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1. RESUMEN

Las lectinas son proteinas que unen residuos de carbohidratos en forma especifica
y se presentan en todos los seres vivos, aunque se han estudiado principalmente
las de origen vegetal, ya que las semillas de las plantas son especialmente ricas en
estas moléculas. Hasta la fecha se han purificado numerosas lectinas de origen
vegetal, animal, fangico y bacteriano, algunas con papeles importantes en la
investigacion cientifica. Debido a la propiedad que las lectinas exhiben de unir
azucares de manera selectiva, se han utilizado como elementos clave.en la
purificacion de moléculas de interées y como herramientas en el diagnéstico de
algunas enfermedades. Nuestro pais cuenta con una enorme diversidad vegetal,
riqueza que se refleja en la gran variedad de productos que integran nuestra dieta,
como el fruto de xoconostle (Opuntia joconostle Weber & Diguet), elemento habitual
en la dieta regional. En estudios previos se observé que sus semillas contienen
hemaglutininas, pero ain no se conoce la naturaleza de tales moléculas ni los
efectos que podrian tener sobre el organismo o sus posibles aplicaciones. Por ello,
se realizd la purificacion de la molécula responsable de la actividad. Las semillas
del fruto se molieron y con la harina delipidizada se obtuvo el extracto empieando
una solucion amortiguadora de fosfatos. El extracto se fraccioné saturando al 65%
con sulfato de amonio. El precipitado se sometié a cromatografia de exclusiéon de
peso molecular (Sephadex G-100 y G-200) e intercambio iénico (Q-Sepharosa). La
actividad aglutinante en e{ extracto crudo y cada una de las fracciones obtenidas se
evalud, luego de determinar su concentracién de proteinas por el método de
Bradford, utilizando eritrocitos de conejo en suspension. Asimismo, se analizaron
electroforéticamente los perfiles proteicos del extracto crudo y de las fracciones
obtenidas, con la finalidad de monitorear cada etapa de la purificacién. Como
criterio de pureza se empleé electroforesis, en condiciones desnaturalizantes, y los
geles fueron tefidos con plata.

Como parte de la caracterizacion se realizaron ensayos de estabilidad térmica, pH
y de especificidad para unirse a distintos azlcares.

(Palabras clave: purificaciéon de proteinas, lectina, Opuntia joconostle)



2. SUMMARY

Lectins are proteins that bind carbohydrate residues in a specific manner and are
widely distributed in living organisms. Lectins have been purified from plants,
because they are generally most abundant in the seeds. Until now maﬁy lectins
have been purified from vegetables, animals, fungus and bacteria, some of them
play many important research roles. Due to the carbohydrate specificity of lectins,
they have been used as a key compounds to purify some important molecules.
Recently, lectins have been used as tools to monitor some diseases. Our country
+ possesses enormous vegetal diversity, and such richness is reflected by the
national diet. Fruits such as “xoconostle” (Opuntia joconostle Weber & Diguet) are
usual components of the regional diet. However, so far there are neither studies on
the presence of lectins in these fruits, nor on the biological effects of such lectins or
their possible applications. The crude extracts from seeds of these fruits were
screened for the presence of hemagglutinating activities. The crude extract of
syoconostle” was analyzed and exhibited hemagglutinating activities, although we
still do not know if this hemagglutinating activity is due to a lectin. To approach
these subjects, the hemaggiutinin was purified from crude extract by the
combination of ammonium sulfate fractionation ((NH4)SO4 to 65% saturation), gel
ﬁltra;tion (Sephadex G-100 and G-200), and ion-exchange chromatography (Q-
Sepharose). Lectin activity of crude extract and-fractions was determined by
hemagglutination assay with a suspension of rabbit erythrocytes. Protein was
quantitated by the method of Bradford with bovine serum albumin as standard.
Criteria of purity was polyacrylamide gel electrophoresis stained by silver reagent.
Protein nature of xoconostle agglutinin was analyzed by different parameters such
as thermostability, pH stability and sugar inhibition tests.

. (Key words: protein purification; lectins, Opuntia joconostle)
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3. JUSTIFICACION

Los usos de las lectinas son muy amplios, 'y actualmente se han empleado con
éxito para purificar moléculas de interés para el hombre, por ejemplo, enzimas,
receptores celulares, moléculas claves en la transmision de sefiales, entre otras.

Existen gran variedad de fuentes sin explorar, particularmente en México contamos
con una gran biodiversidad, de las mas ricas del planeta. La relevancia de la
realizacion del .presente trabajo es la descripcion de lectinas con caracteristicas

diferentes a las que hasta ahora se han encontrado.

En estudios previos, se observé que extractos semipuros de semillas de
xoconostle, contenian actividad hemagiutinante, pero ain se desconoce la
naturaleza de las moléculas responsables. La purificacion de la molécula permitira
estudios posteriores que contemplen los efectos biologicos y eventuales

aplicaciones en el campo de la academia e investigacion.
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4. INTRODUCCION

A fines del siglo pasado Hermann Stilimark, de la Universidad de Dorpat en Estonia
(ahora Tartu, Estonia) estudiaba algunas sustancias presentes en plantas como
parte de su trabajo doctoral. Obtuvo una preparacion proteica parcialmente pura de
Ricinus communis, con capacidad de aglutinar eritrocitos y otras células en
s-uspensién. Con estos experimentos y los de otros investigadores contemporaneos
de Stillmark se inicié el estudio de las lectinas (Stilimark, 1888).

Desde la introduccién del término “lectina” (del latin legere, elegir) por Boyd vy
Shapleigh en 1954, se describieron una clase de proteinas con capacidad de unirse
en forma especifica a carbohidratos libres, o a residuos de carbohidratos que
forman parte de algunas macromoléculas. Esta propiedad permite que las lectinas
aglutinen células, al unirse a los residuos de azucares que se encuentran en jos
glucolipidos o las glucoproteinas de las membranas plasmaticas. Por elio las
lectinas se denominaron inicialmente como "aglutininas" (Liener y cols., 1986;
Sharon y Lis, 1989b).

