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2 Resumen y palabras claves

En la presente investigacion se buscéd describir y determinar posibles aplicaciones biologicas de los
pepinos de mar del Caribe guatemalteco; al igual que monitorear las poblaciones encontradas en
estudios anteriores. Ademas de revisiones de literatura, se llevaron a cabo monitoreos donde se
utilizaron metodologias como la del buzo errante. Se observaron especies descritas anteriormente
como Holothuria mexicana, Holothuria floridana e Isostichopus badionotus. También se observaron
nuevas como Astichopus multifidus. Languaja es el punto con mayor densidad de organismos que
podrian eventualmente ser colectados y analizados. Por tltimo, se determind que realizar extracciones
y analisis de lectinas en Guatemala es algo factible que se podra realizar en investigaciones en el

futuro.
Palabras clave: Languaja, monitoreo, poblaciones, extracciones, oligomerizacion
Abstract and keywords

The present study sought to describe and determine possible biological applications of sea cucumbers
in the Guatemalan Caribbean; as well as monitor the populations found in previous studies. Besides
literature revisions, monitoring was carried out with methodologies such as roving diver survey. Many
species previously described were observed such as Holothuria mexicana, Holothuria floridana and
Isostichopus badionotus. New species were also found such as Astichopus multifidus. Languaja is the
site with the largest abundance of organisms which could eventually be collected and analyzed.
Finally, it was determined that it is possible to carry out extractions and analysis of lectins in

Guatemala for future research.

Keywords: Languaja, monitoring, populations, extractions, oligomerization
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3 Introduccion

Las proteinas son, probablemente, los biopolimeros mas versatiles y extendidos desde los virus y
organismos unicelulares, hasta los mas complejos. Sus funciones van desde catalisis de reacciones,
estructurales, de movimiento y defensa, hasta regulacion, transporte y almacenamiento, ademas, son

practicamente ubicuas en todos los organismos (McKee et al., 2014).

Las lectinas son proteinas de origen no inmunologico de amplia distribucion en la naturaleza, las cuales
reconocen y se asocian reversiblemente a carbohidratos y glicoconjugados, encontrandose libres o
enlazadas a las superficies celulares a través de sitios especificos. La habilidad de aglutinar células
distingue a estas macromoléculas de otras proteinas capaces de asociarse a carbohidratos (Breitenbach

Barroso Coelho et al., 2018).

En la mayoria de los casos, las lectinas son di o multivalentes, y capaces de interactuar con
carbohidratos o con glicoproteinas en solucion o enlazadas a membranas celulares, formando diversos
tipos de asociaciones intermoleculares reversibles. Debido a esta habilidad, las lectinas son facilmente

detectadas por ensayos de aglutinacion (Mrazkova et al., 2019).

Estas proteinas se encuentran involucradas de manera tanto significativa como complejamente en los
procesos de inmunidad, sobre todo de inmunidad innata, con mecanismos dependientes de la lectina
y el tejido en el que se encuentra. La primera forma de interaccion es por simple aglutinacion,
ocasionando agregacion celular del patégeno u ocasionando que los aglomerados sean facilmente
reconocidos y fagocitados. Sucede también activacion en la via de complemento, u opsonizacion para
activacion de la via de complemento o la via PI3K. La union de algunas lectinas a ciertos organismos
ocasiona un aumento en la permeabilidad de la membrana celular, causando una disrupcion de su
integridad. Finalmente, las lectinas pueden funcionar como reguladores de las respuestas inflamatorias

durante una infeccion (Gupta & Surolia, 2007).

Es importante mencionar que se han reportado multiples actividades biologicas de lectinas originadas
de invertebrados marinos, tales como antibacterianas, antifingicas, antivirales, antitumorales,
anticonceptivas y antiinflamatorias (Cheung et al., 2015). Ademas de los mecanismos moleculares que
poseen las lectinas de cualquier origen también se ha reportado actividad mitogénica, quimiotaxis,

produccion de citoquina, proinflamatoria, reconocimiento de microorganismos parasitos y modulacion



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccién General de Investigacion —DIGI-

de canales i6nicos (Filho et al., 2015). Finalmente, un uso importante que se le esta dando a las lectinas
estd involucrado con su desarrollo como inmunomoduladores antivirales, en especifico, de coronavirus

y de SARS—-CoV-2 (Zaporozhets & Besednova, 2020).

El estudio de proteinas activas en Guatemala es reducido. Se han reportado las caracteristicas
proteinicas del veneno de Bothrops asper, asi como los efectos del uso de plantas medicinales
tradicionalmente usadas en Centroamérica sobre los efectos coagulantes, fosfolipasa A2 y proteolitico
de este veneno (Saravia-Otten et al., 2017). Existen ademas algunos estudios de protedmica, genémica
y bioinformatica, relacionados sobre todo con el virus de Chagas (Keller et al., 2017) y malaria
(Taracena et al., 2019). Esto hace el estudio de las lectinas de las especies de invertebrados marinos
endémicas de la region mesoamericana un nicho tanto atractivo como inexplorado, sobre todo a nivel
de caracterizaciéon de la proteina propiamente dicha, cuya fase inicial es la caracterizacion de

fracciones y actividades bioldgicas, como las propuestas en este documento.

Los invertebrados marinos mejor estudiados en Guatemala son los Pepinos de mar (Clase
Holothuroidea) provenientes de la region del Caribe. Durante el afio 2016 se realiz6é una evaluacion
poblacional en la Bahia de Amatique y la zona expuesta del Caribe de Guatemala, encontrandose siete
especies, de las cuales las mas abundantes fueron Isotichopus badionotus y Holoturia mexicana, y en
menor medida Actinopyga agassizi, Astichopus multifidus, Holothuria (Thymiosycia) thomasi y un
miembro de la familia Stichopodidae (Castillo-Avalos et al., 2018). Es importante mencionar que, de
las especies encontradas, ninguna ha sido investigada para analizar y caracterizar las lectinas presentes

en los organismos.

Por todo lo anterior, es importante conocer la naturaleza de las lectinas presentes en la clase
Holothuroidea del Caribe de Guatemala. Esto se realizara mediante la observacion de los pepinos de
mar en la region de la Bahia de Amatique y la zona expuesta del Caribe de Guatemala, siendo estos
King Fish, Faro Blanco, Faro Rojo, Bahia la Graciosa, Cabo Tres Puntas, Motaguilla adentro y

Motaguilla afuera (Castillo-Avalos et al., 2018).
4 Planteamiento del problema

Las lectinas son proteinas de origen no inmune que poseen al menos un dominio de reconocimiento

capaz de unir especifica y reversiblemente mono u oligosacaridos, y cuya estructura puede o no
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presentar cualquier otro dominio proteico (Peumans & van Damme, 1995). Son ubicuas en la
naturaleza, fueron identificadas inicialmente en plantas de donde se han caracterizadas el mayor
namero de ellas, sin embargo, a la fecha se han aislado también de bacterias, virus y animales

(Drickamer & Taylor, 1998; Gupta et al., 2012).

Las lectinas de diversos animales han mostrado actividad antibacteriana, antifingica y antiviral
(Breitenbach Barroso Coelho et al., 2018). Una fuente prometedora de nuevas lectinas son los
organismos marinos. Se estima que en habitats marinos existen alrededor de 106 bacterias/mL, 109
virus/mL y 107 hongos/mL; la mayoria patégenos (Cheung et al., 2015) por lo que organismos que
habitan en este medio han tenido que desarrollar mecanismos de defensa eficientes pues carecen de
un sistema de defensa adaptativo y solo cuentan con el innato que se considera de accion inmediata y
que no genera memoria (Rinderle et al., 1989). En invertebrados se han identificado lectinas que
pertenecen a las familias tipo C, tipo L, tipo P, tipo R, calnexina, intelectinas, galectinas y tipo

quitinasa (Ellis et al., 2011).

En invertebrados marinos se ha observado un interesante comportamiento de oligomerizacion
mediado por la interaccion con su ligando. Tal es el caso de la lectina CEL-III del pepino de mar
Cucumaria echinata. Esta es una lectina dependiente de iones Ca?" que al interaccionar con su ligando
(N-acetil-D-galactosamina) inicia un proceso de oligomerizacion hasta formar un heptamero,
ocurriendo un cambio conformacional en el dominio de oligomerizacion que expone los residuos
hidrofébicos formando un poro capaz de penetrar la pared celular de bacterias, provocando hemolisis

(Unno et al., 2014).

Otro caso interesante es el de una lectina estudiada en nuestro grupo que se aislé del molusco marino
Mpytilus californianus. Esta presenta mecanismos de oligomerizacion inducidos por el reconocimiento
de su ligando galactésido (galactosa, melibiosa, rafinosa y lactosa). Puesto que, dependiendo del
oligosacarido, adquiere un arreglo cuaternario diferente que define su funcion biologica (Garcia-
Maldonado et al., 2017). Estos hallazgos son de suma importancia y resaltan la necesidad de
profundizar en estos estudios con el fin de aportar informacion sobre los mecanismos de defensa de
este tipo de organismos, los determinantes estructurales que dan lugar a la oligomerizacion de estas
proteinas y como esta puede afectar su especificidad y su funcion bioldgica. El presente estudio se

enfocard en las lectinas presentes en los pepinos de mar del Caribe de Guatemala (Castillo-Avalos et
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al., 2018), puesto que estos han sido descritos con anterioridad a nivel nacional, pero no se han

estudiado sus macromoléculas bioldgicamente activas.
5 Delimitacion en tiempo y espacio
5.1 Delimitacion en tiempo

La investigacion se iniciara en febrero de 2022, con observaciones de las especies de pepino de mar

procedentes de la region del Caribe de Guatemala.
5.2 Delimitacion espacial

Se realizaran observaciones en los mismos puntos estudiados en 2016 en la Bahia de Amatique y la
zona expuesta del Caribe de Guatemala (Castillo-Avalos et al., 2018)), siendo estos Bajo del Canal,
Faro Blanco, Faro Rojo y Languaja. En la Figura 1 se puede observar la ubicacion geografica y la
geolocalizacion de la region. Todos los puntos de observacion se encuentran a una profundidad igual

o menor a 10 metros.
Figura 1
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6 Marco tedrico
6.1 Proteinas y su importancia

Las proteinas son, probablemente, los biopolimeros mas versatiles y extendidos desde los virus y
organismos unicelulares, hasta los mas complejos. Sus funciones van desde catalisis de reacciones,
estructurales, de movimiento y defensa, hasta regulacion, transporte y almacenamiento, ademas, son

practicamente ubicuas en todos los organismos (McKee et al., 2014).

