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RESUMEN

Se encontrd actividad de lectina en la semilla de Eaythaina costari-
censds. La solucidn de lectina es inespecifica porque aglutind todos los
grupos sanguineos humanos del sistema ABO y del factor Rhﬂ (D) positivo ¥

negativo,

La solucidn de lectina diluida 1:8 aglutind todos los gldbulos rojos
en estudio, pero a una diluci@n 1:16 ya no hubo actividad aglutinante.
e demostrd una aglutinacidn d&bil con la solucidn de lectina sin diluir
con los gliébulos rojos de conejo, perc no con los de rata, perro, carnero

y caballo.

La galactosa, la N-acetil galactosamina y la lactosa actuaron como

inhibidores de la actividad aglutinante.

Se pudo determinar ademds que la galactosa fue el carbohidrato de me
nor capacidad inhibitoria, la N-acetil galactosamina, de potencia inhibi-

toria intermedia y la lactosa de mayor capacidad inhibitoria.

Se repitid el experimento a varios pH (6, 7, 8, 9), no encontrandose
variaciones significativas en cuanto al poder aglutinante de la solucibn
de lectina y el poder inhibitorio de la galactosa, la N-acetil galactosa

mina y la lactosa.

La titulacidn del efecto inhibitorio de la palactosa, la N=acetil
galactosamina v la lactosa en el ambito de pH de 6 a 9, mostrd resultados
erriticos en la concentracifn de 50 mM del inhibidor. Se pude observar

ausencia de inhibicidn para varios grupos sanguineos a diferentes pH
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con la galactosa, no asi con la N-acetil galactosamina, en la que en un
solo caso, del grupo AB, Hhu (D) positivo hubo ausencia de inhibicifn a
pH 6. Con la lactosa hubo efecto inhibitorio con todas las concentracio

nes con que se trabajé y en los pH estudiados.

S5e realizd la electroforesis en gel de acrilamida del extracto cru-

do de la semilla, en la cual se observd la presencia de mas de diez ban-

das claramente definidas.

La determinacidn del punto iscel@ctrico de la lectina por el método
de electroenfoque permitid determinar que en el extracto crudo de la se-
milla de Erythrina costaricensis hay dos lectinas galactosafilicas con
puntos isoeléctricos de 4,39 y 5,80, con idéntica especificidad sobre los
grupos sanguineos humanos del sistema ABO y del factor Rho (D) positivo

y negativo.
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[. INTRODUCCION

l.l. HISTORTA

El término lectina deriva del latin "fegere" que significa esco-
ger o seleccionar. Este término fue usado por primera vez por Boyd y

Shapleigh en 1954 (13).

Los estudios iniciales sobre las lectinas se basaron fundamentalmen
te en su acecidn aglutinante y se les llamé aglutinas vegetales, hemaglu-

tininas, fitohemaglutininas o fiteaglutininas (36,

La primera descripcidn de una lectina en la literatura procede de
la Universidad de Dorpart, Estonia, en el afio de 1888 por Stillmark quien
trabajando con extractos de la semilla de Ricdinus communis observdé que
tenfan la capacidad de aglutinar globulos rojos. La parte del extracto
responsable de la accibn, era una proteina a la que llamd ricina (59).
Poco tiempo después, en la misma Universidad, trabajando con semillas de
Abnus precatonius se demostrd la presencia de una nueva aglutinina a la

bt

que se llamé abrina {56).

La primera purificacifn de una lectina se hizo del frijol Concanavalia

ens{fonmes. Esta lectina de origen vegetal ha sido la mis ampliamente

estudiada (60 ).

En el reino vegetal, las semillas de leguminosas son muy ricas en

lectinas, por ejemplo en el frijol de soja Glycine soja, se alcanzan
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concentraciones de 1,2 a 2,6 por ciento por peso de las proteinas solu-

bles (449).

Actualmente se han aislado lectinas en tejidos animales de inverte

brados y de vertebrados (5 ). Tambi€n se les ha encontrade y aislado

del veneno de las serpientes como es el caso de la Bothrops atrox v la
Il 7~lv i ) G B - 1 v

Laciescs muca (23,26,27). Recientemente han sido detectadas dos leeti-
nas solubles en el misculo esquelético del hombre (21).

Erlich, utilizando la ricina y la abrina, demostrd alguncs de los

principios bisicos de la inmunologia actual. En 1891 reportd que los

ratones se hacian inmunes a una dosis letal de ricina mediante pequenas

inyecciones subcutdneas repetidas de la toxina. También demostrd que el

suero de un ratdén inmune podia neutralizar la toxicidad de la ricina y
alin mis, que esta accifn era especifica, ya que la antiabrina, que se
desarrollaba en el suero de un animal inmunizado con abrina, no tenia la

capacidad de neutralizar los efectos téxicos de la ricina, lo mismo que

la antirricina era incapaz de neutralizar a la abrina (19).

El conocimiento que se tiene en la actualidad de los procesos biold
gicos mediados por los carbohidratos constituyentes de la membrana celu-

lar se debe fundamentalmente a las lectinas (56).

La capacidad que tienen las lectinas de unirse a carbohidratos en

el

forma especifica, ha sido ampliamente utilizada como instrumento en
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estudio de la arquitectura de la membrana celular. Tambi&n se les ha usa
do para el estudio de los cambios que se producen sobre la superficie ce-
lular en la transformacidn maligna. Otro usc que se les ha dado, ha sido
para el aislamiento y deteccifn de glicoproteinas y compuestos con estruc

tura de polisacaridos (l4).