Las lectinas se encuentran ampliamente distribuidas en todos los seres vivos y su
funcidén en éstos varia de un grupo a otro. Asi, por ejemplo, se cree que su funcién
en vegetales es la de un sistema de defensa y como reservorio de nitrégeno, entre
otra’s (Jaffé, 1980; Peumans y Van Damme, 1996). En los animales, la funcion de
las lectinas es mas compleja, ya que por lo regular se encuentran como receptores
en las membranas celulares (Drickramer y Taylor, 1993). Las lectinas en las
bacterias sirven como mecanismo de adhesion que les permite fijarse al érgano
blanco del huésped (Beachey, 1981; Liener y cols., 1986).

Numerosas investigaciones han abordado ia purificacién de las lectinas de muy
diversas fuentes y explorado las posibles aplicaciones de estas moléculas en la
investigacién, la clinica o la industria. Gracias a las lectinas se tipificaron los grupos
sanguineos, por medio de reacciones especificas entre lectinas y los aztcares de
la membrana celular de los eritrocitos (Sharon y Lis, 1972; Liener y cols., 1986;
Peumans y Van Damme, 1996). Recientemente se han estudiado ios efectos de las

lectinas sobre células transformadas y normales con la finalidad de emplearlas en



el estudio y el tratamiento del cancer. Ain no se conocen perfectamente los
mecanismos de accion de las lectinas sobre células transformadas, pero se han
propuesto varias hipotesis: 1) activan el mecanismo de apoptosis al interactuar con
receptores de membrana; 2) inhiben la mitosis de las células transformadas.
Ademas se ha determinado que algunas lectinas son capaces de unirse
selectivamente a células transformadas, lo cual permite distinguir entre células
normales y células malignas, por lo que se estudia la posibilidad de su empleo en
métodos de diagnéstico (Colin, 1992; Ryder y cols., 1992; Seigel y Notter, 1992,
Mody y cols., 1995; Mai y cols., 1996).

Algunos de los principales usos de las lectinas se relacionan con la purificacion
selectiva de compuestos de interés para el consumo humano, mediante el soporte
de lectinas puras en matrices para cromatografia de afinidad (Horejsi y Kocourek,
1978). Ademas se han utilizado para la investigacién de la arquitectura de las
superficies celulares, ya que reaccionan con azucares terminales no reducidos de
glucoproteinas y glucolipidos de las membranas (Smith y Goldstein, 1967; Colin,
1992).

La relevancia econdmica de éstas moléculas queda de manifiesto por el hecho de
que la Oficina de Patentes de los Estados Unidos de América asigné, entre Enero
de 1998 y Junio de 1999, 135 patentes que reivindican el uso de lectinas en el
diagnéstico de infecciones fungicas (Laine, 1996); en la deteccién y tratamiento del
cancer (Robbins y Prakash, 1997}, en el control de insectos plaga (Garnaat y
Meyer, 1996) o en estrategias anticonceptivas en humanos (Tatarintsev y cols.,
1996, Benoff, 1996).

Las lectinas se pueden purificar de extractos de plantas mediante técnicas
convencionales de purificacion de proteinas. Algunas lectinas que se han
caracterizado presentan propiedades como: sqlubilidad en agua, insolubilidad en
alcohol, no dializables, termolabiles y pueden salir de solucion cuando se satura el
extracto con sales. Tales propiedades permiten que las lectinas se purifiquen
mediante esquemas relativamente sencillos: extraccion con soluciones
amortiguadoras acuosas, precipitacion con sulfato de amonio y técnicas
cromatograficas como intercambio i6nico, exclusidon de peso molecular,



cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) y especialmente cromatografia .
de afinidad, por citar algunas.

Entre las plantas mas notables que caracterizan las zonas éridas de México, se
distingue la familia Cactaceae. Nuestro pais, por sus peculiares condiciones de
latitud, topografia y climas, posiblemente alberga la mayor cantidad de especies.
Entre ellas Opuntia joconostle, conocida comunmente como xoconostle, fruto que
se consume habituaimente en la region del bajio. La actividad aglutinante
observada en extractos semipuros de semillas de xoconostle no ha sido
caracterizada. Por tal motivo en el presente trabajo, se purificé y caracterizo
parcialmente la naturaleza de las aglutininas presentes en semillas de xoconostle.
La presente investigacién provee de material para que en trabajos posteriores se
estudien los posibles usos de las lectinas obtenidas del xoconostle en otros campos

de investigacién y sus eventuales aplicaciones clinicas o industriales.



R

5. ANTECEDENTES
5.1 HISTORIA DE LAS LECTINAS

Durante mucho tiempo se habia conocido vy utilizado una preparacién de ricino,
obtenida de Ricinus communis (higuerilla), gracias a su efecto de purgante. En las
semillas de la higuerilla existia un componente toxico, pero nadie lo habia
estudiado, si no hasta a mediados del siglo XIX, cuando se obtuvieron extractos
acuosos que contenian en gran. proporcién el componente toxico. Fueron varios los
investigadores que dejaron abierta la pregunta acerca de cudl seria la razén de la
toxicidad de dicha preparacion. Emil Werner en 1870 descubrié que la toxicidad
presente en la preparacion de higuerilla se perdia mediante calentamiento, pero su

explicacién no fue satisfactoria.

5.1.1 Descubrimiento de las Lectinas

El objetivo del trabajo doctoral de Stillmark fue obtener la explicacién sobre el
principio toxico en las semillas de higuerilla, que hasta entonces habia permanecido
sin elucidar. La primera parte de su trabajo fue la purificacién, en la que
basncamente empleo técnicas de extraccion acuosa y precipitacion con &cido
acético y sulfato de sodio y magnesio. Una vez que obtuvo la preparacion
semipura, que él llamé ricino, realizo los experimentos farmacolégicos. Al hacer
algunas pruebas con sangre, observé que al agregar el ricino, los eritrocitos se
unian unos con otros formando un “coagulo” (Stillmark, 1888). Stillmark supuso que
la presencia del ricino en la sangre provocaba un efecto semejante al que causaba
la fibrina, y que tal actividad se debia a la actividad enzimatica del ricino (Rudiger,
1988). Durante el desarrollo de su trabajo, Stillmark también observo la aglutinacion
de células epiteliales, hepatocitos y leucocitos.

