006), o evitar la invasion microbiana, ya que inhibirian
las proteasas extracelulares secretadas por los microorganismos durante la invasion
(Christeller, 2005). En muy pocos casos, como en los huevos de Odorrana grahami,
se ha confirmado que el inhibidor de proteasas tiene efectivamente actividad
antimicrobiana (Han et al., 2008), contrastando con otros estudios que vinculan
ambas actividades sin una confirmacion experimental, como es el caso de la OR
(Norden, 1972).

En este capitulo se presentan los resultados de experimentos en los que se
busco explorar aspectos funcionales de las perivitelinas OR y SC en las puestas de P.
canaliculata y P. scalaris. Por un lado se evalud la capacidad de la SC para proteger
su cofactor carotenoide contra el dafio de la luz y oxigeno. Ademas, se estudio la
posible actividad antimicrobiana de la OR. Finalmente, y basados en la elevada
resistencia a un amplio rango de pH (Cap 5), se realizaron experimentos de

resistencia de OR y SC a la digestidn con proteasas.
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Tenemos en cuenta que los factores que afectan a las puestas, o al desarrollo
de los embriones, son multiples y actian en forma no independiente uno de otro
(Przeslawski, 2004). Por esto, la presencia de un compuesto con ciertas propiedades
guimicas o bioldgicas y el hallazgo de alguna respuesta particular en condiciones in
vitro, no refleja necesariamente lo que ocurre en la naturaleza. Sin embargo, una
primera aproximacion experimental en modelos mas simplificados, es fundamental

para comenzar a comprender las adaptaciones de los organismos a su ambiente.
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RESULTADOS

1. Rol de la SC en la proteccion de carotenoides

Para estudiar el posible rol de la SC en la proteccion de su cofactor
carotenoide se prepararon soluciones de: SC, SC reconstituida con
astaxantina comercial (rec-SC) y un control de astaxantina (ASX) comercial
libre en solucion acuosa, los cuales fueron expuestos a luz fluorescente y a
27°C.

En la figura V1.1 se muestra el cambio en la intensidad de absorcién de SC,
rec-SC y astaxantina libre, en funcién del tiempo de exposicion. Se puede
observar que el carotenoide libre resulté mucho mds afectado, observdandose un
decaimiento casi constante, llegando a mdas de un 80 % de degradacion por una
mayor susceptibilidad a la oxidacién. Por el contrario, los carotenoides asociados
a holo-SC y rec-SC, si bien muestran cierto grado de decaimiento, este es menor

al 40 % luego de 7 h de exposicion.
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2. Rol de la OR en la Inhibicion
del crecimiento bacteriano

La capacidad de la OR y del citosol de huevo de P. canaliculata para inhibir el
crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas, fue evaluada en medio

nutritivo liquido y sdlido, y en medio pobre.

2.1. Ensayos en medio nutritivo sélido

Los ensayos en medio nutritivo sélido se realizaron empleando las bacterias Gram
negativas Escherichia coli (cepa: JM109) y Salmonella tiphymurium y las bacterias
Gram positivas Bacillus subtilis (cepa 168) y Lactobacillus casei. No se evidencid
inhibicidon del crecimiento de ninguna de las especies bacterianas ensayadas, en
ninguna de las condiciones de concentracion de OR y citosol de huevo, que

alcanzaron los 20 pg para el caso de OR y 30 g para citosol.

2.2 .Ensayos en medio nutritivo liquido

Los resultados negativos en medio sélido no permitian de por si descartar un efecto
antimicrobiano, por ello se realizaron ensayos en medio liquido que, ademas,
permiten el analisis durante toda la fase de crecimiento. En este caso, utilizando
una cepa Gram negativa, B. subtilis, y una Gram positiva, E. coli, tampoco se
observé inhibicién del crecimiento respecto del control, aun luego de incubacion

prolongada (24 h) (Figura VI.2).
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2.3. Ensayo de actividad proteolitica en medio pobre

De los experimentos anteriores se concluyd que los componentes del FPV de P.
canaliculata, y en particular la OR, no poseen actividad antibacteriana.

Se decidid, no obstante, realizar otro experimento para comprobar si, pese
a esta falta de inhibicion del crecimiento bacteriano, la OR ejercia inhibicion de
las proteasas bacterianas in vivo, tal como fuera observado in vitro por Norden
(1972). Esto permitiria determinar si la OR podria eventualmente al menos evitar
o retardar la protedlisis bacteriana de algunos componentes del FPV.