1.2, ESTRUCTURA

Estructuralmente las lectinas se consideran proteinas simples o gli-
coproteinas con capacidad para enlazar carbohidratos; estin desprovistas
de actividad enzimitica hacia los azilcares con los que se unen y no  re-

quieren de la presencia de grupos hidroxilo libres para efectuar dicha u-

nién. GSe ha establecido que su origen no es inmunolédgice (31),

Los residuos de carbohidratos de la mayoria de las lectinas conside
radas como glicoproteinas, corresponde a un porcentaje por peéso que wva-
ria desde un | a un 27 por ciento (38). 5in embargo, estos no son tér-
minos absolutos, ya que la lectina de la papa Sobanun tuberosum, estd
constituida por un 50 por ciento de carbohidrato. Esta es una de las
lectinas mis glicosiladas que se conocen (3). Hasta hace poco, se creia
que la accidn aglutinante de las lectinas dependia del residuc de carbo-
hidrato de las mismas. Este concepto ha sido modificado, en el sentido
de que la accidn aglutinante no depende necesariamente del residuo de
carbohidrato. Por ejemplo, se ha encontrado que la lectina desglicosila

da de la papa, presenta una actividad aglutinante muy similar a la lecti

na sin modificar; ambas se unen en forma idéntica al inhibidor N', K",
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N''' tri N acetilquitotriosa. (17). Otro caso ilustrativo es el de

la concavanalina A que no contiene carbohidratos en su gstructura ¥

que sin embargo tienme accidn aglutinante 60).

Las lectinas pueden dividirse en dos grandes grupos, uno de lecti-

nas solubles que pueden ser extraidas ficilmente, las cuales son las mids

abundantes y otro constituido por lectinas que forman parte de membra-

nas celulares. Las lectinas estructuralmente son dimeros o polimeros

cuaternarios con sitios de enlace especificos para carbohidratos. Mu-

chas lectinas estin formadas por subunidades jdénticas con sitios de u-

nidn tambifn idénticos. Otras son heteropolimeros con sitios de enlace

diferentes (39).

Se supone que cuando la lectina se fija en mAs de un sitio con los

carbohidratos de la membrana celular que se encuentran expuestos hacia

el exterior, se forman enlaces débiles que pueden producir cambies en la

morfologia de la membrana celular (14).

1.3, MODO DE ACCION

La membrana celular puede considerarse como un mosaico fluidoe de

fosfolipidos y proteinas, el enlace de la lectina con los carbohidra-

tos, interfiere con la movilidad de las glicoproteinas. Estos enlaces

pueden intervenir en la nrganizaciﬁn de diversos procesos celulares ta

les como la morfopfnesis en embriones o la fagocitosis celular ( 5).
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Para demostrar la presencia de lectinas en un extracto, se utiliza
la capacidad gque tienen Zstas de interactuar con células. Mezclando sus
pensiones celulares con el extracto, si hay lectinas, al fijarse éstas
a las células se produce el fendmeno de la aglutinacidn. Las primeras
aglutinaciones se realizaron con glébulos rojos; posteriormente se utili
zaron otros tipos celulares como son los linfocitos, fibroblastes, espeér
matozoides, bacterias y hongos (18,25,36 J. Tamhi&én se ha encontrado que

algunas lectinas, tienen la capacidad de aglutinar preferencialmente cé-

lulas malignas (20).

Landsteiner en 1947, encontrd una lectina que aglutinaba en  forma
diferencial los glébulos rojos de diferentes especies animales (34). O-
tros autores clasificaron las lectinas en especificas e inespecificas,
dependiendo de si aglutinaban un grupo sanguineo determinado o si  por
el contrario aglutinaban tedos los grupos. La mayoria de las  lectinas
que se han descrito hasta el presente pertenecen 2 la categoria de no es
pecificas en cuanto a su accifn aglutinante sobre los glébulos rojos hu-

manos (56),

Se supone que la induccidn de la mitosis delos linfocitos tratados
previamente con ciertas lectinas, se debe a fendmenos que afectan la mem
brana celular, en la cual las moléculas de lectina unidas a los carbohi-
dratos se concentran progresivamente en un fendmeno llamado agregacidn
en mosaico o encapsulamiento. Estos procesos estimulardn el inmense ni-

mero de reacciones moleculares que llevan a la multiplicacidn y transfor



macidn celular (41). Se ha podido determinar que en algunos tejides em-
brionarios y fetales de mamiferos, algunas lectinas se encuentran aumen-
tadas; esto sugiere que las mismas desempefian algln papel, alin descono-
cido, en el reconocimiento celular, y en la orientacién para la forma-

cidn de tejidos durante el desarrollo (14},

la identifica-

(451

e han utilizado algunas lectinas eon oncolaopgla, para
¢idn v aislamiento de células epidérmicas en diferentes estadies de dife
renciacidn, tanto normales como anormales (50). Se ha podido diferen-
ciar por medio del uso de lectinas, lineas celulares embribnicas de las
extraembrifnicas (48). La molécula de lectina, se une a receptores espe

cificos de la membrana celular, anilogos o posiblemente idénticos a los

sitios receptores que normalmente funcionan en la superficie celular, en
lectinas

lazando ciertas hormonas como la insulina (30). De hecho, las

son capaces de imitar la acecifn de la insulina sobre algunas c&lulas (13).

Se ha establecido que para que las lectinas puedan mantener su acti
vidad biolbgica se requiere de la presencia de ciertos iones metdlicos.
Algunas de ellas requieren de cationes divalentes en forma absoluta para
poder enlazar carbohidratos (1,37 ). La mayoria de las lectinas necesi-

a , i : L =
tan de combinaciones de iones Ca , Mn , o In .

bigforus fue una de las primeras de las cuales se pudo demostrar que re-
i - i : + .

uiere de s0lo un cation divalente, el Mn , para poder ejeércer su ac-
’ P P 1

eifn (10).