Posteriormente se desarrollaron otras pruebas con extractos de distintas semillas
que confirmaron las observaciones de Stillmark. Con estos experimentos se inici6 la
' busqueda de los papeles que las lectinas tienen en diferentes campos de la

investigacién (Sharon y Lis, 1972; Liener y cols., 1986).
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5.1.2 Definicion de Lectina

Las lectinas se han clasificado como glucoproteinas diferentes de las
inmunoglobulinas y de origen no inmunogénico. El término lectina, define a un
grupo de proteinas que se unen especificamente a carbohidratos, o residuos de
carbohidratos que se encuentran formando parte de macromoléculas. Toda vez que
la mayoria de las moléculas de la superficie celular son glucosiladas (glucolipidos y
glucoproteinas), la capacidad de las lectinas de unirse a azucares explica su
capacidad para aglutinar células (Liener y cols., 1986; Sharon y Lis,1989b). Las
lectinas existen en todos los sistemas vivos, pero se estudiaron primero las
contenidas en plantas debido a la abundancia en la que se encuentran en sus

semillas.

5.1.3 Clasificacion de las Lectinas

Existen varias formas de clasificar a las lectinas, pero en forma general se clasifican
de acuerdo a los dominios que Iaé componen, -en: merolectinas, hololectinas y
quimerolectinas (Peumans y Van Damme, 1995; 1996). Las merolectinas son
proteinas que contienen Unicamente un dominio de unién a carbohidratos, son
polipéptidos pequefios incapaces de aglutinar células por su naturaleza
monovalente. Las hololectinas exhiben al menos dos dominios para unir
carbohidratos, comprenden la mayoria de las lectinas presentes en las plantas y
pueden detectarse facilmente mediante ensayos de aglutinacion. Las
quimerolectinas, en cambio, son una fusion de pr.qteinas compuestas de uno o
méas dominios de unién a carbohidratos y un epitope en otro sitio de la molécula
con actividad catalitica bien definida. Dependiendo de la cantidad de sitios de unién
a azlcares, las quimerolectinas pueden actuar como merolectinas 0 como
hololectinas (Peumans y Van Damme, 1995; 1996).

Se han descrito las secuencias de aminoacidos de miles de lectinas, su estructura
tridimensional, casi todas junto con su ligando (azlcar al cual se une) pero, las
secuencias y estructuras nuevas van en ascenso. Con ello es posible reemplazar la
clasificacion tradicional que se hace de acuerdo al origen de las lectinas, por una

clasificacion con base en las caracteristicas de su perfil estructural. La mayoria de
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las lectinas entran en las siguientes tres categorias: simples, mosaico (0
multidominio), y en macromoleculares, aunque también existen casos intermedios
(Lis y Sharon, 1998).

Las lectinas simples consisten en pocas subunidades, que pueden no ser
idénticas, con un pesc molecular de menos.de 40 kDa y pueden tener un dominio
adicional cercano al sitio de unién para carbohidratos. Esta clase incluye,
practicamente, a todas las lectinas de plantas conocidas, asi como a las galectinas
de mamiferos (lectinas tipo S) (Lis y Sharon, 1998).

Las lectinas multidominio o mosaico, incluyen proteinas de diversas fuentes.
Este grupo consiste en moléculas con un intervalo amplio de pesos moleculares,
con distintos tipos de dominios en los que solo uno es de unién a carbohidratos.
Dentro de las lectinas multidominio se encuentra la hemaglutinina del virus de la
influenza (Lis y Sharon, 1998).

En el caso de las lectinas macromoleculares, se trata de filamentos proteicos
formados por polimeros de la subunidad principal, como lo son los organelos
heteropoliméricos de algunos microorganismos. Se encuentran comunmente en la
superficie de las bacterias en forma de fimbrias o pili, con un diametro de 3-7 nm y
100 a 200 nm de longitud (Lis y Sharon, 1998).

5.2 FUENTES DE LECTINAS

Las lectinas se encuentran distribuidas en la mayoria de los seres vivos, si no es

que en todos, vegetales, animales, hongos, bacterias y virus.

5.2.1 Lectinas de origen vegetal

En las plantas, los érganos mas ricos en lectinas son‘las semillas, por esta razon la
mayoria de las lectinas que actualmente conocemaos provienen de-esta fuente. Las
plantas superiores no solo tienen lectinas en sus semillas, también estan presentes
en sus tubérculos y su savia, aunque en menor proporcion. Asi mismo  se han
" encontrado concentraciones muy bajas de lectinas en hojas, tallos y cortezas
(Jaffé, 1980).



En estudios realizados con semillas inmaduras, se observé que las lectinas pueden
estar parcialmente o completamente unidas a inhibidores, lo que impide que las
lectinas aglutinen células. Durante la maduraciéon de algunos frutos, los titulos de
aglutininas tienden a elevarse rapidamente, lo que puede atribuirse a la liberacién
de las lectinas de sus inhibidores (Jaffé, 1980).

En el reino vegetal, Peumans y Van Damme (1996) han clasificado lectinas de las
plantas en’cuatro subgrupos de acuerdo a su estructura, funcion y tipo de planta de
la cual provienen.

Irectinas de leguminosas. Estas lectinas se relacionan estructuralmente y sélo se
encuentrah en leguminosas. Exhiben un amplio intervalo de especificidad en la
unidén a carbohidratos. En general, consisten de 2 a 4 subunidades de 25-30 kDa,
cada subunidad cuenta con un sélo sitio de unién a carbohidratos y requiere de la
presencia de Ca%" y Mn?" (u otro ién metalico), para combinarse con carbohidratos.
Las estructuras primarias de algunas lectinas se caracterizaron mediante técnicas
quimicas o técnicas de biologia molecular. Estos estudios revelaron que hasta el
20% de sus secuencias aminoacidicas son altamente conservadas, tales regiones
se encuentran en los sitios activos de las lectinas, la mayoria coordinadas con
metales ionicos (Sharon y Lis, 1990).

Lectinas de monocotiledoneas que unen manosa. Se encuentran distribuidas en
al menos cinco diferentes familias (Amaryllidaceae, Alliaceae, Araceae, Liliaceae y
Orchidaceae). Todas ellas tienen estructura molecular similar y selectividad a
azucares especificos (Barre y cols., 1996).

Lectinas que unen quitina. Se distribuyen en cinco familias no relacionadas
taxonémicamente (Gramineae, Sclanaceae, Urticaceae, Papaveraceae Yy

Amaranthaceae). A pesar de que existen notables diferencias en su estructura

molecular, las lectinas que unen quitina contienen dominios similares y exhiben

especificidad comparable.