Esta extension y amplitud de funciones es una indicacion de la complejidad que pueden tomar las
diferentes proteinas. Formados solamente por unidades monoméricas de 20 aminoacidos comunes, el
origen de dicha complejidad se encuentra en la jerarquia y organizacidon que toman en diferentes

niveles.

La alta complejidad de la estructura e interacciones de una proteina hacen preguntarse acerca de su
origen. Se ha observado ademas que los tipos de estructura, ain con un origen tan amplio y extendido,
son comparativamente pocas. Esto puede explicarse directamente por el camino evolutivo que las
proteinas como tales han tenido, que subyace en las restricciones termodindmicas que prontamente
obedecieron, por lo que es necesario profundizar en el tipo de estructuras que una proteina posee

(Honda et al., 2008).

Dado que la diversidad de estructuras, funciones y aplicaciones de las proteinas es extremadamente

basta, es conveniente describir la que se encontraran bajo estudio en esta propuesta de investigacion.
6.2 Lectinas
a) Descripcion General

Las lectinas son proteinas de origen no inmunologico de amplia distribucion en la naturaleza, las cudles
reconocen y se asocian reversiblemente a carbohidratos y glicoconjugados, encontrandose libres o
enlazadas a las superficies celulares a través de sitios especificos. La habilidad de aglutinar células
distingue a estas macromoléculas de otras proteinas capaces de asociarse a carbohidratos (Breitenbach

Barroso Coelho et al., 2018).

Ademas, su origen no inmunoldgico las hace diferentes de las inmunoglobulinas que aglutinan células.

Mientras los anticuerpos son similares en su estructura, las lectinas difieren en composicion de

12
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aminodcidos, la participacion de metales en su estructura, su estructura tridimensional y peso
molecular. Alin més, las lectinas existen tanto en animales, como en organismos sin sistemas

inmunitarios adaptativos, como plantas y bacterias (Breitenbach Barroso Coelho et al., 2018).

La clasificacion de las lectinas puede hacerse desde la forma especifica de uniéon a un carbohidrato,
siendo las merolectinas las lectinas que presentan un tnico sitio de unién, lo cual es poco comun. Las
hololectinas presentan dos o mas sitios iguales de union a carbohidrato, mientras que las superlectinas
dos sitios distintos entre ellos de union a carbohidrato. Finalmente, las quimerolectinas son proteinas
de fusion, es decir, con una porcion perteneciente a la lectina y otra a una seccién con dominio

funcional (Iordache et al., 2015).

En cuanto a la especificidad a carbohidrato, pueden incluirse muy diversos monosacaridos,
polisacaridos y glicoproteinas, encontrandose los mds comunes a manosa, galactosa, N-
acetilgalactosamina, N—acetilglucosamina y manano. Normalmente esta especificidad esta relacionada
a la funcioén que tiene en el organismo, y las moléculas del organismo patégeno que reconocen. Por
ejemplo, las lectinas que reconocen N-acetilglicosamina suelen funcionar como reconocimiento
bacteriano, puesto que este carbohidrato se encuentra presente en la pared celular de las bacterias,

formando parte del peptidoglicano (Iordache et al., 2015).

En la mayoria de los casos, las lectinas son di o multivalentes, y capaces de interactuar con
carbohidratos o con glicoproteinas en solucion o enlazadas a membranas celulares, formando diversos
tipos de asociaciones intermoleculares reversibles. Debido a esta habilidad, las lectinas son facilmente
detectadas por ensayos de aglutinacion. En la Figura 2 se muestra una imagen de un experimento
clasico de hemaglutinacion (Mrazkova et al., 2019). En la franja superior de dicha figura se observa
la sedimentacion de los eritrocitos no aglutinados luego del tiempo de incubacion. Debido a sus
caracteristicas, los eritrocitos se sedimentan luego de este tiempo. En la franja inferior se observa el
comportamiento luego en presencia de una lectina hemaglutinante. Debido a la modificacién en la
aglutinacion de las células, la sedimentacion caracteristica se modifica, obteniéndose una dispersion
dentro del pozo. Conforme desciende la concentracion de lectina, o se sustituye por una concentracion
adecuada del carbohidrato afin, se regresa al comportamiento inicial. Es importante mencionar que,

aun siendo las lectinas especificas a monosacaridos y oligosacéridos, existen algunas que solamente

13
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reconocen polisacaridos, e inclusive glicoproteinas, lo que les permite tener un rol importante en los

mecanismos de inmunidad innata (Breitenbach Barroso Coelho et al., 2018).
Figura 2
Experimento de Hemoaglutinacion
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Nota. Fuente Mrazkova et al., 2019. Bajo licencia Creative Commons

b) Rol de las Lectinas en la inmunidad

La actividad y aplicaciones biologicas de las lectinas es muy variadas. Entre muchas, se ha utilizado
para reconocer carbohidratos expresados en células presentadoras de antigeno, para aumentar las
respuestas inmunes y la eficacia de vacunas. La identificacion de la interaccion de las lectinas con
bacterias abre una oportunidad para antibioticos nuevos asociados a estas moléculas (disminuyendo la
resistencia a antibioticos), también se ha observado que estan involucrados en el reconocimiento de
micobacterias y en la induccion de inmunidad antimicrobidtica en infecciones de tuberculosis.
También las siglecs (lectinas de unién a 4cido sidlico) son muy comunes en células inmunes y se
caracterizan por la modulacion de la endocitosis por parte de macrofagos. Las galectinas tienen una

preferencia con N—acetillactosamina (Lepenies & Lang, 2019).

Las lectinas en el sistema inmune forman parte de las vias de reconocimiento de receptores, en las vias
de reconocimiento molecular asociados a patdgenos y llegan a tener inclusive un rol en las vias

moleculares asociadas a dafo celular (Lepenies & Lang, 2019).

El papel que tienen las lectinas en el sistema inmunitario innato requiere especial atencion. Este
sistema forma parte del sistema inmune de los organismos vertebrados, siendo el sistema dominante
o Unico en plantas, hongos, insectos y organismos primitivos. Por esta razon, estas proteinas se
encuentran en multiples tejidos, tales como suero, espacio alveolar, superficie de las mucosas, tejido

hepatico y endotelial (Gupta & Surolia, 2007).
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El mecanismo de inmunidad de estas proteinas es tanto complicado como significativo, dependiendo
de la lectina y el tejido en el que se encuentra. La primera forma de interaccion es por simple
aglutinacion, ocasionando agregacion celular del patdgeno u ocasionando que los aglomerados sean
facilmente reconocidos y fagocitados. Sucede también activacion en la via de complemento, u
opsonizacion para activacion de la via de complemento o la via PI3K. La unién de algunas lectinas a
ciertos organismos ocasiona un aumento en la permeabilidad de la membrana celular, causando una
disrupcion de su integridad. Finalmente, las lectinas pueden funcionar como reguladores de las

respuestas inflamatorias durante una infeccion (Gupta & Surolia, 2007).

La discriminacioén entre lectinas propias y extrafias es una estrategia del sistema inmunoldgico
encontrada tanto en vertebrados como invertebrados. En vertebrados, el reconocimiento es mediante
ficolinas (proteinas similares a colageno y fibrindgeno) asi como a lectinas de uniéon a manosa. Se ha
encontrado que el reconocimiento dispara el sistema de complemento en ascidios, indicando que el
sistema de complemento probablemente tiene un rol fundamental en la inmunidad innata anterior a la

evolucion de un sistema adaptativo en vertebrados (Fujita, 2002).
¢) Caracteristicas de lectinas en invertebrados marinos

Los invertebrados marinos son una fuente especialmente importante de diversidad entre las lectinas
con actividad inmunitaria innata. Esto es debido principalmente a dos motivos, primeramente, a la
ausencia de un sistema inmunitario adaptativo desarrollado, ocasionando que el innato deba ser muy
versatil. Por otro lado, 1a biodiversidad del medioambiente marino genera una gran cantidad de lectinas

de tamafio pequeio, con alta especificidad por glicoconjugados (Cheung et al., 2015).

De manera similar a lo que ocurre en las lectinas en general, las lectinas de origen marino presentan
caracteristicas de reconocimiento de vias moleculares asociadas a patdgenos, siendo las galectinas y
las lectinas de tipo C las dominantes en invertebrados, disparando mayormente mecanismos de

opsonizacion (Chatterjee & Adhya, 2013).

Es importante mencionar que se han reportado multiples actividades biologicas de lectinas originadas
de invertebrados marinos, tales como antibacterianas, antifingicas, antivirales, antitumorales,
anticonceptivas y antiinflamatorias (Cheung et al., 2015). Ademads de los mecanismos moleculares que

poseen las lectinas de cualquier origen también se ha reportado actividad mitogénica, quimiotaxis,
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produccidn de citoquina, proinflamatoria, reconocimiento de microorganismos parasitos y modulacion
de canales i6nicos (Filho et al., 2015). Finalmente, un uso importante que se le esta dando a las lectinas
estd involucrado con su desarrollo como inmunomoduladores antivirales, en especifico, de coronavirus

y de SARS- CoV- 2 (Zaporozhets & Besednova, 2020).

En muchos casos, las actividades y el reconocimiento de distintos carbohidratos, especialmente para
las lectinas provenientes de invertebrados marinos esta relacionada con la oligomerizacion en diferente

grado de las lectinas, generando estructuras cuaternarias muy activas (Garcia-Maldonado et al., 2017).
6.3 Oligomerizacion de lectinas

Las proteinas oligoméricas son aquellas compuestas por més de una subunidad o cadena polipeptidica
(Garratt & Bachega, 2013), este tipo de proteinas son sumamente abundantes en la naturaleza (Ali &

Imperiali, 2005).