El ensayo se realiz6 empleando B. subtilis debido a que, seglin se ha
reportado, la OR inhibe in vitro una de sus proteasas. Se compard la cepa salvaje
y la mutante DB104, que no expresa tres de las principales proteasas de la
especie (entre ellas la subtilisina). Ambas cepas se expusieron a la OR y citosol
de huevo, en medio nutritivo diluido (medio semi-pobre) al cual se le agregd
leche descremada, para observar la protedlisis. Luego de 24 h de incubacion, la
cepa salvaje (wild type, WT) presentd halos de protedlisis similares en todas las
condiciones, sin presentar diferencias entre el control y los expuestos a la OR o
citosol de huevo (Figura VI.3). La cepa DB104 presentd halos de degradacion
muy pequefios, pese al crecimiento, confirmando su estado de mutante de

protedlisis. En este caso, parece observarse un halo levemente menor en los
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tratados con citosol, pero similar al halo que presenta el control. Estos ensayos
indican que, si bien la OR inhibe in vitro la subtilisina y otras proteasas, esta

inhibicion no evita la protedlisis por parte de B. subtilis.

Figura VI.3. Efecto del citosol y la OR sobre el
crecimiento de B. subtilis en medio medio NB
diluido/leche descremada.

CWT, control cepa salvaje; WT, cepa salvaje;
Cmut, control cepa mutante; mut, cepa
mutante; OR1 y OR2, ovorubina 150 pgy 30 pg,
respectivamente; C1 y C2, citosol de huevo, 90
pg y 18 pg, respectivamente.

3. Digestion gastrointestinal in vitro

En estos experimentos se analizé la digestidn gastrointestinal in vitro intentando
simular la protedlisis que sufririan estas perivitelinas al ser ingeridas por un
depredador. Para ello se incubaron las proteinas primeramente en un fluido
gastrico simulado, y al cabo de 2 h a 37°C se simulé un fluido intestinal
ajustando el pH de la solucién por encima de pH 7,0, agregando una sal biliar
(dcido taurocdlico) y la proteasa intestinal tripsina e incubandose nuevamente a
37°C por otras 2 h. En la figura VI.4 se observa que ambas proteinas resistieron
tanto la fase gdstrica como la fase la duodenal in vitro, mostrando sélo una leve

digestion en la fase gastrica.
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Figura VI.4. Digestidn gastrointestinal in vitro de OR y SC.

Las proteinas fueron incubadas primero en un fluido géstrico simulado (fase gastrica) y a
continuacion en un fluido duodenal simulado (fase duodenal). A, digestién de OR; B,
digestion de SC. 1, 30 min; 2, 60 min; 3, 120 min; 4, control negativo (albimina o mioglobina
sin enzima); 5, control positivo (albimina o mioglobina con enzima).

La incubacion de la OR y la SC con las proteasas digestivas pepsina y tripsina,

mostré que ambas proteinas resisten la digestion durante 2 h (gastrica) seguida de

otras 2 h (intestinal) sin sufrir cambios en sus PM, ni mostrar pérdidas de color que

indiquen alteraciones estructurales imporantes. Sin embargo, cuando la digestion

con pepsina se realiza preincubando la OR por mas de 24 h en buffer a pH 2,5, si se

observa protedlisis (Fig. VI.5).
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Fig VIL5. Efecto del tiempo de
preincubacién en la resistencia de OR a
la digestién con pepsina. 1, control OR
(sin enzima); 2, OR sin preincubacion; 3,
OR preincubada a pH 2,5 por 24 h
previo a la digestion; 4, control
negativo (caseina sin enzima); 5, control
positivo (caseina con enzima); std
estandar de PM.
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DISCUSION

Rol de la Escalarina en la proteccion de carotenoides

Como vimos previamente (Cap. Ill), la SC de P. scalaris contiene un cofactor
carotenoide que no resulta indispensable para mantener su estructura oligomérica.
En los experimentos presentados aqui se observa que los carotenoides unidos a la SC
resultan mucho menos susceptibles a la oxidacion que los libres cuando son
expuestos a condiciones oxidantes y luz directa. Esta estabilizacion y proteccién de los
carotenoides resulta relevante en la estrategia de oviposicion aérea de P. scalaris, si
tenemos en cuenta que muy frecuentemente las posturas quedan expuestas a una
elevada insolacidn, la cual puede ir acompafada de elevada temperatura, condiciones
en las que los carotenoides libres son muy labiles. Se puede inferir razonablemente
qgue uno de los roles de SC seria transportar y proteger estos antioxidantes esenciales
en el FPV, para cederlos al embrion en desarrollo cuando la SC sea incorporada y
degradada de modo que puedan ser utilizados como moléculas antioxidantes. En este
sentido, SC cumpliria entonces el mismo rol que fuera establecido para la OR (Dreon
etal., 2004b).