Proteinas del tipo 2 inactivadoras de ribosomas (RIP). Al igual que las lectinas
que unen quitina, estas aglutininas se han aislado de plantas no relacionadas
taxonémicamente. Todas las lectinas RIP tipo 2 son proteinas quiméricas, que

estdn compuestas de una cadena A cataliticamente activa que se une



covalentemente a través de un puente disulfuro a una cadena B que tiene afinidad
por carbohidratos. Todas las lectinas RIP tipo 2 muestran especificidad para unirse
a galactosa o a N-acetilgalactosamina, a excepcion de la lectina de Sambucus nigra
(Peumans y Van Damme, 1996). La tabla 1 enlistan algunas de las lectinas de

origen vegetal que se han caracterizado.



Tabla 1. Lectinas de origen vegetal.

ESTABILIDAD PESO ACTIVIDAD ESPECIFICIDAD
FUENTE TOXICIDAD" © | TERMICA?° | MOLECULAR? | SUBUNIDADES®® | MITOGENICA®? | SANGRE - [AZUCAR*?
(kDa) HUMANA? | INHIBIDOR
Glycine max Letal Baja 120 ol - ABO D-GalNAc
Triticum Moderada Elevada 43 o - ABO D-GalNAc
vulgare ' .
D-GalNAc |
Phaseolis | Elevada Moderada 124 o o B ? A la3[1Fuce?] |
unatus Gal :
Phaseolus : D-Man
vulgaris . Elevada Moderada 115 o4 . + ABO D-GlcN
{ Leucoaglutinina
Canavalia Letal © 106 - + ABO a-D-Man
enisformis
Vicia faba ' Escasa Inestable 52 2B ? ABO %_l\é?g
Lens culinaris Escasa Inestable 46 a2P2 : + ABO on-DD_-CI;/:sn

@ Sharon y Lis, 1972; ® Jaffé, 1980: °Peumans y Van Damme, 1996

' Toxicidad; Escasa = No hay sintomas de intoxicacion; Moderada = Intoxicacion ligera; Elevada = Efectos irreversibles de intoxicacion,
Letal = Muerte

? Estabilidad térmica (lectina pura en solucién acuosa); Inestable = 60°C; Baja = estable a 60°C; Moderada = estable a 70°C; Elevada = estable a
80°C

® Actividad mitogénica en linfocitos humanos.

4 Sacaridos inhibidores: D-glucosa (D-Glc); D-glucosamina (D-GIcN); b-manosa (D-Man); N-acetil-D-galactosamina (D-GalNAc), fucosa (Fuc).




5.2.2 Lectinas de origen animal .

Recientemente, comenzé a crecer el interés en el estudio de las lectinas de origen
animal. Estas proteinas tienen la habilidad de reconocer glucoconjugados
endogenos de los animales o glucoconjugados presentes en microo'rganismos
invasores. La descripcion del receptor para la asialoglucoproteina en higado de
mamiferos, provee del primer modelo para comprender como los organismos
animales discriminan entre varias glucoproteinas. En los ultimos afos, se han
aislado gran cantidad de lectinas de origen animal y en algunos casos se han
descrito sus funciones de reconocimiento en eventos biolégicos (Drickamer y
Taylor, 1993). La existencia de lectinas animales establecié que las porciones‘de
carbohidratos en glucoconjugados pueden representar informacion bioldgica
importante.

Las lectinas animales pueden clasificarse con base en la naturaleza de sus uniones
a carbohidratos, los procesos en los cuales participan, su localizacidén subcelular, y
su dependencia de cationes bivalentes. En la década de 1970’s las lectinas de
origen animal se clasificaron en dos grandes grupos: lectinas solubles (tipo S)
(Barondes, 1984) y lectinas de membranas (tipo C) (Ashwell y Harford, 1982).
Aproximadamente 100 lectinas de origen animal han sido analizadas a partir de sus
estructuras primarias y se han relacionado con base en la similitud de sus
secuencias aminoacidicas. En la amplia variedad de lectinas, la unién a
carbohidratos puede ser atribuida a una porcién limitada de la lectina. Este
segmento activo puede ser designadc como el dominio de reconocimiento a
carbohidratos [CRD, por sus siglas en inglés: Carbohydrate-Recognition Domain],
(Drickamer y Taylor, 1993). Estas lectinas contienen uno o mas dominios de
reconocimiento a carbohidratos (CRD) combinados con dominios responsables de
otras funciones de la molécula. Los CRD’s estan formados por 120 aminoacidos de
longitud aproximadamente, de los cuales, 14 se conservan idénticos y otros 18 son
similares en cuanto a caracteristicas en sus grupos funcionales.

Lectinas solubles (tipo S). Las lectinas solubles se extraen de tejidos con
soluciones amortiguadas, de ahi su nombre, a veces enriquecidas con azlcares
que pueden separar las lectinas de las glucoconjugaciones que las unen a los
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tejidos. Las lectinas solubles (tipo S) juegan papeles importantes en los organismos
a nivel fisioldgico, ya que estimulan la secrecién de sustancias como mensajeros u
hormonas, mediante su interaccion intracelular (Barondes, 1984). Estas lectinas se
distribuyen en varios tejidos, debido a que se sintetizan dentro de la célula,
usualmente son intracelulares y unen B-galactésidos en ausencia de ca® (Wang y
cols., 1991). Las lectinas tipo S estan bien caracterizadas en varias especies

animales, algunos ejemplos de lectinas tipo S se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Lectinas solubles (tipo S)*.