La lectina de Dofichos
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Una importante caracteristica de las lectinas es que su accién aglu
tinante puede ser inhibida mediante diversos carbohidratos, especialmen-
te monosaciridos y sus derivados. En muchos de los organismos estudia-
dos hasta el momento, se han encontrado lectinas especificas para galac-

tosa, por lo que comiinmente se denominan galactosafilicas ( 32,42,64).

Se han identificado relativamente pocas lectinas especificas para
el dcido N-acetilneuraminico. La primera lectina especifica para este
compuesto fue la limulina que se detectd en la hemolinfa del cangrejo
Limubus polyphemis (38), Posteriormente se encontrd otra lectina con la
misma especificidad en la hemolinfa del cangrejo Catcincscoapius cauda,
la cual se denomind carcinoscoporina (9 ). De las semillas de Vicia
cracca y de lathyrus tingitanus se han aislado dos lectinas con especifi
cidad a aziicares diferentes, manosa y glucosa (6,53). En 1958 Monge (40)
en Costa Rica, hace un primer estudio sobre la capacidad hemaglutinante
de los extractos de las semillas de 7 plantas de la familia Leguminosae.
Trabajd con los extractos salinos de las semillas de Phaseofus funatus
L. var. machecarpus Benth f£. "Lima grande", Phascofus funatus var.
machccanpuws Benth. f. "Trepadora", Phasecfus vufgands L., Phaseolus
cocedneus L., Doldches fablab, Enythiina bertercana Urb. y Mimosa pigha
L. Estos extractos fueron probados con sangres humanas de los grupos san

gulneos del sistema ABO, MN y de los subgrupos ALy A, El encontrd que

I3

los extractos de Phascofus Lunatus var., machrocarpus denth §. "Lima Grande™

yoalemesd pegtd L. no poscen aglutininas contra los diferentes grupos san

gulneos humanos. Los extractos de Phascolus valgands L., Phaseofus
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cocednens L., Enythrina bertercana y Dofdichos Labfab aglutinaban los 4
grupos sanguineos. Encontrd que el extracto de Phaseofus funatus var.
macrocarupus, Benth F, "Traepadorn", aglutinaba en forma especifica los
globulos rojos con el aglutindgeno Al, pero no pudo concentrar el ex-
tracto para mejorar su potencia aglutinante, Tambi@n probd estos ex-
tractos obeniendo resultados wvariables con la sangre de algunos anima-
les como el conejo, carnero, buey, cuilo, hamster, rata, pollo y pale-

ma.

El objetivo de este informe es el de presentar los resultados de un
estudic tendiente a detectar v caracterizar las lectinas en la semilla

del pord [(Eruthiina costarnicensdis).



2. MATERIALES Y METODOS

2. Recoleccidn de las semillas
Se recolectaron semillas maduras de arbustos de Exytheing costond
censis en las localidades de Santa Ana, Atenas y Esparza, en los meses

que corresponden a la época scca del afo.

¥ Y4 oy i 5 i . x |5 . 1l
ROLER preparacidn de los extractos de las semillias

ge lavaron 80 g de semillas secas y se dejaron en agua destilada
24 horas a 5°C., Se licuaron en 500 ml de solucidn salina de NaCl al 0,9
por ciento. Haciendo uso de un embudo de vidrio se filtrd el homogeniza
do a través de pasa. El filtrado se centrifugd a 10.000 rpm durante una

hora hasta tomar un aspecto fransparente.
I P

para precipitar las proteinas del filtrado se mezcld éste con cua
tro voldmenes de acetona. El precipitado se recogid despus de centrifu
gar 10 minutos a 10.000 rpm y luego se dejd a temperatura ambiente B ho-
ras con el fin de eliminar la acetona. b5e disolvid el precipitado libre
de acetona en tres voliimenes de solucidn salina de NaCl al 0,9 por cien-
to v se centrifupd 30 minutos a 10.000 rpm. Se liofilizd el sobrenadan-

te y se colocd Zste a -20 °C para su uso posterior.

I Determinacidn de la concentracidn de proteinas en el liofilizado
por medio del mérodo de biuret

. , - & A :
Esta determinacion se llevd a cabo con el fin de trabajar co

—4_
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concentracién fija de proteinas en la muestra a analizar.

Preparacidn del reactivo:

El reactivo de biuret se prepard sepiin el procedimiento citado por

”;;Fr L4 :_]' o

Ensavo de la concentracidn de proteina:

En 6 tubos de ensayo de 13 x 10U mm se colocaron 0,1 - 0,4°U,

y 1,4 ml respectivamente de una solucidn de 20 mg de albimina sérica

(fraccién V de Cohn), a los cuales se les agregd 0,1 ml de desoxicolato

de sodio al 10% en solucidn salina. E] volumen de cada tubo 5@ ajusth

a 1,4 ml con solucidn salina. En tres tubos adicionales se colocaron

2,4 ml de liofilizado en golucidn salina a una concentracién de 3,75 mg/ml

de biuret a todos

de liofilizado. Después de agregar 1,3 ml del reactive

los tubos, se mezcld por inversidn y esperd 30 minutes. 5e midié la ab-

sorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro Beckman modelo 35. Una vez

trazada la curva estdndar se determind con ésta la concentracidon de pro-

teinas en las diferentes muestras.

2,4. Poder de aglutinacidn

r

Para evidenciar el poder de aglutinacidn de la gsolucidn de lectina

sobre los gldbules rojos humanos del sistema ABO se procedid de 1la 5i-

puiente manera. En una placa de ensayoe 4 la gota se colocaron 12,0 pl.