Las cdpsulas de algunas especies de gasterépodos intermareales presentan
aminodcidos de tipo Mycosporinas (MAAs), que absorben la radiacion UV de
manera muy eficiente, y permiten a estas especies desovar sistematicamente en
sitios de plena insolacion (Przeslawski et al., 2005). Sin embargo, otras especies que
desovan exitosamente en las mismas condiciones pero que presentan muy bajos
contenidos de MAAs, poseen mecanismos para evitar los dafios provocados por la
radiacion UV, que involucran la presencia de moléculas antioxidantes (Przeslawski,
2005). Si bien desconocemos si los huevos de las especies de Pomacea estudiadas
aqui presentan dichos “filtros solares”, la presencia de astaxantina en las
perivitelinas representa una importante reserva de moléculas con elevado poder
antioxidante que podrian estar cumpliendo este rol de fotoproteccién (Palozza &

Krinsky, 1992; Dreon et al., 2004b).
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La estrategia de oviposicion aérea parece ser una sinapomorfia de las especies
mas derivadas de Ampullariidae, principalmente del llamado “grupo Pomacea”; las
especies del Viejo Mundo y los grupos basales del Nuevo Mundo en cambio,
retienen la oviposicion dentro del agua o cerca de su superficie (Hayes et al.,
2009b). Esta nueva estrategia de oviposicién podria representar un hecho clave en
la evolucién reciente de los Ampullariidae. Los grupos derivados son los que
incluyen mayor niumero de especies y exhiben una mayor distribuciéon geogréfica,
poniendo de manifiesto el caracter ventajoso desde el punto de vista selectivo, de
la oviposicion aérea. Este cambio en la estrategia reproductiva fue acompaiiado de
cambios anatémicos vy fisiolégicos que permitieron a los adultos salir fuera del agua
durante el desove (Hayes et al., 2009b) y la aparicidon de adaptaciones bioquimicas
en los huevos como carotenoproteinas de efecto protectivo en el FPV (Heras et al.,
2007). Si bien, a excepcion del presente trabajo y los realizados en OR, no se han
realizado estudios sistematicos al respecto, las especies que oviponen a cierta altura
por encima del agua presentan una coloracién llamativa, ya sea en la gama del rojo-
rosado o del verde (Perera & Walls, 1996). Pomacea urceus que presenta huevos
blancos, no los deposita sobre la vegetacidn sino que son protegidos por la hembra
(Estebenet & Cazzaniga, 1993), evitando de este modo el posible efecto deletéreo
de la exposicion a la radiaciéon ultravioleta. Entre las especies con puestas
sumergidas, las de Asolene puelchella son incoloras y no contienen cantidades
detectables de carotenoides (obs. personal), mientras que las de Marisa planogyra
son coloreadas, aunque en este caso son depositadas cerca de la superficie (Hayes
et al., 2009b), lo que incrementaria su exposicion a la radiacion.

Las variaciones observadas en la coloracion de los huevos en diferentes
especies pueden explicarse por las interacciones carotenoide : proteina, las que
pueden dar lugar a una amplia gama de colores (Zagalsky, 2003). En particular la
asociacion del carotenoide astaxantina con proteinas, genera complejos azules
(como la crustacianina), verdes (como la ovoverdina), amarillos (como la
crustochrina), rojos (como en la OR) y anaranjados (como en la SC). Los resultados
de los estudios realizados sobre P. canaliculata y P. scalaris sugieren que en las
especies con oviposicion aérea el color de la puesta se debe a la presencia de

perivitelinas con carotenoides asociados, los que cumplirian multiples funciones.
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Por un lado, de proteccién frente a la radiacion UV, aportada por el caracter
antioxidante de estos compuestos, asi como también serian moléculas
antioxidantes de fase lipidica utilizadas en los estadios tardios de la embriogénesis.
Por otra parte, como mencionamos, los agentes bidticos y abidticos actian en
conjunto (Przeslawski, 2004) y la oviposicidon aérea implica tanto la exposicién a
radiacion, deshidratacion y temperatura como a potenciales depredadores. En este
sentido, ademads del transporte de antioxidantes, otro de los roles del pigmento
carotenoide de estas perivitelinas seria el otorgar al huevo una coloracion
aposematica o de alarma que advierte sobre la presencia de un sistema de defensa
en los huevos, como se desarrolla mas abajo en este capitulo (ver Digestion
gastrointestinal in vitro). No obstante, se requiere estudiar un mayor nimero de
casos para poder realizar generalizaciones sobre la funcién de la coloracién de los

huevos de los ampularidos.