PESO APROXIMADO DE
NOMBRE PRINCIPAL FUENTE SUS SUBUNIDADES
(kDa)

_ Mdsculo embrionario, :
Lectina lactosa | (CLL-1) | | 15
higado de pollos adultos

Lectina lactosa Il (CLL-II) Mucosa intestinal 14
. Organo eléctrico de la
Electrolectina _ 16.5
anguila
Lectina 3-galactosido .
Pulmén 14
humana
Lectina de rata (RL-18) |’ Pulmén 18
Trombolectina Veneno de serpiente ' 15

*{Lierier y cols., 1986)

Algunas lectinas tipo S .tienen papeles muy importantes relacionados con la matriz
celular, debido a la gran afinidad que tienen hacia las estructuras de
polilactosamina de la laminina. Durante la diferenciacion mioblastica, estas lectinas
cambian del citoplasma al fluido extracelular, lo cual sugiere una interaccién con la
matriz extracelular durante el desarrollo del mdisculo (Drickamer y Taylor, 1993).
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Lectinas de membranas o dependientes de iones calcio (Tipo-C). Las lectinas
animales pertenecientes al tipo-C se encontraron en suero, matriz extracelular y
membranas. Las lectinas tipo C no contienen residuos aromaticos y sus iones
metalicos coordinan los ligandos. Este grupo incluye: receptores endociticos que
median la endocitosis de glucoproteinas, llamados receptores tipo I, como lo son
las lectinas hepaticas, asialoreceptores; l0s receptores de macrofagos, que pueden
intervenir en la fagocitosis de microorganismos patogenos; las selectinas que se
encargan de mediar la adhesion de leucocitos. Reciben el nombre de lectinas tipo
C, debido a que para unirse a qarbohidratos requieren la presencia de Ca" (Liener
y cols., 1986; Drickamer y Taylor, 1993).

El receptor asialoglucoproteina de mamiferos se encontré en hepatocitos y tiene
especificidad por galactosa y N-acetilglucosamina (Spiess, 1990). Este receptor
interviene en la endocitosis de glucoproteinas séricas del sistema circulatorio.
Consiste en dos polipéptidos que son similares, en su estructura, a la lectina
hepatica de bollo (Mc Phaul y Berg, 1986).

Algunas proteinas de receptores endociticos relacionadas en estructura, han sido
encontradas en las superficies de linfocitos. Son proteinas transmembranales que
tienen un dominio de unién a carbohidratos, unen IgE en presencia de ca®,
aunque la desglucosilacién de la IgE no afecta la union al receptor (Bettler y cols.,
1989, 1992).

El receptor placentario de manosa es un receptor tipo Il, con especificidad por
manosa y fucosa. Se ha identificado plenamente en placenta humana (Curtis y
cols., 1992). Algunos ejemplos de lectinas de origen animal del tipo C, se muestran
en la tabla 3.



Tabla 3. Lectinas de membrana (tipo C)*.

NOMBRE LOCALIZACION | LIGANDOS | ORGANIZACION | FUNCION
Receptor Membrana ) Transmembranal| Receptor
...+ | Enddgenos . N
asialoglucoproteina Plasmatica _ Tipo Il endocitico
Receptor a Fc IgE Membrana . Transmembranal | Receptor
.. o, | Enddgenos _ -
finfocitico Plasmatica Tipo |l endocitico
Receptor de Membrana . Transmembranal | Receptor
3 Exdgenos . .
manosa Plasmatica Tipo | endocitico
_ Membrana . Transmembranal | Adhesién de |
Selectinas ... 4 | Endogenos _ .
Plasmatica Tipo | moléculas

* (Drickamer y Taylor, 1993).

! Hepatocitos de conejo

% Linfocitos humanos y linfocitos de raton
® Placenta humana

* Leucocitos humanos

5.2.3 Lectinas de origen bacteriano

Algunas bacterias intactas poseen la habilidad de unir y aglutinar eritrocitos y otro
tipo de células. La actividad aglutinante de bacterias se ha observado a partir de
sus extractos celulares, actividad que frecuentemente se inhibe con la presencia de
azucares simples (Liener y cols., 1986).

Las lectinas de Escherichia coli son las lectinas de origen bacteriano mejor
caracterizadas, respecto a sus propiedades moleculares y a su especificidad por
carbohidratos. Estas lectinas presentan especificidad por manosa o por Gal-a-4-
Gal. Otras bacterias presentan moléculas tipo lectina con diversas especificidades.
Asi, Vibrio cholerae presenta moléculas tipo lectina especificas para L-fucosa, en
tanto que en Myxococcus xanthus éstas moléculas tienen especificidad para ciertos
derivados de galactosa. Una faceta inusual de las lectinas se presenta cuando
conforman proteinas filamentosas en la superficie de la bacteria, en estructuras
llamadas pili (Liener y cols., 1986). Un ejemplo de aglutininas presentes en forma
de proteinas filamentosas es la aglutinina que se encuentra formando parte de los
flagelos membranales de Chlamydomonas. Estos flagelos intervienen en el
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reconocimiento y adhesion de la bacteria a distintas superficies. La aglutinina se
puede extraer in vivo, con EDTA, (ya que la aglutinina es liberada al medio de
cultivo de la bacteria), en su forma biolégicamente activa (Cooper y cols, 1983).
Varios estudios han demostrado que especies de bacterias con pili que expresan
lectinas especificas para manosa, aumentan su virulencia, comparandolas con
bacterias que carecen de éstos pili (Duguid y cols., 1976; Fader y Davis, 1980,
Iwahi y cols., 1983). Estos estudios demostraron experimentalmente, que las
lectinas son un factor clave en la habilidad de las bacterias para causar infecciones,
‘ya que se fijan en ias superficies de los érganos blanco por medio de éstas (Liener
y cols., 1986). '

También gracias a la presencia de lectinas en las superficies bacterianas, se
activan mecanismos de defensa que facilitan su fagocitosis. Este mecanismo se
observa en humanos, en donde los neutréfilos se encargan de fagocitar bacterias
(Liener y cols., 1986). En la tabla 4 se numeran algunos ejemplos de lectinas
bacterianas.

Tabla 4. Lectinas en bacterias®.

BACTERIA ESPECIFICIDAD DE LA LECTINA

Citrobacter freundii, Enterobacter spp.,
Erwinia caratovora, Salmonella spp., Manosa
Klebsiella pneumoniae.

Escherichia coli Galactosa, N-Acetilglucosamina

Vibrio cho/erée L-fucosa

*(Liener y cols., 1986)
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5.2.4 Lectinas de origen fangico

Algunos de los estudios realizados en hongos han demostrado la presencia de
lectinas en estos organismos. La obtencion de estas moléculas lleva a cabo de
manera convencional, a partir de extractos en soluciones amortiguadas con sales.
La mayoria de las lectinas de hongos se han purificado por cromatografia de
afinidad con estromas de eritrocitos del grupo O pegados a una matriz de
acrilamida.