35 1. de solucidn de lectina {5 mg/ml de proteina

de solucidén salina, 29
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total) y por Gltimo una suspensidon de glébules rojos lavados al 2 por

: = : - -
ciento en solueidn salina de los grupos sanguineos A,B,AR,O, RhDED}
y Rh (D)- respectivamente. Se observd la aparicidn de aglutinacidn

en cada caso (l6).

El proceso se repitid con gldbules rojos de rata, perro, caballo,

carnero y conejo, usando las mismas concentraciones citadas anteriormen

Le.

(¥}

Titulacifin del poder aglutinante

La titulacidn de la aglutinacidn se llevd a cabo en un equipo de
microtitulacién (Cooke Laboratory Products, Virginia, U.S.A.). Se hicie
ron diluciones seriadas de alicuotas de 50 pl de solucidn de lectina

(5 mg/ml de proteina total) al doble con solucidn salina.

Estas se mezclaron con 25 pl de una suspensidn de gldbules rojos
al 2 por ciento en salina de todos los grupos sanguineos del sistema
ABO, Hhm (Di+ vy Hho {D)-., Al cabo de una hora se hicieron las correspon
dientes lecturas, considerando positiva la aglutinacidn por la aparicidn
de un casquete de glébulos rojos en el fondo de las depresiones de la

placa y negativa por la formacidn de un botén de gldbules rojos (16).

2. 6. Efecto inhibitorio de diferentes carbohidratos sobre la aglutina-
cidn

En una placa de ensayo a la gota se colocaron 25 pul. respectiva—
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mente de los siguientes carbohidratos 0,1 M disueltos en salina: L(=) Fu

cosa, D(+) Calactosa, D(+) Glucosa, D(+) HManosa D(+) Fructosa, N acetil

D manosamina, N acetil D galactosamina, D(+) ¥ilosa, D Lactosa y D 5a:za

rosa. Luego se agregd, agitando 12,5 pl de solucidn de lectina (5 mg/ml

de proteina total). Después de | hora en reposo se agregd 12,5 ul de u-

Despuis de

= o 1Zhn] e . 9 .
na suspension de los globulos Tojos humanos al 2 por ciento.

fopte ¢ efectusron las lecturas correspondien

una hora a temperaturd Amd

tes a la aglutinacidn (33).

2.7. Titulacidn del poder inhibitorio de diferentes carbohidratos

En el equipo de sicrotitulacidn se colocaron 50 ul de la solucidn

de lectina (5 mg/ml de proteina total) y se hicieron diluciones seriadas

al doble con 50 ul de carbohidrato. Después de 1 hora se incorporaron

con agitacidn 25 pl de gldbulos rojos humanes al 2 per ciento.

Al cabo de una hora se procedid a las correspondientes lecturas de

la aglutinacién (53). Todas las pruebas de aglutinacifn y de inhibi-

cién fueron hechos por triplicado.

2.8. Electréforesis en gel de acrilamida (33)

Preparacién de los geles:

Con anterioridad a la corrida se prepararon las siguientes solu-

ciones que se mantuvieron en refrigeracifn. Solucidn A: (pH 8,8-9,6),

24 ml HCL1, IN, 18,5 g TRIS (TRIS=-hidrogimetil-amino=-metanol, U,i< ml

TEMED (N, N', N' :.'u[l:‘.'hn-.'LiL*Lilendiamin.‘!] an 100 ml de H,0 destilada.
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Solucion B: (pH 6,6-6,8): 48 ml HC1 1IN, 5,98 g TRIS, 0,46 ml TEMED en
100 ml HEG destilada .

Solucidn C: 29 g Cyanogum en 100 ml de Hzﬂ destilada.

Solucidn D: 25 g Cyancpum en 100 ml HED destilada.

Solucidn E: 4 mg Riboflavina en 100 ml HEG destilada.

EEEEEAEH_F: 41 p Sacarosa en 100 ml de “3” destilada.

Solucion G: 0,14 Persulfato de amonio en 100 ml H,0 destilada.

Gel de corrida (7 por ciento de acrilamida):

S5e obtuvo mezclando las soluciones A, C y G en proporcidn 1:1:2 y
colocandola al vacio por 5 minutos. Se usaron tubos de vidrio de 100 mm
de largo con un diSmetro interno de 6 mm, los cuales se llenaron con
2,4 ml de la solucidn antes citada, dejando transcurrir 20 minutos hasta

que polimerizara.

Gel espaciador (3 por ciento de acrilamida):

Se obtuve mezelando las soluciones B, D, E, F ¥ HEG destilada en
una proporcidn de l:l:1:4:1. Se colocd 0,1 ml de solucidn espaciadora
sobre el gel de corrida polimerizado en cada tupo esperando 20 minutos

hasta su polimerizacitn.

Gel de muestra:

Se obtuve mezelando las soluciones H,H,E,HEU destilada y F en una
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proporcidn de l:1:1:1:4. Se colocd 0,15 ml de gel de muestra sobre el

gel espaciador, procediendo inmediatamente a aplicar 10 yl de la solu-

cidn de lectina (20 mg/ml de proteina total) con 0,0l ml de azul de bro

mofencl al 0,1% en cada tubo.

5 M

Una solucidn tampdn de TRIS 0,025 M y Glicina a 0,192 M, pH 8,2

se usd para las celdas de los electrodos. Se aplicd una corriente di-

recta de 5 mA por tubo, deteniendo la corrida antes de que el indicador

saliera del gel. Una vez concluida la corrida los geles se Eijaron en

fcido triclorcacetico al 10% durante 15 minutos.