Los oligémeros, por definicion, estan formadas por dos o mas cadenas polipeptidicas, por lo que
poseen una estructura cuaternaria, que es considerado como el nivel mas alto de organizacioén dentro
de la jerarquia de estructura de las proteinas. Las proteinas oligoméricas pueden estar formadas por
copias idénticas de cadenas polipeptidicas, en este caso se les llama homooligémeros, y cuando al
menos una de las cadenas polipeptidicas difiere de las demads, se conocen como heterooligobmeros
(Garratt & Bachega, 2013). Para que se puedan formar los oligdbmeros de proteinas es necesario que
existan interacciones intercatenarias que pueden ser de dos naturalezas, covalentes y no covalentes

(Gotte & Libonati, 2014).

La oligomerizacion de proteinas puede ocurrir naturalmente sin formacion de enlaces covalentes a
través de homo o heterooligomerizacion mediada por fuerzas intermoleculares (interacciones
hidrofobicas, electrostaticas y/o puentes de hidrégeno especificos). Si la interfaz entre mondémeros y
protomeros es grande, casi todos los tipos de interaccion pueden ocurrir y se encuentran conservadas
mas frecuentemente en las distintas especies con proteinas relacionadas evolutivamente (Gotte &

Libonati, 2014).

Las interacciones por interfaces pequeias, por otro lado, pueden ser cruciales para las formas activas
en muchos tipos de proteinas, como enzimas y transportadores. Estas interacciones pueden ocurrir

naturalmente por la secuencia y las caracteristicas estructurales de las subunidades que forman los
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complejos oligoméricos. En otros casos se pueden formar debido a cambios en el entorno, como pH,
fuerza i6nica, o como consecuencia del aumento de la concentracion local de monomeros (Gotte &

Libonati, 2014).

La oligomerizacion es un proceso que confiere ventajas estructurales a las lectinas, lo que permite
regular de forma eficiente su funcion bioldgica. Estos mecanismos usualmente estdn regulados por
interacciones como puentes disulfuro, interacciones electrostaticas e interacciones hidrofobicas, esto
favorece la disponibilidad de mads sitios de reconocimiento a carbohidratos, ya que facilita la
interaccion con los azucares que estan presentes en la membrana de los patdgenos. En algunos casos
estos mecanismos provocan cambios conformacionales en donde se exponen regiones hidrofobicas y

asi favorecen la formacion del oligdmero (Garcia-Maldonado et al., 2017).
7 Estado del arte

La actividad bioldgica de una proteina debe ser explicada de manera estructural en ultima instancia.
Aunque en una molécula pequefia es inmediato, en una proteina depende de su estructura
tridimensional. Existen varios casos de lectinas en los que se encuentra totalmente descrita esta funcion
a nivel de estructura terciaria y cuaternaria, explicando inclusive la funcién que tiene la
oligomerizacion en el reconocimiento y la actividad de las lectinas involucradas. Estas se presentaran

a continuacion.

El organismo Crenomytilus grayanus tiene una lectina que se une a galactosa, N-acetilgalactosamina
y globotriosa. En su estructura se observa un plegamiento de trébol beta que se dimeriza en una
estructura cuaternaria en forma de mancuerna (Figura 3). Se trata de una estructura con una interfaz
dimérica muy extensa, compuesta de 6 puentes de hidrogeno y multiples interacciones
intermoleculares, con un 4rea de 710 A2, En particular, el apilamiento e intercalacion de las cadenas
laterales aromaticas de Phe94, Phe95 y Tyr149, junto con las interacciones hidrofobicas entre Ala91,
Met92, Leuld47 y Alal50 son importantes para mantener el dimero estable. La interaccion con
galactosa, galactosamina y globotriosa estd determinada por el microambiente de los sitios de union

(Liao et al., 2016).
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Figura 3

Representacion de lazos y cintas de lectina extraida de Crenomytilus grayanus.

En el pepino de mar Cucumaria echinata estan presentes tres lectinas, denominadas CEL-I, CEL-III
y CEL-IV. La lectina CEL-I forma un homodimero mediado por puentes disulfuro (Figura 4), y
contiene dos enlaces disulfuro intramoleculares. Esta proteina exhibe una alta citotoxicidad, lo cual
sugiere su rol biologico es la de toxina de defensa contra depredadores. Dado que es inhibida por la
presencia de GalNAc, esto indica que esta funciéon es mediada por la asociaciéon especifica de
carbohidratos en la superficie de la célula. Un mecanismo probable es que la asociacion de CEL —T a
la superficie de las células dispare la sefializacion intracelular, llevando a la muerte celular (Sugawara

et al., 2004).
Figura 4

Representacion de cintas y lazos de CEL-I extraida de Cucumaria echinata

La lectina CEL-III reconoce galactosidos, oligomerizdndose en un heptamero (Figura 5) que puede
formar poros en las membranas celulares y causar hemolisis. La asociacion de los carbohidratos induce

cambios estructurales locales en los sitios de enlace a carbohidrato, en los subdominios 2a y 2p. La
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uniéon de GalNAc induce también un ligero cambio en la cadena principal del dominio 3, el cual se
relaciona con los cambios conformacionales de los carbohidratos especificos para inducir la

oligomerizacion de la proteina (Unno et al., 2014).

Los residuos aminoacidicos conocidos por su importancia en la asociacion a carbohidratos (como
aspartatos y aromaticos) se encuentran altamente conservados en los cinco subdominios de la proteina.
Esto esta en consonancia con el hallazgo de la alta afinidad de esta proteina descrita por Unno y es

ventajoso en la asociacion cooperativa (Unno et al., 2014).
Figura 5

Representacion de cintas y lazos de CEL-III extraida de Cucumaria echinata

CEL-IV esta compuesta por cuatro dominios de tipo C idénticos de reconocimiento de carbohidrato.
La estructura obtenida por analisis de cristalografia de Rayos X indica que la estructura tetramérica es
estabilizada por multiples enlaces disulfuro entre los distintos dominios que se presentan en la Figura

6 (Hatakeyama et al., 2011).

Una molécula de carbohidrato pudo ser observada por cada subunidad en el complejo tetramérico en
los cristales con rafinosa y melibiosa. Estas moléculas fueron reconocidas mediante la coordinacién
de enlaces con Ca?*, asi como redes de puentes de hidrogeno con los aminoacidos circundantes. La
orientacion de los carbohidratos es opuesta en cada subunidad, lo cual sugiere con la funcién de la

agregacion celular de microorganismos exdgenos (Hatakeyama et al., 2011).
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Figura 6

Representacion de cintas y lazos de CEL-1V. (4) Estructura sin ligando (B) Estructura con

melibiosa (C) Estructura con rafinosa

En el bivalvo Crassostrea gigas se encontr6 una lectina que pertenece a un tipo nuevo de familia de
senalizaciones, lo que dan luz en los estudios funcionales de inmunidad innata (Figura 7). La proteina
recombinante presenta una masa de 17 kDa, el andlisis de Western Blot indica que en la solucion
existen formas monoméricas y diméricas, con una mayor proporcion de la forma monomérica. En esta
proteina se encontré que el sitio del ligando se encuentra en los bordes de los dos dominios, y los
aminoacidos de dos dominios distintos se ensamblan juntos, para dar lugar al sitio de reconocimiento.
Las cadenas laterales Asp22 y Lys43 se han encontrado que son esenciales para el reconocimiento de

manosa (Unno et al., 2018).
Figura 7

Representacion de cintas y lazos de la lectina extraida de Crassostrea gigas
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En la anémona Anthopleura japonica se encuentra una lectina de 18.5 kDa, que forma un dimero
mediante enlace disulfuro (Figura 8), estrictamente especifica a galactosa con enlace beta terminal.
Este dimero presenta una forma tnica similar a “hélice tubular”. Los lugares de enlazamiento fueron
localizados en las secciones terminales de ambas estructuras diméricas, con la orientacidon opuesta

comun en las lectinas diméricas (Unno et al., 2018).
Figura 8

Representacion de cintas y lazos de la lectina extraida de Anthopleura japonica

En la esponja de mar Cinachyrella sp. se encuentra una lectina que se une a N-acetillactosamina y
reconoce carbohidratos de membrana celular que se expresan en metastasis, por lo que funciona para
diferentes tipos de cancer, incluidos los gliomas. La lectina presenta una estructura cuaternaria
formada por un dimero de dimeros que es estabilizado por un puente disulfuro inusual (Figura 9), entre
dos cisteinas adyacentes. Este puente crea un asa cerrada en la cadena polipeptidica, que permite
cambios conformacionales, dependiente del potencial de 6xido—reduccion. Dos puentes de hidrogeno
de la cadena principal unen la interfaz, pero el resto de los residuos son altamente hidrofobicos
(Freymann et al., 2012). Todo esto crea un motivo molecular similar a un agujero de dona, de 18 A.
Cada protomero presenta un sitio de union a carbohidrato, el cual muestra una orientacién contraria

(Freymann et al., 2012).
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Figura 9

Representacion de cintas y lazos de la lectina extraida de esponja de mar Cinachyrella sp.
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Por altimo, en el mejillon Mytilus californianus se encontrd una lectina de unién a manosa (MCL) que
tiene una masa molecular de 18 kDa, es especifica por a-galactosidos y tiene una fuerte tendencia a

formar oligdémeros, siendo la forma dimérica la més abundante (Garcia-Maldonado et al., 2017).

Se obtuvo de manera recombinante una isoforma de esta lectina, la cual presente tres aminoacidos
diferentes (V107I, G130K y N141D) y reconoce los mismos galactésidos que la nativa, pero con
diferente especificidad. El analisis cristalografico de ambas lectinas mostr6 que poseen un plegamiento
tipo trébol B con un sitio de reconocimiento a carbohidrato en cada seccion del trébol. Se observo que
en ausencia de su ligando ambas lectinas forman dimeros y que en presencia de ellos adquieren una
estructura cuaternaria y funcion diferente, dependiendo del azicar como se ilustra en la Figura 10

(Garcia-Maldonado et al., 2017).
Figura 10

Lectina obtenida de Mytilus californianus
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El estudio de proteinas activas en Guatemala es reducido. Se han reportado las caracteristicas
proteinicas del veneno de Bothrops asper, asi como los efectos del uso de plantas medicinales
tradicionalmente usadas en Centroamérica sobre los efectos coagulantes, fosfolipasa A2 y proteolitico
de este veneno (Saravia-Otten et al., 2017). Existen ademas algunos estudios de protedmica, genémica
y bioinformatica, relacionados sobre todo con el virus de Chagas (Keller et al., 2017) y malaria
(Taracena et al., 2019). La versatilidad y abundancia de invertebrados marinos, asi como la falta de
estudio de lectinas de estas especies en la regidn mesoamericana un nicho tanto atractivo como
inexplorado, sobre todo a nivel de caracterizacion de la proteina propiamente dicha, cuya fase inicial

es la caracterizacion de fracciones y actividades bioldgicas, propuesto en este documento.