La lectina encontrada en . Flammulina velutipes no contiene carbohidratos en su
estructura y estimula el crecimiento de linfocitos de raton (Tsuda, 1979). Una
caracteristica que tienen en comun las lectinas de los hongos es que por lo regUIar
se componen de dos subunidades diferentes, como es el caso de las lectinas de F.
veltipes y de Volvariella volvacea (Guillot y cols.,, 1983; 1991). Los pesos
moleculares de las lectinas de hongos van de 20 a 64 kDé. Algunos extractos de
hongos muestran propiedades anti-H (aglutinacion de eritrocitos con el antigeno H)
como Xylaria polymorpha y Clathrus cancellatus (Guillot y cols., 1983). Uno de los
hongos mas estudiados es Agaricus bisporus, cuyas lectinas ejercen efectos
inhibitorios sobre la proliferacion de células de cancer de colon humano, y
aparentemente no tienen efecto citotdxico sobre células normales. Esto representa
una -ventaja, ya que en un paciente sometido a tratamiento con lectinas de A.
bisporus, no correra riesgos en las células normales de su organismo (Yu y cols.,
1993). En 1953, Bernheimer y Farkas estudiaron lectinas provenientes de hongos y

determinaron hacia qué grupo sanguineo (ABO) tenian afinidad (tabla 5).

Tabla 5. Lectinas en hongos*.

ESPECIES GRUPO SANGUINEO HUMANO
Boletus eximus, Lactarius volemus A
Agaricus campestris, Russula foetentula B
Pholiota praecox, Lactarius corrugis O

Boletus bicolor, Polyporus betulinus,

_ o o No tienen afinidad a la sangre humana
Amanita solitaria, Cantharellus cibarius

* Bernheimer y Farkas, 1953
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5.2.5 Lectinas de origen viral

Los virus contienen proteinas de superficie o glucoproteinas, las cuales permiten
que se adhieran a las células huésped. Estas proteinas unen diversos azucares,
principalmente el acido N- acetilneuraminico, actuan como hemaglutmlnas y pueden
considerarse lectinas. Hasta el momento, las lectinas virales que estan mejor
caracterizadas son las del virus de la influenza y las del virus Sendai (Sharon y Lis,
1989b).

5.3 FUNCION DE LAS LECTINAS

La presencia de las lectinas en la naturaleza, su habilidad para discriminar entre
sacaridos en solucién y superficies celulares, proveen del mayor estimulo para
continuar investigando acerca de sus funciones fisiologicas (Sharon y Lis, 1989b).
El hecho de que las lectinas tengan gran importancia en la naturaleza, es que se
han conservado a través de la evolucion como una familia homologa de proteinas.
Su aparicion es regulada y coincide con distintos cambios fisiolégicos en la vida de
un organismo. Las principales funciones de las lectinas parecen ser el
reconocimiento celular. La base de este reconocimiento es el ajuste molecular entre
pares de estructuras complementarias de las superficies celulares. Un ejemplo de
esta interaccion es cuando se tiene una molécula en soluciéon y una superficie
celular, en una de ellas se contiene una informacion biolégica codificada y en la
otra se tiene la capacidad para descifrar el codigo. Este ejemplo representa una
extension del concepto de "llave y cerradura” que propuso Emii Fisher para explicar
la especificidad de las interacciones entre enzimas y substratos (Lis y Sharon,
1998).

5.3.1 Funcién en vegetales

Aunque las lectinas provenientes de plantas se han conocido durante los ultimos
100 afios, a penas se empieza a comprender su funcion en el ciclo biolégico
vegetal. Las lectinas de leguminosas son las mas conservadas, lo que implica que

juegan un papel importante en la vida de la planta (Pusztai, 1991).
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Argumentos moleculares, bioquimicos, celulares, fisioldgicos y evolutivos indican
que las lectinas pueden actuar como sistema de defensa, transportadores de
carbohidratos, sistema de reconocimiento, proteinas de almacenamiento o
reguladores del crecimiento (Etzler, 1986).
Su localizacion en combinacion con su habilidad para distinguir entre diferentes
céluias que contienen distintos carbohidratos de membrana, es una evidencia de la
funcidn defensora contra fitopatdgenos de las lectinas en las plantas. Los
anticuerpos y las lectinas tienen similitudes en su efecto biologico, lo que ha
sugerido que las lectinas son el equivalente vegetal al sistema de anticuerpos de
los animales. No hay evidencia de la existencia de un sistema inmune en las
plantas, particularmente si se compara en complejidad y adaptacidén con el sistema
inmune animal (Pusztai, 1991). Sin embargo, las lectinas pueden liegar a impedir
algunas infecciones causadas por virus y bacterias, 0 evitar ataques de animales
“superiores. En gran variedad de plantas, las lectinas evitan que los herbivoros e
insectos las ingieran mediante su acumulacién en drganos vitales, que al ser
ingeridos por los predadores, se unen a glucoreceptores del tracto intestinal y les
provocan malestar suficiente para desalentar el atagque. Asimismo, se especula que
la localizacién estratégica de las lectinas tiene que ver con los sitios que son
pot‘encialmente susceptibles a la infeccién por microorganismos. En el caso del
trigo, la propuesta se ha soportado debido a que la aglutinina del germen de trigo
ha sido localizada en la superficie de sus células, que son sitios potenciales de
infeccion debido a la gran cantidad de nutrientes que contienen (Peumans y Van
Damme, 1996).
Se ha encontrado que algunas lectinas ejercen un papel fungiostatico en semillas
de soya. El desarrollo de Phytophthora megasperma var. sojae, sobre soya se ve
inhibido por la presencia de la lectina. Gracias a esta lectina la soya es resistente a
P. megasperma var. sojae (Liener y cols, 1986).
Debido a la abundancia de las lectinas en los 6rganos de almacenamiento, que se
comportan como proteinas, se cree que las plantas acumulan parte de su nitrogeno
de reserva en forma de proteinas unidas a carbohidratos y que pueden ser usadas
como mecanismo de défensa pasiva (Peumans y Van'Damme, 1995).
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Las lectinas también juegan un papel importante en la relacién de simbiosis que
existe entre las plantas y las bacterias Rhizobium, ya que estas bacterias se unen
con mayor facilidad a las plantas que contienen lectinas (Jaffé, 1980). La fijacion de
nitrébgeno atmosférico es de gran importancia para la agricultura que se ha
explotado por el hombre durante mucho tiempo. Sin embargo no se conocen aun
los detalles de la interaccion simbidtica entre las raices de las plantas y los
microorganismos. El interés de comprender esta relacion es muy clara, ya que han
aumentado el nimero de publicaciones sobre este tema en las Ultimas décadas. La
evidencia experimental que sé tiene hasta el momento, involucra a las lectinas
vegetales en el reconocimiento y unién especifica entre las bacterias nodulares y la

planta huésped (Pusztai, 1991).