Tincidn de los geles:

Una vez fijados los geles se colocaron en una solucidn revelado-

ra de azul de Coomasie al 0,25 por ciento en dcido tricloroacético al

50 por ciento durante 30 minutos. Al cabo de este tiempo se traslada-

ron a una solucidn decolorante (75 ml de Acido ac@tico glacial, 50 ml

de ”Eﬂ destilada), durante 24 horas, desechando la

la solucidn nueva, cuatro veces hasta obtener una

de metanol y 875 ml
solucidn tenida por

buena definicifn de las bandas.

sobre el poder aglutinante de la solucidn de lecti-

%]
W

Efecto del pH

na y sobre el poder inhibitorio de diferentes carbohidratos:

A partir de una solucién tampin compuesta por TRIS-HCI 50 mM,

NaCl 150 mM y CaCl, 40 mM, pH 7,4, se varid el pH con NaOH 5 HCl concen
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trados hasta obtener los walores de pH 6, 7, B vy 9. Todo el procedimien
to de los puntos 3, 4 y 5 se repitid a los cuatro valores de pH. Para
ésto, la suspensidn al 2% en salina de gldbulos rojos y la solucidn de

lectina, se hicieron en la solucidn tampdn correspondiente a cada pH

{37).

). 10. Determinacion del punto isocel@ctrico de la lectina por el método

de electroenfoque (58).
Preparacion y manejo de la columna:
Se utilizd una columna LKB de 440 ml (Tipo B102) con una concentra

cifn final de 1% (v/v) de los anfolitos acarreadores (Ampholine), con un

dmbito de pH de 3,5 a 10 y de 5 a 7, en una gradiente de densidad de sa

carosa.

En el compartimento del electrode central, se colocd la solucidn
catddica (0,1 g de NaOH 30 g de sacarosa y agua destilada para 50 ml).
Haciendo uso de un agitador de gradientes LKB, se llend la columna con

las sipuientes soluciones:

a. Solucidn de alta densidad: formada por 28 g de sacarosa, 7,2 g de

urea, 1,87 ml de anfolito estéril en un volumen de 60 ml de agua

destcilada.

b. Solucifn de baja densidad: formada por 7,2 g de urea, 0,62 ml de

anfolito estéril, 25 mg de extracto crudo de lectina liefilizado en

un volumen de 60 ml de la solucidn. Se estratificd sobre la parte
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superior de la gradiente, la solucidn dcida (0,2 ml de dcido sulfiirico
concentrado en 60 ml de agua destilada., El tiempo de corrida fue de
72 horas, a una temperatura de 5 "C y a un potencial final de 450 V.

Al final de la corrida se eluyd la gradiente de la columna, usande una
bomba peristdltica, a una velocidad de 15 ml/h. Se recogieron las frac
ciones de 2,5 ml. A cada una de ellas se les midid la densidad Gptica
a 280 nm v el pH. Una alicuota de 0,10 ml de cada fraccidn se diluyd
1:10 con solucidn salina y a cada una de estas diluciones se le agregd
una suspensidn de glébulos rojos al 2 por ciento de cada uno de los gru
Se confirmd la presencia de lectina, en aque-

pos sanguineos humanos.

lles tubos en donde se formd un botdn que no desaparecid con la agita-

cidn.
3. ERESULTADOS

Como paso previo para realizar el disefio experimental de este tra-

bajo, se procedid a determinar la capacidad de aglutinacidn de la solu-

cidn de lectina de Eaythidina cosfaricens{s, a una concentracidn de 5 mg/ml

de proteina total, sobre los glébules rojos humanos de los grupos A,B,
AB, v 0, asi como tambi&n por el factor Hhﬂ(D] positive y negativo. Se
pudo determinar que la solucidn de lectina aglutind en forma inesPECEfi

ca todos los glébules rojos estudiados.

Se procedid a determinar el poder de aglutinacidn de la solucidn de

lectina (5 mg/ml de proteina total) sobre lus gldbulos rojos de los si
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guientes animales: rata, perrg, Carnero, caballo y conejo, utilizando
los glébulos a una concentracién del 2 por ciento. Hubo aglutinacifn d&
bil con la solucidn de lectina sin diluir sobre los glfbules rojos de co

nejo, pero no hubo aglutinacidn sobre los demfis (Cuadro 1).

como la lectina de Exythiina costarioensis agluting a todos los gld
bulos rojos humanos, se procedid a titular la capacidad aglutinante, u-
rilizando diluciones seriadas desde 1:2, hasta l:64, de la solucifn de
lectina de 5 mg/ml de proteina total. Se encontrd que la lectina dilui
da 1:8, aplutind a todos los glébulos rojos en estudio, pero a una dilu

cién 1:16 ya no hubo capacidad aglutinante (Cuadro 2).

Como cuarto paso, Sse prncediﬁ a investigar la posible accidn inhibi
toria de varios carbohidratos e inositol, a una concentracidén 0,1 M, so
bre la actividad aglutinante de la lectina en estudio, sobre los glSbu-
los rojos humanos de los grupos sanguineos ya mencionados. Se encontrd
que la galactosa, la N-acetil galactosamina y la lactosa, actiian como

inhibidores de la actividad aglutinante {Cuadro 3).

Se procedid a repetir este experimento para todos los grupos sangul

neos a pH 6, 7, 8 v 9, obteniéndose resultados idénticos.