Los invertebrados marinos mejor estudiados en Guatemala son los Pepinos de mar (Clase
Holothuroidea) provenientes de la region del Caribe. Durante el afio 2016 se realiz6é una evaluacion
poblacional en la Bahia de Amatique y la zona expuesta del Caribe de Guatemala, encontrandose siete
especies, de las cuales las mas abundantes fueron Isotichopus badionotus y Holoturia mexicana, y en
menor medida Actinopyga agassizi, Astichopus multifidus, Holothuria (Thymiosycia) thomasi y un
miembro de la familia Stichopodidae (Castillo-Avalos et al., 2018). Es importante mencionar que, de
las especies encontradas, ninguna ha sido investigada para analizar y caracterizar las lectinas presentes

en los organismos.
8 Objetivos
8.1 Objetivo General

Describir y determinar posibles aplicaciones bioldgicas de las lectinas de los pepinos de mar del

caribe guatemalteco.
8.2 Objetivos Especificos

a) Determinar los pepinos de mar del filo Equinodermata y clase Holothuroidea de la Bahia de

Amatique en el Caribe de Guatemala y su riqueza especifica.

b) Determinar las especies de pepinos de mar del filo Equinodermata y clase Holothuroidea en dos

sitios de la Bahia de Amatique en el Caribe de Guatemala y su abundancia relativa.
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¢) Realizar una revision de actividades bioldgicas de lectinas de invertebrados marinos (con especial

enfoque en la clase Holothuroidea).

d) Desarrollar una guia de trabajo para el aislamiento de lectinas en pepinos de mar del caribe

guatemalteco.

9 Hipotesis (no aplica)

10 Materiales y métodos

El enfoque de la investigacion es cualitativo y a continuacion se desglosan los materiales y métodos.
10.1 Area de estudio

El estudio se realizé dentro del area de la bahia de Amatique, ubicado en el caribe de Guatemala. La
bahia de Amatique es receptora de agua dulce y sedimentos provenientes de dos cuencas, la cuenca
del rio Sarstin y la de Rio Dulce (Ministerio de Ambiente y Recursos Naturales [MARN] et al., 2020).
La bahia de Amatique tiene dos areas marinas protegidas. La primera es el Area de Usos Multiples
Rio Sarstin (AUMRS), y la segunda es el Refugio de Vida Silvestre Punta de Manabique (RVSPM).
Estas areas cuentan con presencia de arrecife con un estado de salud pobre, lo que se traduce en baja
cobertura de corales, poca abundancia de peces y gran presencia de macroalgas. Esto es producto de
la alta tasa de sedimentos lo que aumenta la turbidez de las aguas costeras (Avalos-Castillo et al.,
2018). Se visitaron los siguientes sitios: 1) Bajo del Canal, 2) Faro blanco, 3) Faro Heredia o rojo, 4)
Languaja (Tabla 1, Figura 11). Debido a la poblacion encontrada, las observaciones y conteos se

realizaron en los sitios de Faro Rojo y Languaja.
Tabla 1

Coordenadas geogrdficas de los sitios visitados y observados

Sitio Latitud Longitud
1) Bajo del canal N 15°52.120° W 88°38.615°
2) Faro Blanco N 15°53.629° W 88°41.119°
3) Faro Heredia o rojo N 15°50'52.7" W 88°40'22.1"
4) Languaja N 15°52'40.9"N W 88°46'02.8"
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Figura 11

Mapa de ubicacion de los sitios visitados y de observacion de pepino de mar
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10.2 Obtencion de datos

Se realizaron tres visitas, la primera fue el 6 de mayo, la segunda se realizé el 6 y 7 de octubre, y la
tercera visita fue el 28 de octubre de 2022. Durante el primer monitoreo se realizd Gnicamente la

observacion y documentacion de 10 individuos.

Durante el segundo se realizé un conteo de abundancia con la metodologia del buzo errante (Figura
12). Este método se realiza con buceos exploratorios durante un tiempo entre 30 a 60 minutos por sitio
(dependiendo a la capacidad de cada buceador). Durante este tiempo, los pepinos de mar avistados se
documentan por medio de fotografia para realizar un conteo de los individuos encontrados (Galvez,

2022), asi como para determinar las especies encontradas.
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Figura 12

Buceo exploratorio con metodologia del Buzo errante en Bahia de Amatique, Izabal, 2022

En cuanto al tercer monitoreo, se realizaron transectos lineales (Figura 13) en los sitios Faro rojo y
Languaja, con el fin de describir la abundancia relativa. Para esto, se realizaron transectos lineales, de
30 metros de largo por 2 metros de ancho (60 m?). Las profundidades variaron entre 5 a 15 metros de
profundidad y las inmersiones se realizaron con ayuda de equipos de buceo, con duracion de

aproximadamente una hora. Se realiz6 un total de cuatro transectos cubriendo un area de 240 m?.
Figura 13

Transectos lineales para estimacion de abundancia relativa de pepinos de mar
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Finalmente, se hizo una observacion y documentacion de 22 individuos en el segundo monitoreo y de
16 individuos durante el tercer monitoreo (Figura 14). Los organismos fueron identificados a nivel de
especie con la ayuda de descripciones de la region (Rivera-Téllez et al., 2021; Amador-Carrillo, 2017)

y bibliografia nacional (Gélvez, 2022; Avalos-Castillo et al., 201 8).
Figura 14

Observacion de pepinos de mar de la clase Holothuroidea en la Bahia de Amatique, Izabal, 2022

10.3 Materiales

e GPS Garmin GPS map 78
e (Camara GoPro Hero 7

e C(Cinta métrica de 30 m.

e Cinta métrica de 1.50 m.
e Equipos de buceo

e QGuias de identificacion

e Libreta de notas
10.4 Criterio para revision de aplicaciones de lectinas

Las lectinas son proteinas que poseen al menos un sitio de reconocimiento capaz de unir especifica y
reversiblemente carbohidratos, son ubicuas en la naturaleza y en invertebrados marinos juegan un papel
importante dentro de sus mecanismos de defensa ya que al carecer de un sistema de defensa adaptativo
mediado por anticuerpos dependen exclusivamente de la respuesta inmune innata para defenderse de

patogenos.
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Dicha respuesta se basa principalmente en componentes celulares como los hemocitos y en un gran
nimero de proteinas que forman parte de un componente humoral entre las que se encuentran las
lectinas. Estas proteinas tienen la capacidad de reconocer los antigenos de superficie que son
expresados en bacterias como los lipopolisacaridos y llevar a cabo mecanismos de aglutinacion y de
hemolisis. Debido a sus propiedades de especificidad y reconocimiento de glicanos se les ha atribuido
una actividad antibacteriana, mitogénica, antifingica, anticancerigena y antiviral. Lo que las convierte

en biomoléculas con una amplia aplicacion biomédica y biotecnologica.

La presente seccion muestra las posibilidades de aplicacion de las lectinas de invertebrados marinos,
haciendo una revision de literatura y proyectando la misma hacia la posibilidad de moléculas

bioactivas en los organismos colectados.
10.5 Criterio para elaboracion de guia de extraccion de lectinas

Para realizar esta seccion se hizo una revision y contrastacion de diversos procedimientos internos
(obtenidos en la especializacion de los investigadores) y se aplico a los tipos de procesos que se pueden

realizar en el laboratorio en Guatemala.
11 Resultados, discusion, conclusiones y recomendaciones
11.1 Resultados

a) Determinacion de los pepinos de mar del filo Equinodermata 'y clase Holothuroidea de 1a Bahia

de Amatique en el Caribe de Guatemala y su riqueza especifica

Durante los monitoreos realizados se encontraron cuatro especies de pepinos de mar pertenecientes a
dos familias (Tabla 2). Los sitios donde se registraron fueron Faro rojo, el bajo del canal y Languaja.

En el sitio faro blanco no se registrd ninglin organismo perteneciente a la clase Holothuroidea.
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Tabla 2

Especies registradas en los sitios de muestreo de Bahia de Amatique, 2022

Familia Especie Faro  Faro Bajodel Languaja

Rojo blanco  canal

Holothuroidea Holothuria (Halodeima) X X X
mexicana (Ludwig, 1875)

Holothuria (Halodeima) X X

floridana
(Pourtales, 1851)

Stichopodidae  Astichopus multifidus X X X
(Sluiter, 1910)

Isostichopus badionotus X X X
(Selenka, 1867)

b) Determinacion las especies de pepinos de mar del filo Equinodermata y clase Holothuroidea

en dos sitios de la bahia de Amatique en el Caribe de Guatemala y su abundancia relativa

A lo largo de los monitoreos realizados, se observaron 42 organismos pertenecientes a tres especies:
Holothuria (Halodeima) mexicana (Figura 15), Holothuria floridana (Figura 16) e Isostichopus
badionotus (Figuras 17 y 18). Por tltimo, se observo la especie Astichopus multifidus (Figura 19).
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Figura 15

Organismos de Holothuria mexicana

Figura 16

Organismo de Holothuria floridana
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Figura 17

Organismos de Isostichopus badionotus

Figura 18

Variacion de color de Isostichopus badionotus

31



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccién General de Investigacion —DIGI-

Figura 19

Organismos de Astichopus multifidus

32



Informe final proyecto de investigacion 2022

Direccién General de Investigacion —DIGI-

La abundancia relativa por sitio de muestreo durante el segundo monitoreo mostrdé que Languaja fue
el sitio que presentd una mayor abundancia con 155 organismos contabilizados. Faro rojo presentd 30
pepinos de mar, Bajo del canal 20 individuos y en Faro Blanco no se registr6é ninguin organismo (Tabla
3, Figura 20). En cuanto a las especies, la mas abundante fue 1. badionotus con 165 registros. El resto
de las especies (H. mexicana, A. multifidus y H. floridana) presentaron abundancias menores a 20
organismos (Tabla 3, Figura 21). Es importante destacar que, /. badionotus fue el mas abundante en
Languaja, A. multifidus en Bajo del Canal, H. mexicana en Faro rojo (de forma poco significativa) y

H. floridana fue el menos abundante que solo se encontr6 en Languaja y Faro rojo (Figura 22).
Tabla 3

Abundancia relativa de Holoturoideos en Bahia de Amatique, 2022.