5.3.2 Funcién en animales

Para las lectinas animales también se han descrito una gran variedad de funciones.
Algunas como el control del trafico de glucoproteinas en el cuerpo estan muy bien
documentadas, otras como la relacidon en la formacién de 6rganos o con la
metastasis requieren de estudios que den una evidencia mas contundente (Sharon
y Lis, 1989b).

Las- lectinas animales funcionan como receptores, ubicados en la membrana
plasmatica de las células. Un ejemplo clasico es la unidn de asialoglucoproteina por
una lectina especifica de hepatocitos de mamiferos, que actia como receptor e
interviene en la endocitosis de glucoproteinas séricas (Liener y cols., 1986;
Drickamer y Taylor, 1993). Otro ejemplo es la pinocitosis que llevan a cabo los
macréfagos cuando las glucoproteinas contienen residuos de N-acetilglucosamina.
La especiﬁc}dad de la unién se debe a una lectina de superficie especifica a
manosa y a N-acetilglucosamina. Esta lectina es probablemente la responsable de
que los macréfagos unan y fagociten algunas levaduras (Sharon y Lis, 1989b).

Otra funcién que realizan las lectinas en los organismos animales es la
estimulacién mitogénica, tanto en linfocitos como en otros tipos de células. Se
tienen evidencias de que la union de ciertas lectinas a linfocitos T provoca la

formacién de receptores funcionales para interleucina-2 y ia produccién de factores
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de crecimiento para la proliferacién de linfocitos (Totterman y cols., 1979; Larsson y '
cols., 1980). Las lectinas también regulan la migracion de linfocitos en el cuerpo.
Estas células en condiciones normales viajan de torrente sanguineo a los érganos
linfoides, este proceso se lieva a cabo por interacciones entre azucares y lectinas
(Rosen and Stoolman, 1987).

Se cree que las lectinas presentes en distintas células de tumores metastasicos, de
humanos y roedores, favorecen la malignidad del tumor (Raz y Lotan, 1987;
Gabius, 1987). En estos casos las lectinas promueven la formacién agregados
celulares en la circulacion y tarmbién favorecen su adhesion al tejido endotelial de
los capilares sanguineos. Algunos experimentos han demostrado una buena
correlacion entre la cantidad de lectina producida en células de melanoma y la
formacién de metastasis pulmonar (Raz y Lotan, 1987). Por lo que se ha
considerado utilizar lectinas para el diagnéstico y terapias del cancer, aunque se

requiere hacer mas investigacion sobre el tema.

5.3.3 Funcién en bacterias y virus

La adhesion de bacterias y virus a células epiteliales del tracto respiratorio, gastrico
y de la mucosa genital, se considera el primer paso en un proceso infectivo. La
adhesién permite al microorganismo el contacto fisico con la célula huésped,
localizar sus nutrientes, resistir los lavados por los fluidos de la zona y colonizar el
tejido (Beachey, 1981). )

La especificidad de la adhesién bacteriana reside en las proteinas de la superficie
de organos llamados pili 0 fimbrias. Estas proteinas les permiten reconocer de
‘manera especifica glucoproteinas y glucolipidos de las membranas celulares del
huésped. En algunos casos, la adhesién se inhibe en presencia de monosacaridos
y oligosacaridos, lo que indica que estas adhesinas son lectinas (Rhodes y Milton,
1998).

La virulencia de las bacterias esta directamente relacionada con la presencia de
lectinas en sus pili o fimbrias. Esto se ha comprobado mediante estudios en los que
infecciones gastrointestinales producidas por Sa/monella typhimurium en ratones
(Duguid y cols., 1976), infecciones del tracto urinario causadas por Klebsiella
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pneumoniae en ratas (Fader y Davis, 1980) e infecciones urinarias por Escherichia
coli en ratones (lwahi y cols., 1983), han sido mortales Unicamente cuando las
bacterias tenian fimbrias, en cambio los animales inoculados con bacterias
carentes de fimbrias sobrevivieron. ‘

Se han aislado las aglutininas que se encuentran en los pili de Chlamydomonas
reinhardi y tienen la funcion de reconocimiento y adhesién de gametos (Cooper y
cols., 1983). El Streptococcus pyogenes se adhiere a células epiteliales mediante la
proteina M, adhesina que le facilita el proceso de infectividad (Wang y Stinson,
1994).

La presencia de lectinas en las bacterias también representa ciertas desventajas
para éstas, ya que esas moléculas, facilitan su reconocimiento como particulas
extranas al organismo huésped y son fagocitadas por los neutréﬁlos (Liener y cols.,
19886).

5.4 ACTIVIDADES BIOLOGICAS

Todas las células tienen una cubierta de glucidos, la cual consiste de cadenas de
carbohidratos, glucoproteinas y glucolipidos, en células eucariotas, o de
polisacaridos en las células procariotas. Los carbohidratos sirven como sitios
potenciales de unidon para las lectinas. Esta union puede inducir diversos cambios
en las células, que son [a expresion de [a actividad bioldgica de las lectinas. La
investigaciéon de las actividades biologicas de las lectinas es importante por varias
razones. Las lectinas son detectadas gracias a la expresion de la aglutinacion
celular. Lo que nos provee de los medios para investigar distintos procesos
celulares y subcelulares, en particular aquellos que se inician en la superficie
celular. Por Gltimo, las actividades biolégicas de las lectinas que se investigan en el
laboratorio dan idea de su probable funcidn en la naturaleza (Sharon y Lis, 1989b).