En el Cuadro 4, se presenta la titulacién de la capacidad inhibito-
ria de la galactosa, la N-acetil galactosamina y la lactosa 0,1 M sobre
la capacidad aglutinante de la solucién de lectina (5 mg/ml de proteina

total) sobre todos los grupos sanguineos del sistema ABO, todos ellos com
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factor Rhn{ﬂ] positivo o negativo. El anilisis del cuadre permite dedu

cir que la solucidn de galactosa 0,1 M es la de menor capacidad inhibi-

toria ya que sdlo es capaz de inhibir la aglutinacidn en la dilucidn
1:2 v en dos instancias, una para el grupo B, Rhn(D} positive, en  una

dilucifn l=4. En otro caso, para el grupe AB, Rb (D) nepative hubo
L

inhibicidn en un titulo de 134,

by | intibi-

Con la solucidn de N-acetil galactosamina 0,1 M, se obtuvo

cidn para todos los grupos sanguineos en la dilucidn l:4. Con dilucio-

nes mayores, para el grupo AB y U, ambos RhG(D] positives, se obtuvo
inhibicidn en una diluecifn 1:8. Con los grupos A ¥ B, ambos Rh_ (D) ne

gativos, se obtuvo inhibicidn en una dilucidn 1:8.

En el Cuadro 5 y en el Cuadro 6, se presenta el resultado de la ti-

tulacifn de la actividad aglutinante de la solucidn de lectina (5 mg/ml

de proteina total) sobre los glébulos rojos de los grupos sangulneos

del sistema ABQ, y de Rhu (D) positivo ¥y negativo, a pH 6,7, 8 y 9.

Se obtuve aglutinacidn idéntica en todos los valores de pH y para

todos los grupos sangulneos en una dilucidn 1:8, con la excepcidon del

prupo 0, Rhﬂ (D) negativo, con el cual se obtuve aglutinacidn a una di-

lucidn 1:16 en todos los rangos de pH estudiados, diferencia que no es

estadisticamente representativa.

lLog Cuadros 7 v 4, presentan la titulacién del efecto, inhibitorie




LG

de la galactosa, la N-acetil galactosamina y la lactosa, todos a  una
concentracidén 0,1 M sobre la actividad aglutinante de la solucidén de
lectina (5 mg/ml de proteina total) sobre los glébulos rojos de los gru
pos sanguineos del sistema ABO, Rh_ (D) positivo y negativo, a pH 6, 7,
8 vy 9. En ambos casos, para determinar la sensibilidad de la capaci-
dad inhibitoria de los carbohidratos, se trabajd con una dilucifn ma-
yor, exactamente cl doble de la utilizada en el experimento inicial
(Cuadro 3). La concentracifn inicial fue de 100 mM y en la de los Cua-
dros 7 y 8 fue de 50 mM. A esta dilucidn hubo una actividad inhibite-
ria errdtica e inespecifica a los distintos rangos de pH con que sc¢ Lra
bajd. Se pudo observar ausencia de inhibicifén para varios grupos san-
guineos a diferentes pH con la galactosa, no asT con la N-acetil galac-
tosamina, en la que en un sdlo caso del grupo AR, RhG (D) positivo, en

que hubo ausencia de inhibicidn a pH 6.

Con la lactosa hubo efecte inhibitorioc con todas las concentraciones

con que se trabajd y en todos los pH.

Se procedié a realizar la electroforesis en gel de acrilamida, del
extracto crudo de la semilla de Eayfhiina costardicensis. Se pudo obser
var la presencia de m3s de diez bandas claramente definidas, cuya natu-
raleza quimica podrd ser elucidada en una investigacidn posterior (figu

ra l).

La determinacién del punto isoelfetrico de la lectina por el método
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de electroenfoque, permitid determinar que en el extracto crudo de
Erythiina costanicensis, hay dos lectinas (Figura 2 y 3) con puntos iso-
eléctricos de 4,39 y 5,80, con idéntica especificidad sobre los grupos
sanguineos humanos, inhibidas por la galactosa y cuya caracterizacion

podrd realizarse en una investigacidn posterior.
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Cuadro 1. Poder de aglutinacién de la solucidn de lectina Erythring cos-
tanicensis sobre los gldbulos rojos de humano, rata, perro,ca
ballo, carnero y conejo, al 2 por ciento en solucidn salina.

Glébulos rojos al 2 por ciento en Aglutinacidn
solucidén salina

Humano 4

Rata =

Perro -

Caballo -

Carnero i

(S

Conejo

+ : aglutinacidn.

ausencia de aglutinacién.

14

: aglutinacifn débil con la solucidn de lectina sin diluir.
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Cuadro 2. Titulacidn de la actividad de la solucidn de lectina de
Enythnina costarnicens{s sobre los grupos sanguineos hu-
manos del sistema ABO, Rh_ (D) positives y negativos.

. o b= GRUPO SANGUINED
Dilucion de la solucion Rhn (D) + Rhn (D) _

de lectina

A B AB 0 A B AR
123 + + + + + - +
l:4 + + + + + + +
1:8 + o+ - - + + +
1:16 - = - - - = -
1:32 - - - - = o =
L:64 - = - - - = =

+ : aglutinaecidn

: ausencia de aglutinacidn
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Cuadro 3. Inhibicidn de la actividad aglutinante de la solucidn de lec-
tina de Eaythnina costaricensis sobre los grupes sanguineos
humanos del sistema ABO, Rh (D) positivos v negativos, por di
versos carbohidratos. “ B

GRUPO SANGUINEO
CARBOHIDRATO (0, IM)

HhD{D}+ HhCI (D} -

A B AR O A B AB 0
Fucosa kS —+ + i - o + +
Galactosa - = - = & - . o
Glucosa + + + + + + + +
Manosa + + + + + + - +
Fructosa + + + + + + - +
N-aceril manosamina + + + + + + + +
N-acetil galactosamina - - = = =R = =
Xilosa - + o+ o+ + o+ + +
Inositel + + + o+ + o+ ¥ +
Manitol + + + + + 4+ + +
Lactosa - - - - - = = =
Sacarosa + + + o+ + o+ + o+

+ : aglutinacién,

- : inhibicifn de la aglutinacidn.
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Electroforesis en acrilamida del extracto crude de

Figura 1.
las semillas de Eaythrina costanicensds.