Especie Faro Faro Bajo del Languaja
Rojo blanco canal
Holothuria (Halodeima) mexicana 11 - 4 4
Holothuria (Halodeima) floridana 2 - - 6
Astichopus multifidus 1 - 14 1
Isostichopus badionotus 19 - 2 144
Figura 20

Abundancia relativa por sitio de muestreo, Bahia de Amatique, 2022
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Figura 21

Abundancia relativa por especie de muestreo, Bahia de Amatique, 2022
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Figura 22

Abundancia relativa de especie por sitio de muestreo, Bahia de Amatique, 2022
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Durante el tercer monitoreo se determind la densidad de pepino de mar en los sitios de Languajd y
Faro rojo. El sitio de Languaja present la mayor densidad de organismos con 22.5 organismos/100m?.

Faro rojo present6 una densidad de 10 organismos/100 m? (Figura 23).
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Figura 23

Densidad promedio de pepino de mar por sitio de muestreo. Bahia de Amatique, 2022
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¢) Revision de actividades bioldgicas de lectinas de invertebrados marinos (con especial enfoque

en la clase Holothuroidea).

Muchas de las propiedades que poseen las lectinas las adquieren por medio de mecanismos de
asociacion (oligomerizacion) que a menudo es critico para el reconocimiento y las funciones
bioldgicas. Muchas de estas lectinas ya poseen una estructura cuaternaria formada por varias
subunidades, pero otras adquieren dicho arreglo cuaternario al reconocer a su ligando por lo que es
l6gico deducir que podrian proporcionar un medio para aumentar el repertorio de reconocimiento de
patdgenos y conferir un alto nivel de especificidad de su respuesta inmune a los invertebrados marinos.
Las lectinas son proteinas ubicuas en la naturaleza, se han clasificado seglin su origen, y dentro de esta
clasificacion con base en su especificidad por algun carbohidrato, o por su estructura (Gupta et al.,

2012)

Gran numero de bacterias y virus presentan lectinas en su superficie. La adhesion de microorganismos
a los tejidos del hospedero es el prerrequisito para que se inicien la mayoria de las infecciones. La
asociacion de organismos infecciosos es mediada por lectinas presentes en su superficie, ya que las

lectinas se unen a los carbohidratos presentes en la superficie del tejido del hospedero.
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Al principio de la década de los 80 se habian identificado unicamente bacterias especificas por manosa,
las cuales las nombraron cepa de Escherichia coli ciliada tipo 1. Después se descubrieron cepas de E.
coli con diversas especificidades (Sharon, 2006). Esto incluye a las cepas urinarias que son especificas
por galobiosa. También se han descrito bacterias con afinidad por otros azucares, por ejemplo;
Neisseria gonorrhoea, un patégeno genital, reconoce N-acetillactosamina; Helicobacter pylori, el
agente causante de la tlcera péptica tiene especificidad por varios residuos de carbohidratos. Varias
de estas lectinas reconocen Acido N-acetilneuraminico (a2-3), Galp4Glc (Sia3/Lac) y su analogo de
N-acetilglucosamina (Sia3/LacNAc) (Sharon, 2006). Dentro del grupo de las lectinas de bacterias, las
que estdn mejor caracterizadas son las lectinas de cilios de E. coli tipo I (especificas por manosa), las

cuales consisten casi exclusivamente en un tipo de subunidad con una masa molecular de 17 kDa.

Los oligosacaridos presentes en las superficies de células animales se incorporan a la matriz
extracelular y se unen a las glicoproteinas secretadas. Estos oligosacaridos pueden cumplir funciones
estructurales, mediar el movimiento de glicoconjugados a la superficie celular o actuar como
marcadores que median el reconocimiento entre células. Las funciones no estructurales de los
carbohidratos generalmente requieren la participacion de lectinas, en las que la actividad de union al
carbohidrato se atribuye a un dominio de reconocimiento de carbohidratos (DRC) (Drickamer &

Taylor, 1998).

La clasificacion de lectinas de animales méas comunmente utilizada es la de Drickamer, que fue
propuesta en 1988, donde las agrupa en trece familias, con base en su secuencia de aminoécidos,
especificidad y la estructura de sus DRC. De estas familias cuatro contienen lectinas que son
predominantemente intracelulares y cuatro contienen lectinas que generalmente funcionan fuera de la
célula. En el grupo de las lectinas intracelulares se encuentra la familia de las calnexinas, lectinas tipo
M, tipo L y tipo P; estas lectinas estan ubicadas en compartimentos luminales de la via secretora y

funcionan en el transporte, clasificacion y seleccion de glicoproteinas en proceso de maduracion.

En el grupo de las lectinas extracelulares se encuentran las lectinas tipo C, tipo R, siglecs y galectinas,
estas lectinas se secretan en la matriz extracelular o se localizan en la membrana plasmatica, por lo
que pueden mediar una variedad de funciones como la adhesion y sefializacion celular, eliminacion de

glicoproteinas y reconocimiento de patdgenos. Ademads, existen otras cinco familias que tienen
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funciones complementarias y su funcion biologica atin sigue en estudio, estas son las lectinas tipo caja

F, ficolinas, tipo quitinasas, tipo F e intelectinas (Drickamer & Taylor, 1998).
i) Lectinas Intracelulares
Calnexinas y Calreticulinas

Las calnexinas son chaperonas que se encuentran en el reticulo endoplasmatico, se presentan
unicamente en organismos eucariotas, por otro lado, su homdlogo, la calreticulina, se cree que esta
presente en organismos eucariotas que anteceden a los vertebrados. Ambas lectinas promueven el
plegamiento correcto de las proteinas que entran en las vias secretoras de las proteinas blanco para
su degradacion. La calnexina se encuentra anclada a la membrana del reticulo endoplasmatico, por
un dominio transmembranal, mientras que la calreticulina posee un péptido sefial en el extremo C-
terminal de retencion al reticulo endoplasmatico. La estructura del dominio luminal de la calnexina
consiste en un dominio membranal globular con un plegamiento tipo sandwich 3, ademéas posee
un brazo que se proyecta fuera de la membrana. Este brazo también estd presente en la
calreticulina, pero es mas pequefio. Los ligandos para estas lectinas son las glicoproteinas con N-
glicosilaciones del tipo GlcIMan9GIcNAc2, estos glicanos son reconocidos por el dominio

globular de sdndwich B (Drickamer & Taylor, 1998; Garcia-Maldonado et al., 2017).
Lectinas tipo M

Estas lectinas son miembros de la familia del grupo de las glicosil hidrolasas y tienen una relacion
cercana con las manosidasas del reticulo endoplasmatico y cis-Golgi. La funcion de estas lectinas
es transportar a las N-glicoproteinas. A pesar de su relacién con las manosidasas, estds no
presentan los residuos clave que estan implicados en los procesos de catélisis, asi como de un

puente disulfuro que es esencial para la actividad catalitica (Garcia-Maldonado et al., 2017).
Lectinas tipo L

Las lectinas de tipo L se pueden encontrar tanto en plantas (lectinas presentes en leguminosas)
como en animales, pero tienen diferentes funciones bioldgicas. En los animales, se encuentran
ancladas a la membrana y tienen la funcion de clasificar a las proteinas en los compartimientos
luminales. Este tipo de proteinas poseen un plegamiento de tipo sindwich P, que a su vez puede

contener un fragmento transmembranal que les permite anclarse a membranas del aparato de Golgi
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y llevar a cabo sus funciones de transporte (Drickamer & Taylor, 1998; Garcia-Maldonado et al.,

2017).
Lectinas tipo P

El dominio de reconocimiento de estas lectinas es conservado y estd presente tanto en vertebrados
como en organismos ancestrales, como los cordados y las ascidias. Proteinas homoélogas a éstas se
encuentran presentes en invertebrados y en hongos, y son independientes de cationes. Estas
proteinas participan en el reconocimiento de proteinas de lisosoma y de la manosa-6-fosfato

(Drickamer & Taylor, 1998; Garcia-Maldonado et al., 2017).
ii) Lectinas extracelulares
Lectinas tipo C

En estas lectinas, el reconocimiento a carbohidratos es dependiente de Ca2+. Este dominio se
encuentra en varias proteinas que llevan a cabo su funcion bioldgica reconociendo carbohidratos
en la superficie celular y en el exterior de la célula. La union con su ligando estd mediada por el
Ca2+, el cual tiene la funcion de estabilizar la conformacion local de la proteina formando enlaces
de coordinacion entre los residuos que se encuentran en la superficie de la proteina y los hidroxilos

de los anillos de los azucares (Drickamer & Taylor, 1998).
Lectinas tipo R

El dominio de reconocimiento a carbohidratos de esta familia es el tnico dominio de lectinas
animales que se encuentra en procariontes, este dominio recibe el nombre de dominio B de la
ricina. Este dominio une residuos de galactosa de las glicoproteinas que se encuentran en la
superficie celular. El dominio de tipo R presenta una estructura de trébol P, en cada l6bulo del

trébol se encuentran un sitio de reconocimiento a su ligando (Drickamer & Taylor, 1998).
Siglecs

Estas lectinas en su dominio de unién a carbohidratos cuentan con una arginina conservada, este
residuo es esencial para establecer las interacciones electrostaticas con el acido sidlico, que es su
ligando. Existen muy pocas lectinas del tipo siglec que no presentan esta arginina en el sitio de

reconocimiento, por ejemplo, en la siglec 12 de humano, la union estéd dirigida por dos residuos
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aromaticos que establecen interacciones de apilamiento de anillos con el azucar (Drickamer &