Rol de la OR en la inhibicion del crecimiento bacteriano

Las incubaciones con bacterias Gram positivas y Gram negativas demostraron que ni la
OR, ni el citosol de huevo de P. canaliculata presentan actividad antibacteriana.
También se demostré que, si bien la OR inhibe in vitro la principal proteasa de B.
subtilis, esta inhibicion no es suficiente para impedir el crecimiento de dicho
microorganismo, ni tampoco evitar la protedlisis in vivo. Recientemente se ha visto que
los huevos de P. canaliculata son susceptibles a la infeccion fungica (Maketon et al.,
2009), estas evidencias, junto con los resultados aqui mostrados, sugieren que si bien
esta perivitelina inhibe serinproteasas del tipo de las presentes en microorganismos
patogénos, su funcidn no seria evitar la invasion del huevo por estos microorganismos,
como ha sido sugerido (Norden, 1972). La ausencia de actividad antimicrobiana, esta de
acuerdo con lo observado en los huevos de algunos gasterépodos que presentan
capsulas duras (Pechenik, 1986; Benkendorff et al., 2001).

La accidn inhibitoria de serinproteasas presente en la OR, entonces, podria
evitar la digestién prematura de otros componentes del FPV, tal como el inhibidor

de proteasas de los huevos de L. stagnalis que se ha sugerido podria proteger a
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sus factores de crecimiento y otros péptidos con funcién biolégica importante

(Nagle et al., 1999).

Digestion gastrointestinal in vitro

Ambas perivitelinas estudiadas, OR y SC, presentaron resistencia a la digestion por las
proteasas pepsina y tripsina. Sélo se observé digestidén con pepsina cuando se incubd
la OR a pH 2,5 durante 24 h previo al tratamiento enzimatico, lo cual esta de acuerdo
con la desestabilizacion estructural de la proteina observada a este pH a tiempos
largos (Cap. V). Los resultados indican que ambas perivitelinas presentan resistencia a
un medio con pH acido conteniendo proteasas por tiempos menores a las 2 h.

Si bien desconocemos el mecanismo responsable de este comportamiento, la
demostrada estabilidad estructural a pH acido seguramente juega un papel
importante ya que la mayoria de las proteinas, en especial si son oligoméricas,
sufren una desestabilizacion de su estructura nativa en esas condiciones,
volviéndose al mismo tiempo mas susceptibles al ataque proteolitico. Por otro lado,
ambas proteinas presentan una elevada glicosilacion, y estd demostrado que la
presencia de carbohidratos otorga a las glicoproteinas resistencia contra la
protedlisis (Varki & Lowe, 2009).

Teniendo en cuenta los datos previos que mostraban la estabilidad de OR y SC
en un amplio rango de pH, su resistencia a la accién de dos de las proteasas
presentes en fluidos digestivos, y la actividad inhibidora de proteasas de la OR, se
disefiaron experimentos de digestion gastrointestinal simulada a fin de evaluar la
posibilidad de que estas propiedades le confirieran también resistencia dentro del
tracto digestivo de un depredador. Sugestivamente, ambas perivitelinas resistieron
estas condiciones sin alteraciones apreciables.

Analizando las acciones de los inhibidores de proteasas en la naturaleza, se
observa que presentan una funcién, no descripta en huevos de animales pero que si
ha sido ampliamente estudiada en plantas y que eventualmente podria corresponder
al caso de estas perivitelinas. Este es el caso de ciertos inhibidores de naturaleza

proteica, presentes en frutos (Wingate et al., 1989), semillas (Alves Garcia et al.,

........................................................................................................................... Santiago Ituarte | TESIS 2010 | Pagina 130