] ?ﬂﬂ fim

ABSORBANCTA

=30=

—e pH

=— = Ahsorbancia

Aglutinacidn

Figura 2.

Anfolito acarreador: pd 3,53 - 10O

Voltaje:

Isoelectroenfoque de 100 mg de liofilizado del extracto

NUMERO DE FRACCION

de Erythuiina cosianicensis,

650 V

Tiempa 24 - 48 hrs.

Fraccion de 2,5 ml.

pH

10




=-3]-

0,15 F
o——0o pH
*——= Absorbancia
Aglutinacién
0,10 r
Rl
0,05 }
o
T T T - T Y Y
0 5 10 15 20 25

NUMERO DE FRACCION
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Voltaje: 650 v Fraccidn de 2,5 ml.
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: DISCUSION Y CONCLUSIONES

o

La actividad hemaglutinante debida a las lectinas ha sido demostra-

da en extractos de mis de ochocientas especies de plantas, asi como en

caracoles y otros animales, segiin los trabajos de Bird ( 8 ), Toms y
Western ( 62 ), y Allen v Brillantine ( 2 ).

De las lectinas aisladas s6lo upas pocas han sido objeto de  Inten-
sos estudios en los laboratorios. Los estudios propresivos sobre las ca

racteristicas de estas proteinas, han permitido determinar que las lecti
nas, tiemen un gran potencial para elucidar la estructura de polimeros

que¢ contengan carbohidratos. También es posible que se les pueda usar

en la investigacidn de la naturaleza de la arquitectura de la superfi-

cie celular (56)

Se ha demostrado que las lectinas poseen propiedades quimicas y bio
16gicas poco usuales. En 1908, Landsteiner y Raubitschek (35), estable
cieron que la actividad hemaglutinante de varios extractos de semillas,
eran muy diferentes cuando se probaban con glébulos rojos de diferentes
animales. Ellos compararon esta especificidad con la de los anticuerpos
presentes en el suerc sanguineo del animal. Sin embargo, posteriormente
a tstos estudios se presumid que las fitohemaglutininas eran inespecifi-
cas. Los estudios independiente de Renkehzn (51 ), vy Boyd v Reguevyra( 12)
realizados en los afios cuarenta, demostraron que ciertas semillas contie

nen aglutininas especificas para algunos antipenus de la sanpre humana,
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coma es ¢l caso del extracto crudo del frijol de lima Phascolus Camensis
que es virtualmente especifico para el antigeno A, a pesar de que reaccio
na muy débilmente con células del tipo B. En forma similar, se  encon-
tré que los extractos de la semilla de Viceda chacca, contienen dos leeti
nas, una de las cuales reacciona en forma especifica con los pléhulos ro
jos humanos del grupo A (34 ).  Se han o peontrado  lectinas u.-‘.pun'f! 1cas
para les prupos sanepulneos 0, M v N, Alin no se ha encontrado una lecti-
na para el Rh | 11,35).

En el presente estudio, trabajando con el extracto crudo de Erytivuona
costaricens s, se determind que todos los grupos sanguineos humanos en es
tudio son aglutinados en forma inespecifica. Esta aglutinacidn inespeci-
fica de la lectina en estudio sobre los gldbulos rojos humanos permite
clasificarla como una panaglutinina. Este tipo de lectina es ¢l mas abun
dante en la naturaleza como lo demostraron Allen y Brillantine en 1969
{ 2 ). Estos autores trabajaron con los extractos 2663 variedades de plan
tas de las cuales, 711 tuvieron actividad aglutinante e inespecifica, 90
fueron especificos, 227 tuvieron accidn hemolitica sobre todos los gru-

pos sanguineos y 1635 fueron inactivos.

Se demostrd el comportamiento de la lectina de Eryfhidna cosfarecenses

en presencia de glébulos rojos de otros mamiferos, tales como rata, perro,

jad aslutinante

carnera, caballo ¥ conejo, ohsorvindose que no muestra act ivid 1%
i - . . : :
sobre los gldbulos rojos de los animales mencionados, con  excepold

-
1

los glébulos de conejo, que son aglutinados muy débilmente. Ests podria
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deberse a la presencia de un menor niimero de receptores exnuestos a la lec

tina en la membrana del glébule rojo.

Nuestros resultados son semejantes a los de Iglesias, Lis y Sharon

quienes en 1981 (29 ) trabajando con una lectina purificada de Erythaina

cxistagaldi, encontraron que 2sta aglutinaba los globulos rojos  huma-
nos de todos los grupos .anpuineos asi come los de conejo. Sin embargo
na todas las lectinas de Ergthhina sp. se comportan igual. Asil DPérez
on 1984 (47 ) trabajando con una lectina aislada de las semillas de

Expthuina edulds, encontrd que aplutinaba los globulas rojos de bovino,
conejo v sapo |Bufe matinus] pero no los de caballo o los de perro.
Considerando que 1a lectina presente en el extracto de Erythiina

costarnicensis aglutinaba a todos los grupos sanguineos humanos del siste
ma ABO, se procedid a titular la capacidad aglutinante usando diluciones
seriadas desde 1:2 hasta l:64, con el propdsito de encontrar alguna ca-
racteristica diferencial en la capacidad aglutinante que permitiera cali
ficar a la lectina como especifica para algunos de los grupos sangul-
neos a determinada concentracidn. Se encontrd que la lectina diluida
1:8 aglutind todos los gldbulos rojos, pero a la dilucidn siguiente 1:16,
ya no hubo aglutinacidn., E1l hecho de no poder separar entre los diferen
tes prupos sanguineocs humanos en base a4 diluciones, puede deberse a que
el tipo y el nimero de los receptores de la membrana son comunes a £odos
estos grupos. Por lo tanto, la aglutinnciﬁn en este caso, no estdi rela-