Taylor, 1998; Garcia-Maldonado et al., 2017).
Galectinas

El dominio de unidén a carbohidrato de estas lectinas presenta una estructura tipo sandwich o/f.
Estas lectinas reconocen principalmente galactosidos y tienen la capacidad de unir

glicoconjugados en la superficie celular y la matriz extracelular (Drickamer & Taylor, 1998).
iii) Familias de lectinas con funciones complementarias
Lectinas tipo caja F

El dominio de reconocimiento de carbohidratos de estas lectinas esta formado por cinco hebras 3
antiparalelas, formando un dominio tipo sandwich, en los extremos de este dominio se encuentran
dos hélices a que corresponden a la region N y C-terminal; del lado opuesto de estas dos hélices
se encuentra el sitio de reconocimiento formado por dos asas que conectan las hebras P tres y
cuatro. Este sitio es especifico para el disacarido quitobiosa (Drickamer & Taylor, 1998; Garcia-

Maldonado et al., 2017).
Ficolinas

Estas lectinas participan en procesos de inmunidad innata. La clasificacion de estas lectinas atn
no esta bien definida, debido a que su dominio de unién a ligando tienen la capacidad de reconocer
grupos acetilo en carbohidratos y en otros ligandos. La cadena polipeptidica de estas lectinas
consiste en una region pequeia N-terminal, un dominio de tipo colageno, una regiéon que actia
como un cuello y una region de tipo fibrindgeno. La region de tipo coldgeno hace que los
monomeros de ficolina se asocien en trimeros, a su vez, el N-terminal contiene residuos de cisteina
que permite que la asociacion sea de forma covalente (Drickamer & Taylor, 1998; Garcia-

Maldonado et al., 2017).
Lectinas tipo Quitinasa

Estas lectinas tienen una estructura tipo barril a+ . Las quitinasas se adhieren a la quitina, la cual
estd presente en hongos e invertebrados, el ligando que reconocen este tipo de lectinas son

oligosacaridos formados por unidades de N-acetilglucosamina (Drickamer & Taylor, 1998).
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Lectinas tipo F

Las lectinas tipo F o proteinas de union a fucosa, poseen un dominio tipo F que comparten desde
bacterias hasta vertebrados, sin embargo, presentan una distribucion irregular a través de diferentes
especies. El dominio de reconocimiento de carbohidratos de estas lectinas posee una estructura de
barril B, un lado del barril tiene cinco asas que forman un anillo donde se ubica el sitio de unién a
fucosa, un Ca2+ se une en este subdominio de asas para estabilizar esta region tan flexible y

permitir la formacion del oligomero (Drickamer & Taylor, 1998; Garcia-Maldonado et al., 2017).
Intelectinas

Este tipo de lectinas han sido identificadas en cordados como la rana Xenopus laevis y las ascidias.
Poseen un dominio con una longitud variable, un N-terminal no conservado y una extension que
contiene un péptido senal en el C-terminal para luego ser secretada fuera de la célula. El dominio
de reconocimiento de carbohidratos de estas lectinas, no esta relacionado en secuencia con alguna
otra lectina, con excepcion de 45 residuos del N-terminal, los cuales presentan similitud con el
dominio globular del fibrindgeno, este tipo de dominios son dependientes de Ca®* y reconocen
monosacaridos como galactosa y algunas otras pentosas (Drickamer & Taylor, 1998; Garcia-

Maldonado et al., 2017).
iv) Oligomerizacion

La oligomerizacion de proteinas se define como la asociacion de dos o mas cadenas polipépticas,
las cuales pueden ser iguales (una proteina homo-oligomérica) o diferentes (una proteina hetero-
oligomérica). Las proteinas oligoméricas son muy abundantes en la naturaleza, ya que se estima
representan un 35% de las proteinas celulares, la mayoria son homo-oligémeros siendo los estados
mas comunes el dimero y el tetrdmero, y algunas coexisten en mas de un estado oligomérico
(experimentan transiciones reversibles en respuesta a estimulos); es relevante destacar que una
fraccion relativamente pequefia de estructuras oligoméricas tienen estequiometrias impares. El
fendémeno de oligomerizacion surge de la formacion de enlaces covalentes o interacciones débiles,
y los mecanismos mediante los cuales ocurre incluyen el intercambio de dominios, la formacion
de puentes disulfuro, puentes salinos, la interaccion hidrofobica, modificaciones postraduccionales

como fosforilaciones y glicosilaciones, e induccion por ligandos. Este comportamiento puede ser
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considerado un avance desde la perspectiva evolutiva, ya que estd relacionado con el control de la
funcién y regulacion bioldgica (Ali & Imperiali, 2005; Garratt & Bachega, 2013). Entre las

ventajas que puede conferir la oligomerizacion se encuentran:

1. Estructuras mas complejas pueden apoyar mejor la funcion, por ejemplo, mediante la introduc-
cidén de un nuevo sitio activo en la interfaz entre subunidades.

2. Proteinas oligoméricas pueden regularse alostéricamente, introduciendo un nivel de control
adicional.

3. Una proteina grande compuesta de multiples subunidades cortas es més probable que se sinte-
tice sin errores que una proteina de cadena unica de tamafio comparable.

4. Permite que las proteinas formen estructuras grandes sin aumentar el tamafio del genoma.

5. Cuando el mondmero y el oligdbmero difieren en actividad, se puede lograr una flexibilidad
reguladora adicional controlando las condiciones de oligomerizacion.

6. Proteinas mas grandes son mas resistentes a la degradacion y desnaturalizacion.

Existe una relacion 4:1 entre homooligémeros y heterooligdémeros. Sin embargo, esto no se ve
reflejado en el Protein Data Bank (PDB) en donde las estructuras depositadas son
mayoritariamente mondmeros, esto puede deberse a que la cristalizacion de proteinas oligoméricas

es mas compleja en comparacion de las otras formas oligoméricas (Goodsell & Olson, 2000).

Varios estudios se han enfocado en estudiar a las proteinas homooligoméricas, por ejemplo, las
estructuras supramoleculares formadas por la asociacion de proteinas consigo mismas. Una gran
cantidad de elementos estructurales, mecanisticos, fisicoquimicos y funcionales, han sido
descubiertos como determinantes importantes ya que controlan la oligomerizacion (Gotte &
Libonati, 2014). Por otro lado, la heterooligomerizacién es menos conocida. Las proteinas
heterooligoméricas estdn formadas por cadenas con diferentes secuencias, las cuales muestran una
ruta de asociacion menos favorable estadistica y facilmente controlable, tanto cualitativa como
cuantitativamente, en comparacion con la homooligomerizacion de proteinas. Sin embargo, la
heterooligomerizacion de las proteinas es un fendmeno muy importante en la formacion de
maquinas moleculares, como los motores hechos de proteina (quinesinas, microtibulos), o
alternativamente, pueden ser obtenidos artificialmente mediante el uso de reactantes asimétricos

bifuncionales (Gotte & Libonati, 2014). Para que se puedan formar los oligdmeros de proteinas es
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necesario que existan interacciones intercatenarias que pueden ser de dos naturalezas, covalentes

y no covalentes (Gotte & Libonati, 2014).

La oligomerizacion de las subunidades de lectina resulta en multivalencia, una propiedad que
permite el entrecruzamiento, dirigir la disposicion geométrica de los sitios de union y confiere una
mayor avidez de la lectina para los glicanos; para aquellas lectinas que llevan multiples sitios de
reconocimiento a carbohidratos en cada polipéptido, estas propiedades se potencian aun mas por
la asociacion de subunidades en especies oligoméricas. El fenomeno de oligomerizacion en
lectinas a menudo es critico para el reconocimiento y las funciones bioldgicas, y se ha reportado
que podria proporcionar un medio para aumentar el repertorio de reconocimiento de patdégenos de
invertebrados marinos para conferir un alto nivel de especificidad de su respuesta inmune; la
oligomerizacién puede presentarse tanto en lectinas que poseen dominios de oligomerizacion
independientes, como en lectinas que se componen unicamente de su DRC (Lakhtin et al., 2007;

Vasta et al., 2017).

Las lectinas de invertebrados marinos representan un grupo heterogéneo de proteinas, muchas de
ellas oligoméricas, que varian ampliamente en tamafo, estructura, organizacion molecular y
constitucion de sus sitios de reconocimiento, y que se caracterizan por presentar especificidades
definidas de carbohidratos. Se han aislado y caracterizado lectinas de mas de 300 especies de
invertebrados marinos, que incluyen esponjas (Aphrocallistes vastus, Axinella polypoides, Geodia
cydonium), gusanos de mar (Neanthes japonica, Urechis unicinctus, Amphitrite ornata),
artropodos (percebes como Megabalanus rosa y Balanus rostratus, y el cangrejo herradura
Tachypleus tridentatus), moluscos (abulones como Haliotis laevigata, ostras, mejillones y liebres
de mar) y equinodermos (estrellas de mar como Asterina pectinifera, pepinos y erizos de mar). A
pesar de la diversidad de especies en las que las lectinas han sido aisladas, de muchas de estas
lectinas solo se tienen datos limitados, tales como la descripcion de su aislamiento, actividad y
especificidad, y en algunos casos la estructura primaria y su actividad bioldgica; la falta de
secuencias e informacion estructural impide clasificar completamente en familias a muchas de
estas lectinas. En invertebrados marinos se han reportado a la fecha lectinas de las familias: tipo
C, tipo L, tipo P, tipo R, Calnexina, Intelectinas, y Galectinas; sin embargo, las lectinas de estos

organismos son estructuralmente diversas y también difieren de las identificadas en organismos
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terrestres no solo desde el punto de vista de la estructura, sino también de aspectos funcionales, y
como consecuencia un numero significativo de lectinas de invertebrados marinos no pueden
asignarse a ninguna de las clases conocidas descritas para lectinas de animales superiores, tal es el
caso de las aisladas del cangrejo T. tridentatus las cuales estan involucradas en los procesos de
coagulacion de la hemolinfa como mecanismo de defensa y las lectinas de la familia Mytilidae

(Ang et al., 2014; Chernikov et al., 2013; Garcia-Maldonado et al., 2017).