2004), tejidos vegetativos (Zavala & Baldwin, 2004) y tubérculos (Walsh & Twitchell,
1991), que forman parte de un variado sistema de defensa contra depredadores
herbivoros, particularmente insectos. Estas proteinas inhiben las proteasas digestivas,
impidiendo al depredador digerir e incorporar los nutrientes de los tejidos
consumidos (Johnson et al., 1989; Chye et al., 2006). En muchos de estos casos, la
expresion génica de los inhibidores es inducida por la depredacioén, y a su vez algunos
depredadores se adaptan a los inhibidores, alterando la cantidad o especificidad de
sus proteasas en un ejemplo de coevolucién de un sistema de ataque y defensa
planta-herbivoro (Mello & Silva-Filho, 2002; Christeller, 2005). Se ha estudiado en
laboratorio que estos inhibidores pueden ser perjudiciales para mamiferos (Temler et
al., 1984) y peces (Burrells et al., 1999), produciendo a veces alteraciones en la
morfologia intestinal e hipersecrecidn de jugo pancredtico e hiperplasia del pancreas,
gue en conjunto provocan pérdidas de nitrégeno y alteraciones en el crecimiento del
animal (Barth et al., 1993). Mds aun, muchos de estos inhibidores presentan, al igual
que la OR y la SC, una elevada estabilidad a la desnaturalizacién por pH, la que se ha
vinculado a la necesidad de mantener el estado nativo (activo) del inhibidor en los
fluidos digestivos del depredador, para poder inhibir las proteasas del tracto digestivo
(Alves Garcia et al., 2004; Teles et al., 2005; Moreno et al., 2005a).

No es posible extrapolar a la resistencia a la digestién de la OR y la SC demostrada
aqui, a las condiciones in vivo sin tener evidencia experimental. Sin embargo la
estabilidad estructural y funcional de estas perivitelinas frente a un amplio rango de pH,
aseguraria la accion inhibitoria de serinproteasas en el aparato digestivo de una amplia
variedad de organismos, incluyendo vertebrados e insectos (Nation, 2002).

Resulta llamativo que los inhibidores de proteasas presentes en huevos no
hayan sido hasta ahora interpretados en este sentido, habiéndose buscado vincular
esta actividad a la funcién de defensa antimicrobiana, adn sin identificar cuales
serian las proteasas inhibidas, de qué posibles patégenos, y sin evidencias de
actividad antimicrobiana. Por otro lado, en algunos casos los huevos contienen
proteinas especificamente bactericidas, ademds de inhibidores de proteasas.
Ejemplo de esto es el caso del huevo de gallina cuyo albumen contiene inhibidores
de proteasas, ovostatina, ovomucoide, ovoinhibidor y cystatina y ademas un

reconocido bactericida, la lisozima (Baron & Réhault, 2006).
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Los inhibidores de proteasas no son los Unicos compuestos frecuentes en
huevos que no han sido interpretados en este sentido. Otra proteina de huevo con
potencial funcion antinutritiva no reconocida seria la avidina, no se trata de un
inhibidor de proteasas sino de una proteina que une a la biotina (vitamina B8), con
una de las constantes de afinidad mas elevadas de la naturaleza. La avidina se
encuentra en el albumen del huevo de gallina en su forma libre de biotina, el vitelo
del huevo presenta otras dos proteinas que unen biotina (BBP | y BBP Il), que
presentan una afinidad por la biotina 1000 veces inferior a la avidina, que se
corresponde con una funcién de transporte de la vitamina para el embrion. Si bien
la avidina fue descubierta incidentalmente por la toxicidad que causa el suministro
de clara de huevo cruda a ratas (Germer Lease et al., 1937; Gyorgy & Rose, 1941),
fue interpretada originalmente como una proteina que secuestra biotina e inhibe la
infeccion bacteriana al observar que inhibia el crecimiento de ciertas levaduras
dependientes de biotina (Stevens, 1996). Inclusive, se han construido plantas
transgénicas que expresan avidina, la cual les confiere resistencia al ataque por
parte de insectos (Burgess et al., 2002; Yoza et al., 2005).

No existe evidencia concluyente in vivo para atribuir a las perivitelinas OR y SC
un rol antinutritivo, sin embargo los resultados podrian soportar este supuesto. En
este sentido, ya hemos indicado que los huevos carecen practicamente de
depredadores naturales y presentan una coloracion de advertencia, la cual ha sido
vinculada al hecho de ser no palatables (Snyder & Snyder, 1971). Las defensas
contra depredadores, por ejemplo las estudiadas en plantas, estan integradas por
un conjunto amplio de sustancias, de diferente naturaleza quimica, que se
complementan entre si y apuntan a diferentes depredadores (Felton, 2005). En este
sentido, la no palatabilidad, la presencia de una perivitelina con propiedades
neurotoéxicas (Heras et al., 2008), de proteinas no digeribles, y de inhibidores de
proteasas, podrian conformar en conjunto un sistema de defensas advertido
mediante la coloracién aposematica de las puestas. Tal vez la adquisicidon de este
sistema de defensa contra depredadores fue otra innovacién que impulsé la
diversificacion de las especies de ampularidos que desarrollaron la estrategia de

oviposision aérea.
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VIl.