cionada con los determinantes de los grupos sanguineos. Para explicar
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el fendmeno de aglutinacidn especifica e inespecifica Sharon y Lis (36 )
manifiestan que esta especificidad no estd relacionada necesariamente a
los determinantes de los grupes sanguineos, como es el caso de la conca-
navalina A, que es especifica con los alfa D manopirandsidos, los alfa D

glucopirandsidos y los alfa N-acetil D glucosaminideos (alfa y beta} co-

mo lo demostraron Lis et al en 1973 (3¢ ): v la ricina hacia la D galac
tosa seglin Pardoe y Uhlenbruck en 1970 (46 ). Sharon vy Lis concluyen

que estas lectinas interactdan con los gldbulos rojos fijdndose a recep-
tores de sacdridos diferentes a los determinantes de los ETUpOs sdanpgul-
neos y que tales receptores estdn presentes en la superficie de todos

los glébulos rojos (56 ),

Nuestros resultados permiten clasificar la lectina como una del ti
po galactosafilica, en forma similar a la lectina encontrada en lag se-
millas de Eaythiina coxallodendrnon (24). Esta lectina es similar a la
de la soja, en que tambin es galactosafilica (49 ). Franz et al en
1981 (22) aislaron tres lectinas de un extracto de Viscum afbum
(mugrdago), dos de ellas afines a la galactosa y la otra a la N acetil
galactosamina. Hardman et al en 1983 (28) aislaron lectinasde diversos
liquenes; algunas de @stas afines a la galactosa y a la N acetil galac-
tosamina. Este es el caso de la lectina extraida del 1iquen Placunthiuwm
asperellum y Santhoria candefaria. Barbieri et al en 1983 (4) traba

el

jando con dos lectinas del litex de las plantas euforbifceas Huta cne

nifa

y Eupheabia characias, encontraron que su actividad hemaglutinante era

inhibida por la D galactosa y por oliposaciridos con palactosa. En 1982
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] (32) extrajeron una lectina galactosafilica de la

Suresh, Kumar et
cemilla de Antocarpus Lntfegra. En 1981, Bauman y Rudiger ( 7 )} extraje

ron dos lectinas de la Vicia cracca, una de ellas con afinidad hacia la

N acetilgalactosamina. Vasta et al en 1982 (b4 ) encontraron lectinas

galactosafilicas en el plasma de tunicados.

El caracter palactosafilice de la lectina explica en parte la pana
glutinacidén de ésta sobre los glébulos rojos humanos ya qué la galacto-
sa y sus derivados son un componente abundante de la membrana de los
ible diferencia entre las membranas de

glébulos rojos humanos. Una pos

los gldbulos rojos humanos ¥ de animales consiste en que los carbohidra
tos que actilan como receptores de la lectina no estén expuestos o que
estan ausentes de dicha estructura Qb ). Habi&ndose determinade la na-

turaleza galactosafilica de la lectina de Ergthrina cosfaricensis, — se

procedid a determinar si habla variaciones, en cuanto al poder de aglu-
rinacifn de la lectina sobre los gldbules rojos humanos, cambiande los
valores del pH. Se encontrd que el pH no interfiere, con la capacidad
aglutinante de la lectina, lo que hace pensar que la unidn de la lecti-
na con la membrana del gldbule rojo no es mediado por Cargas eléctricas.
Estos resultados concuerdan con el trabajo de Roberson y Strenght en
1983 (52 ), los cuales probaron una lectina aislada de un frijol de

% e

Vigna ungudculata a una amplia gama de valores de pH (entre = 3

12), sin que ésta perdiera su actividad aglutinante.

Analizando la capacidad inhibitoria de la galactosa, la N acetil
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palactosamina y la de la lactosa, en diferentes rangos de pH, se encon-
tré, que si bien los tres azdcares son inhibitorios, la galactosa tiene
menor capacidad de hacerlo. Esteos resultados concuerdan con el trabajo
de Suresh Kumar, et al en 1982 (32 ). Estos autores, trabajando con la
lectina de la semilla de Atfocarpus {nfegha encuentran que la N acetil
palactosamina es cuatro veces mejor inhibidor que la galactosa. Nsimba
Lubaki et al en 1983 ( %43 ) encontraron que la lectina aislada de las
semillas de Euphotbia heternophylla, era inhibida mds fuertemente con la
N acetil galactosamina que con la galactosa. Barbieri et al en 1983
( 4 ) trabajando con dos lectinas aisladas del latex de euforbiaceas,

encontraron que entre los azlicares inhibidores, el que lo hacia mas dé-

bilmente era la pgalactosa.

El hecho de tener dos lectinas presentes en el extracto crudo de
Erythrnina costaricensis no invalida el desarrollo de esta  investiga-
cidn, pues ambas tienen la misma especificidad hacia la galactosa y po
drian ser arreglos cuaternarios diferentes de una misma lectina como ha

sido descrito para la concanavalina A (56).

Se concluye que a pesar del gran esfuerzo que se ha heche en el
progreso del estudio de las lectinas, aln se desconocen muchas de  sus
propiedades, usos y funciones. Uno de los problemas principales que se
ha encontrado en su estudio, e¢s que por su naturaleza protéica, son muy

e
dificiles de obtener en forma pura. Ademds esto se complica pues su ca

racterizacion depende del uso de células intactas.
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El trabajo con la lectinasde Eayfhrdna cosfaricensis, no se ha ago-
tado, s6lo se ha realizado con ellas el trabajo basico, que podria consi
derarse cliasico. Ahora se hace necesario continuar con fases mis avanza
das que permitan adquirir un conocimiento mas exacto sobre estos compues

Los.
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