De algunos organismos se ha logrado la caracterizaciéon de mas de una lectina, tal es el caso de
cuatro lectinas de Cucumaria echinata dependientes de Ca** especificas para galactosa/GalNAc
(CEL L, 1L, IIT y IV)77; cuatro lectinas dependientes de Ca®* de Stichopus japonicus especificas de
acidos urdnicos (SPL-1), GalNAc (SPL-2, SJL-I) y lactosa/melibiosa (SJL-II)(Unno et al., 2018)
y dos lectinas de Holothuria grisea, HGA con actividad antiinflamatoria y HGA-2 (de Melo et al.,
2014; Moura et al., 2013). De la esponja tropical Cliona varians se aisl6 CvL-1, una lectina
tetramérica de subunidades de 28 kDa unidas por puentes disulfuro que se une a galactosa y tiene
efecto citotoxico sobre bacterias patdégenas Gram positivas, como Bacillus subtilis y
Staphylococcus aureus (Moura et al., 2015), y CvL-2 una lectina trimérica con especificidad por

galactosidos (Moura et al., 2015).

El andlisis de lectinas aisladas de esponjas marinas ha demostrado que varias de ellas tienen
subunidades unidas por puentes disulfuro, como Cinachyrella alloclada (Atta et al., 1989), Pellina
semitubulosa (Engell et al., 1992) y Cliona varians (Moura et al., 2006). Otras lectinas
oligoméricas, cuyas subunidades estan unidas mediante puentes disulfuro son la lectina aislada de
Craniella australiensis (CAL), una proteina trimérica de 54 kDa en solucién que esta compuesta
por subunidades idénticas de 18 kDa; y la lectina PjLec aislada de la hemolinfa del camarén
Penaeus japonicus, una proteina dodecamérica de 452 kDa en solucion compuesta por
subunidades de 37 kDa de peso molecular, que muestra especificidad por ManNAc y Neu5A, y la
cual tiene un amplio espectro de actividades de aglutinacion bacteriana contra bacterias Gram

positivas y Gram negativas, incluidas dos especies de Vibrio (Yang et al., 2007).

La oligomerizacion de lectinas mediada por interacciones no covalentes también ha sido reportada.
Tal es el caso de la lectina CaL de la esponja Cinachyrella apion, una proteina que en solucion se

encuentra como un octamero formado por subunidades de 15.5 kDa (Medeiros et al., 2010); la
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lectina de la esponja Haliclona cratera que forma dimeros en solucidon y muestra especificidad por
Gal y GalNAc (Pajic et al., 2002); la lectina de la ostra Pinctada fucata martensii que en solucion
se encuentra formando oligomeros de aproximadamente 22 subunidades idénticas de un peso
molecular de 20 kDa (Suzuki & Mori, 1989); la lectina CCL de la esponja Chondrilla caribensis
que es una proteina homotetramérica formada por subunidades de 15.4 kDa (Marques et al., 2018);
la taquilectina-4 del cangrejo de herradura, una glicoproteina oligomérica de 470 kDa compuesta
de 15-16 subunidades de 30 kDa y que tiene especificidad por L-Fuc y Neu5SA (Saito et al., 1997);
y lalectina aislada de la ostra Pteria penguin (PPL), la cual es un mondémero de 21 kDa y, mediante
experimentos de dispersion dinamica de la luz se reveld que forma un dimero unido no
covalentemente a una concentracion de NaCl 500 mM, a esta concentracion de sal PPL mostrd
una actividad de aglutinacidon bacteriana 16 veces mayor en comparacion con su actividad de
aglutinacion a 150 mM NacCl, por lo que estos resultados indican que PPL aumenta su actividad
aglutinante por dimerizacion. A pesar de que se han reportado una gran cantidad de lectinas
oligoméricas en invertebrados marinos, la informacion con la que se cuenta se limita a estimar el
nimero de subunidades que forman los oligomeros en solucion mediante cromatografia de
exclusion molecular y analisis SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras, mientras
que la informacioén estructural y funcional relacionada con los arreglos cuaternarios de estas

lectinas es carente.

En la esponja de mar Cinachyrella sp. Se encuentra una lectina que se une a N-acetillactosamina
y funciona como un agente que hace metastasis, por lo que funciona para diferentes tipos de cancer,
incluidos los gliomas. La lectina presenta una estructura cuaternaria formada por un dimero de
dimeros que es estabilizado por un puente disulfuro inusual, entre dos cisteinas adyacentes. Este
puente crea una vuelta cerrada en la cadena polipeptidica, que permite cambios conformacionales,
dependiente del potencial de 6xido — reduccion. Dos puentes de hidrogeno de la cadena principal
unen la interfaz, pero el resto de los residuos son altamente hidrofobicos. En este caso, crea un
motivo similar a un agujero de dona, de 18 A. Cada protémero presenta un sitio de union a

carbohidrato, el cual muestra una orientacion contraria (Freymann et al., 2012).
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d) Guia de trabajo para el aislamiento de lectinas en pepinos de mar del caribe guatemalteco

i) Protocolo general para la obtencion de una lectina a partir de un extracto de un organismo

marino

El organismo se debe homogenizar con suficiente amortiguador de fosfatos 50 mM, NaCl 150 mM
(PBS) a un pH fisioldgico, generalmente se utiliza 7-8, el méas comun es 7.4, adicionando 1 mM
de fluoruro de fenilmetanosulfonilo (PMSF) a 4°C (en hielo), estas condiciones son para inhibir
proteasas y evitar la degradacion de proteinas. La homogonenizacion del organismo se puede
realizar con un procesador de alimentos, ya la fuerza es suficiente para romper tejidos mas no
células. Los pulsos se llevan a cabo cada 5 s mientras se deja reposar 5 s, para evitar el
calentamiento de la solucién y la presencia de burbujas que puedan favorecer la precipitacion de
las proteinas. La mezcla se centrifuga a 16,000 g durante 1 hora a 4°C (puede ser desde 12,000
hasta 20,000 g). El precipitado se desecha y el sobrenadante se debe filtrar minimo por 0.45 pum

para evitar impurezas en la columna.

La mezcla se hace pasar por una resina dependiendo del ligando que se espera reconozca, para
purificar mediante cromatografia de afinidad. La resina se tiene que equilibrar previamente con el
amortiguador PBS filtrado (al menos 10 volumenes). La fraccion unida a la resina, se eluye con
PBS que contenga 250 mM del aztcar de la resina, por ejemplo, si se utiliza una resina D-
Galactosa, es conveniente eluir con una soluciéon de PBS con D-Gal 250 mM (al menos 3
volumenes), midiendo su absorbancia a 280 nm en el UV-vis en todo momento. La fraccion eluida
y que presenta absorbancia a 280 nm, se dializa con el amortiguador PBS utilizando una membrana
de corte menor al peso de la proteina, la mas utilizada es de 3.5 kDa para eliminar el azucar,
realizando recambios cada 2 horas durante al menos 16 horas. La pureza de la lectina se determina

por electroforesis SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida, que puede ser del 12 al 16%.
ii) Evaluacion de la actividad hemaglutinante de una lectina

Para evaluar la actividad hemaglutinante de una lectina es posible eritrocitos de conejo
formalinizados (ECF), que se prepararon siguiendo el protocolo descrito por Fragkiadakis (2000)
de microtitulacion de 96 pozos con fondo en forma de “U”, en las cuales, se colocan 50 pL del

amortiguador PBS en cada uno de los pozos. Inmediatamente, en el primero pozo de la fila se
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afiaden 50 pL de la lectina y se realizan diluciones dobles seriadas hasta el penultimo pozo,
desechando la ultima dilucion en el ultimo pozo. Finalmente, se afiaden 50 pL de una suspension
al 2% v/v de ECF en 0.9% de NaCl, 0.05% NaN3. La placa se agita suavemente durante 10 min y
después de 2 horas se determina el Gltimo pozo donde se observa actividad hemaglutinante. Una
solucion 1 mg/mL de aglutinina de Triticum vulgaris (WGA) se utilizé como control positivo y el
amortiguador PBS como control negativo utilizando 50 pL de ambos para realizar las diluciones.
El titulo hemaglutinante se reporta como el inverso de la ultima diluciéon donde existe actividad
aglutinante visible (UAH) mientras que la actividad hemaglutinante especifica es el titulo
hemaglutinante entre la cantidad de proteina (mg) en el ultimo pozo donde presentd actividad

(UAH/mg).
iii) Protocolo para la formalinizacion de eritrocitos de conejo

Es necesario recolectar sangre de un conejo en 2 litros de una solucion de NaCl 0.9 % para

homogenizar la suspension, mantener a 4°C desde la recoleccion hasta su uso.

Centrifugar a 1,000 g durante 20 min, repitiendo este paso las veces que sea necesaria hasta
observar un sobrenadante transparente. Una vez alcanzado este paso, se suspende con la menor
cantidad de amortiguador de fosfatos 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4, lo suficiente para poder

colectar y trasvasar los eritrocitos a un recipiente elongado, de preferencia una probeta.

Preparar una solucion de formaldehido al 37%, pH 5.0, ajustar con un amortiguador de fosfatos

0.7M apH 7.0.

Colocar dicha solucion de formaldehido en una membrana de dialisis de corte 12.5 kDa, tener

cuidado de llenar solo dos terceras partes de la membrana.

En la bolsa de didlisis se colocan 25 mL de solucion por cada 100 mL de solucion de eritrocitos
de conejo, se sumerge en la suspension y se deja en agitacion suave durante 12 h a 4°C, debe
utilizarse un agitador magnético pequefio y la velocidad de la parrilla de agitacion debe ser minima,

ya que movimientos mecanicos fuertes conducen a la ruptura de las células.

Trascurrido este tiempo, se perfora la membrana de didlisis con ayuda de una aguja, se hacen varios

orificios para liberar el formaldehido y que este fluya mas rapidamente. El formaldehido ayuda a
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una mejor fijacion de los azucares presentes en la superficie de los eritrocitos. Dejar por 36 h a

4°C con agitacion lenta.