Conclusiones generales



En esta seccion se listan las conclusiones mas relevantes de cada capitulo.

Se avanzdé en el conocimiento de la biologia reproductiva de Ampullariidae,
analizandose el FPV de Pomacea scalaris y describiéndose su principal perivitelina.
En esta familia s6lo se conocian las perivitelinas de una especie.

El FPV de los huevos de P. scalaris presenta dos perivitelinas principales, una HDL de
110 kDa y una lipo-glico-carotenoproteina de 380 kDa, altamente glicosilada, a la

gue se denomind escalarina (SC).

Las dos especies de Pomacea estudiadas hasta el momento presentan, al menos,
una perivitelina con caracteristicas de lipo glico-carotenoproteina, oligomérica, de
alto PM, con al menos 3 subunidades, elevada proporciéon de carbohidratos y muy
bajo contenido lipidico, especialmente carotenoides.

Todas las subunidades de SC y OR presentan N- y O-glicanos, con patrones de
glicosilacion semejantes, que determinan la existencia de isoformas con diferentes
PM y pl. La abundante glicosilacion podria estar relacionada con la elevada
termoestabilidad y resistencia a la proteolisis. Se determind la presencia de Sias y
Fuc, lo que constituye la primera descripcion de estos azucares en integrantes de

Caenogastropoda.

Ambas perivitelinas presentan serinas fosforiladas, las que producen isoformas con
diferente pl. Esta modificacién postraduccional podria relacionarse con los procesos
de incorporaciéon y degradacién de las perivitelinas por parte del embrion, aunque

también podrian representar una reserva de fosforo para éste.

Las perivitelinas SC y OR, presentan importantes diferencias bioquimicas y

estructurales con las caroteoproteinas de otros invertebrados si bien comparten la
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presencia un carotenoide como grupo prostético. Asimismo al determinar sus
secuencias N-terminales se observa que si bien presentan un importante grado de
homologia entre ellas, no muestran homologia de secuencia con otras
carotenoproteinas. Esta falta de homologia podria deberse a los diferentes roles

gue cumplen las perivitelinas estudiadas.

Las funciones de estas perivitelinas podrian relacionarse con el agresivo ambiente
al que se ven expuestos los desoves. Los pigmentos carotenides que transportan,
son moléculas antioxidantes esenciales para la embriogenesis, los que son
protegidos de |la degradacién en el FPV, hasta ser utilizados por el embrion.

A su vez, las interacciones entre la perivitelina y este grupo prostético son
responsables de la llamativa coloraciéon del huevo, para la cual se ha postulado
un rol aposematico que senalaria a potenciales depredadores que los huevos

estan defendidos.

La OR de P. canaliculata no presenta actividad bactericida ni bacteriostatica, ni es
capaz de inhibir la protedlisis por parte de B. subtilis, al menos en las condiciones
ensayadas. Este resultado pone en duda la funcién en la defensa antimicrobiana

sugerida para la actividad inhibitoria de serinproteasas de esta perivitelina.

OR y SC son proteinas muy termoestables, y son estables en un amplio rango de
valores de pH. Son asimismo resistentes a la accion de al menos dos de las
proteasas mas frecuentes en fluidos digestivos de potenciales depredadores, ya
sean vertebrados o invertebrados. Teniendo en cuenta estos resultados, los
antecedentes de la OR como inhibidor de proteasas, y la funcidon defensiva
ampliamente estudiada para los inhibidores de proteasas de tejidos vegetales, se
especula que estas perivitelinas podrian representar una defensa antinutritiva para
los embriones. Estas especulaciones deberdn ser contrastadas con evidencia

experimental in vivo.
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Se ha puesto en evidencia un nuevo rol en perivitelinas de Gasterdpodos, las que,
ademas de sus funciones como sustancias de reserva para el embrion, formarian
parte de un sistema de defensa bioquimico que incluiria las sustancias no palatables
y perivitelinas neurotdxicas previamente descriptas, y posiblemente también
perivitelinas antinutritivas. Estas defensas del huevo estarian advertidas por la
coloracién aposematica o de alarma, también proporcionada por las perivitelinas, y

explicarian la virtual ausencia de depredadores de los desoves.
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