La solucidn se centrifuga a 1,000 g por 20 min a 4°C. A las células sedimentadas se les lava con
NaCl 0.9% hasta la completa eliminacion de formaldehido ya que el sobrenadante se debe observar

transparente.

Suspender los eritrocitos en un amortiguador de fosfatos 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4 y 2% de
albumina de suero bovino (BSA). Es importante afiadir la BSA lentamente, ya que tarda en

disolver. Incubar por 24 h a 4°C con agitacion suave.

Centrifugar a 1,000 rpm por 20 min, posteriormente lavar con NaCl 0.9% hasta lavar y eliminar el
exceso de BSA, esto se logra hasta obtener un sobrenadante transparente. Entre cada uno de los
lavados, se puede resuspender las células sedimentadas con ayuda de una micropipeta, pero esto

tiene que ser de manera indirecta hasta resuspender.

Una vez eliminado el exceso de BSA, se realiza una solucion 20% de ECF con NaCl1 0.9% y 0.05%
NaN3, guardar a 4°C hasta su uso. En caso de que los ECF se rompan (es decir que no se vean
sedimentados) lavar con esta misma soluciéon a 1,000 g x 20-30 min, hasta que el sobrenadante

este transparente y realizar nuevamente la solucion al 20%.

Nota: es posible también utilizar eritrocitos de humano frescos, es recomendable tomar la muestra
el mismo dia a utilizar. La sangre se debe recolectar en un tubo vacutainer con anticoagulante
(color lila) ya que contiene EDTA aplicado en las paredes del tubo. La sangre se trasvasa a un tubo
falcon con ayuda de 50 mL de amortiguador de fosfatos 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4,
centrifugando durante 15 min a 1,500 rpm, el sobrenadante se desecha y el sedimento se lava
nuevamente con 50 mL de una solucion de NaCl 0.9% a 1,500 rpm durante 15 min, las veces que
sean necesarias hasta obtener un sobrenadante transparente. La solucion se resuspende para evaluar
la cantidad necesaria para crear un sedimento de eritrocitos en cada placa, es decir, se prueban de

50 uL de la suspension en un pozo y se observa el sedimento para crear la suspension al 20 %.
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11.2 Discusion de resultados

a) Determinacion de los pepinos de mar del filo Equinodermata 'y clase Holothuroidea de 1a Bahia

de Amatique en el Caribe de Guatemala y su riqueza especifica

La composicion de la poblacion de pepinos de mar mostrd que durante los monitoreos realizados se
reporta una especie mas de la que reporta Galvez, (2022), que fue 4. multifidus, el cual se reportd
unicamente en el sitio de Bajo del canal. De forma contrastante, en este estudio se reportan tres
especies menos que en el estudio de Avalos-Castillo y colaboradores (2018), quienes reportaron
ademas a Actinopyga agassizi (Selenka, 1867), Holothuria thomasi (Pawson & Caycedo, 1980) y un

individuo no identificado de la familia Stichopodidae.

b) Determinacion las especies de pepinos de mar del filo Equinodermata y clase Holothuroidea

en dos sitios de la bahia de Amatique en el Caribe de Guatemala y su abundancia relativa

En cuanto a la abundancia por sitio, se pudo observar que existen coincidencias con el estudio de
Galvez (2022) en cuanto a que Languaja es el punto que alberga la mayor cantidad de Holoturoideos.
No obstante, existen diferencias entre Bajo del canal y Faro rojo en cuanto a sitios de mayor
abundancia. Es importante mencionar en este caso que, el estudio de Galvez ha sido mds intensivo que
el realizado durante esta investigacion, porque en definitiva es un factor para tomar en cuenta. En
comparacion con Avalos-Castillo y colaboradores (2018), solo puede observarse que Faro blanco
nunca ha sido un sitio de establecimiento de pepino de mar, y que Faro rojo tienen cierta diferencia de

abundancia, sin embargo, cabe recalcar que el estudio de 2018 tuvo un mayor esfuerzo de muestreo.

En cuanto a la densidad, Se encontrd que existen diferencias en cuanto a las densidades de organismos
por 100 metros cuadrados, ya que en el estudio de Gélvez (2022) se reporta una densidad aproximada
de 15.3 organismos/100m? en los sitios de Languaja y Faro rojo, mientras que durante estos monitoreos
Languaja obtuvo hasta 22.5 organismos/100m?. Distintamente, Faro rojo presentd una menor
densidad. Las condiciones de muestreo (area evaluada y esfuerzo de muestreo) pueden ser causantes
de las diferencias, asi como la época, ya que el mes de monitoreo (octubre), coincide con el final de la

época de agregaciones reproductivas.
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¢) Revision de actividades bioldgicas de lectinas de invertebrados marinos (con especial enfoque

en la clase Holothuroidea).

Dado que esta revision es tipo expositiva, sin seccidn experimental, no puede contrastarse
empiricamente. Sin embargo, es posible indicar que la gran variedad y diversidad, tanto de organismos
colectados, como de tipos de lectinas que suelen presentarse en estos organismos, proporciona un
marco Unico en la exploracion de moléculas bioactivas nativas con propiedades antiviricas,
antifingicas, antimicrobianas, antibacterianas y con aplicaciones en biomarcacion y posiblemente

también en el tratamiento del cancer.
d) Guia de trabajo para el aislamiento de lectinas en pepinos de mar del caribe guatemalteco

El presente protocolo puede ser aplicado especificamente para la extraccion de lectinas de pepinos de

mar en el caribe guatemalteco, puesto que ha sido adaptado adecuadamente.
11.3 Conclusiones

a) Durante los monitoreos se observo una especie en el drea que no se habia reportado anteriormente,

la cual es Astichopus multifidus.

b) Durante los monitoreos se corrobor6 la presencia de especies que ya habian sido reportadas en
investigaciones anteriores incluyendo a Holothuria mexicana, Holothuria floridana e Isostichopus

badionotus.

¢) Languaja presenté la mayor densidad de organismos con 22.5 organismos/100m? y es un lugar

adecuado en el momento que se decida hacer colectas de material para extraccion de lectinas.
d) Es posible llevar a cabo extracciones de lectinas en Guatemala a partir de pepinos de mar del Caribe.
11.4 Recomendaciones

a) El proyecto fue afectado severamente por el cierre de la universidad, por lo que sus objetivos fueron
modificados; sin embargo el objetivo original de colectar pepinos de mar y extraer lectinas a partir de

ellos es realizable.

b) Seguir fomentando el apoyo con instituciones locales como Fundaeco para el desarrollo de

actividades de investigacion cientificas en el Caribe de Guatemala.
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13 Apéndice
Apéndice I
Figura 24
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14 Aspectos éticos y legales (si aplica)

No aplica.

15 Vinculacion

Fundacion para el ecodesarrollo y la conservacion -Fundaeco-

Colaboracion entre dos unidades de la Universidad de San Carlos de Guatemala: Facultad de Ciencias

Quimicas y Farmacia; y Centro de Estudios de Mar y Acuicultura.
16 Estrategia de difusion, divulgacion y proteccion intelectual

La presente investigacion sera presentada al menos en los Congresos Nacionales e Internacionales de
Quimica. Se espera tener al final del proyecto informacién suficiente para realizar una publicacion
indizada en el area de productos naturales marinos o similar. Ademas, serd utilizada tanto en los cursos
de la Facultad de Farmacia como en el CEMA. Se realizard la publicacién de un documento con fines

pedagogicos con los resultados publicados y los fundamentos bioquimicos y metodolégicos.
17 Aporte de la propuesta de investigacion a los ODS:

Los ODS maés directamente impactados por esta investigacion son: 3 Salud y bienestar, 12 Produccion
y consumo responsable. Esto se debe a que se busca ver la posibilidad de contar con productos
naturales de origen marino para el tratamiento de enfermedades; mientras que también se proponen
vias para llevar a cabo dicha investigacion de la manera que genere el menor impacto posible en la

poblacion de pepinos de mar del Caribe de Guatemala.
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18 Orden de pago final

Categoria Registro de Procede
Nombres y apellidos (investigador personal pago de mes Firma
/auxiliar) (Si / No)
Licda. Ana Gabriela Davila | Investigadora | 20160594 Si
Recinos
Licda. Maria Alejandra Investigadora | 20220853 Si )}'M.\ e AR
Davila Tejeda B

19 Declaracion del Coordinador del proyecto de investigacion

El Coordinador de proyecto de investigacion con base en el Reglamento para el desarrollo de los

proyectos de investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion, articulos 13 y 20, deja

constancia que el personal contratado para el proyecto de investigacion que coordina ha cumplido a

satisfaccion con la entrega de informes individuales por lo que es procedente hacer efectivo el pago

correspondiente.

Christian Daniel Farfan Barrera

Nombre del coordinador del proyecto de investigacion

Fecha: 17/02/2023
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20 Aval de la directora del instituto, centro o departamento de investigacion o Coordinador de

investigacion del centro regional universitario

De conformidad con el articulo 13 y 19 del Reglamento para el desarrollo de los proyectos de
investigacion financiados por medio del Fondo de Investigacion otorgo el aval al presente informe
mensual de las actividades realizadas en el proyecto (escriba el nombre del proyecto de investigacion)
en mi calidad de (indique: Director del instituto, centro o departamento de investigacién o Coordinador
de investigacion del centro regional universitario), mismo que ha sido revisado y cumple su ejecucion

de acuerdo a lo planificado.

y
Vo.Bo. Dra. Maria Eunice Enriquez Cotton ;\\,\@
N
] Dra. "Maria Eunice Enriquez Cottén
Directora Directora

Instituto de Investigaciones Quimicas y Biologicas Firma

Fecha: 17/02/2023
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21 Visado de la Direccion General de Investigacion

Vo.Bo. Dra. Hilda Valencia de Abril

Coordinadora Programa Universitario de
Investigacion Interdisciplinaria en Salud -PUIIS-

Firma

Fecha: 17/02/2023

Vo.Bo. Ing. Agr. MARN Rufino Salazar

Coordinador General de Programas Universitarios
de Investigacion

Fecha: 17/02/2023
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