La aglutinacién celular, como ya se menciond, es la manifestacion que mas
facilmente se detecta de la interaccién de las lectinas que tienen al menos dos
sitios de unién a carbohidratos, con las células. Gran cantidad de proteinas tienen
‘la capacidad de unir azucares, pero solo se consideraban lectinas aquellas que



aglutinan células. Desde hace mucho tiempo se han usado los ensayos de
aglutinacion para revelar la presencia de lectinas en materiales bioldgicos (Sharon
y Lis, 1989b; Pusztai, 1991).

Sin duda aiguna, uno de los efectos biolégicos mas impresionantes de las lectinas
es la estimulacién mitogénica de linfocitos. Al incubar linfocitos en presencia de
1 a.5 ug/mL de algunas lectinas, se induce su division, fendmeno conocido como
estimulacion mitogénica (Sharon y Lis, 1989b; Pusztai, 1991). La primera lectina en
la que se observé la actividad mitogénica fue la Fitohemaglutinina, PHA (Nowell,
1960). ]

Las lectinas también intervienen en la muerte de células animales, cuando se tiene
una unidbn de reconocimiento especifica, entre células asesinas (linfocitos T
citotdxicos) y células blanco. ElI mecanismo por el cual los linfocitos citotoxicos
reconocen y lisan células blanco puede ser el que el organismo ocupa para eliminar
células transformadas y que en algunos casos se estimula en presencia de lectinas
vegetales (Sharon y Lis, 1989b).

Otra de las actividades biologicas de las lectinas es la citotoxicidad, como es el
caso de la Concanvalina A, que es toxica en animales. Otro ejemplo es el ricino, un
veneno hasta 10 veces mas potente que el veneno de la cobra (Sharon y Lis,
1989b).

5.5 PURIFICACION DE LAS LECTINAS °

. Las lectinas tienen caracteristicas muy diversas. Durante el descubrimiento de las
primeras aglutininas, se describieron moiéculas con propiedades muy semejantes
al resto de las proteinas: solubles en soluciones con una concentracién baja de
sales, no dializables, fraccionamiento con sales. Es por ello que las lectinas no
tienen un esquema general de purificacién (Lis y Sharon, 1980a).

La presencia de lectinas se detecta, como regla general, por medio de ensayos de
hemagilutinacion, empleando eritrocitos de humano o de conejo. Sin embargo,
cuando una reaccion positiva de aglutinacion indica la presencia de lectinas, la

evidencia contundente sélo la da el aisiamiento y caracterizacién de la nroteina con
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actividad aglutinante. Un resultado negativo (sin aglutinacion), no indica la ausencia
de lectinas, ya que algunas lectinas no se detectan por aglutinaciéon. Las lectinas
pueden pasar desapercibidas por varias razones, una de las mas comunes es que
solo reaccionen con eritrocitos de especies animales bien definidas; algunas
ocasiones la actividad hemaglutinante es tan baja que no se detecta en el extracto
crudo (Sharon y Lis, 1972; Horejsi y Kocourek, 1978; Tsuda, 1979; Nunomura,
1991). Sin embargo al ser purificadas del extracto por técnicas como
fraccionamiento con sales y cromatografia, se puede observar la actividad
aglutinante (Englard y Seifter, 1990; Singh y Singh, 1996).

La obtencion de lectinas puras, se logra mediante técnicas convencionales de
purificacién de proteinas. Cuando se trata de semillas y granos, de vegetales, se
requiere moler y delipidizar la harina obtenida con solventes organicos, para
posteriormente realizar [a extraccion con un amortiguador. Una de las propiedades
de la mayoria de las lectinas es su solubilidad en soluciones acuosas, por lo que se
utilizan soluciones amortiguadas con sales para la extraccién. En el caso de
érganos aéreos, como las hojas, primero se'liofilizan los tejidos para su posterior
molienda y extraccion. Los extractos crudos pueden someterse a fraccionamiento
mediante técnicas de precipitaciéon, ya sea con sales o con soiventes (Rudiger,
1988). Esto con la finalidad de insolubilizar a {as proteinas y separarlas de la
mezcla compleja en la que se encuentran. Una de las sales mas empleadas para la
precipitacién de proteinas es el sulfato de amonio, debido a que permite que las
proteinas conserven su actividad bioldgica. Las etapas de purificacién finales se
realizan mediante cromatografia: de exclusion de peso molecular, intercambio
idnico, de afinidad y cromatografia de liquidos de alta resolucién. El proceso de
purificacidn se monitorea, en cada etapa, con electroforesis y se evalua la actividad
biolégica de la proteina de interés, en el caso de las lectinas, la actividad
hemaglutinante (Englard y Seifter, 1990).
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5.6.IMPORTANCIA DE LAS LECTINAS

Algunos de los principales usos de las lectinas se relacionan con la purificacién
selectiva de compuestos de interés para el consumo humano, mediante el soporte
de las mismas (puras) en matrices inertes para cromatografia de afinidad, debido a
que la unidén es muy selectiva (Horejsi y Kocourek, 1978). Ademas, se han utilizado
para la investigacién de la arquitectura de las superficies celulares, ya que
reaccionan con azucares terminales no reducidos de glucoproteinas y glucolipidos
de las membranas (Smith y Goldstein, 1967; Colin, 1992).

Existen aun muchas aplicaciones de las lectinas que no han sido estudiadas. Una
de las lectinas mas conocidas es la concanavalina A. Se han reportado varios usos
para esta lectina. Hauptmann y cols. (1995) patentaron la identificacién de
receptores para el factor de necrosis tumoral, asi como el mensajero y las proteinas
gue se unen al receptor, mediante concanavalina A (Haup’tmann y cols., 1995). Se
ha patentado también un procedimiento para purificar lactoferrina humana de
muestras de leche, utilizando una columna de cromatografia con concanavalina A
(Nuyens y Nan Veen, 1995). Se ha ideado un método para el diagnéstico de
leishmaniasis visceral por un marcador clave {Hlamado 9-o-acetilado
sialoglicoconjugado. La identificacion con el marcador clave se logré con la ayuda
del lécido 9-0-acetil. sialico unido a la lectina Achatinin-H, con la que se une
especificamente, y se logra una rapida reaccién de aglutinacién para el diagnostico
de leishmaniasis visceral. Esta prueba tiene la ventaja de ser semicuantitativa si se
realizan diluciones seriadas con cantidades conocidas de [a lectina (Mandal y cols.,
1997).

En las ultimas décadas, se purificaron gran cantidad de lectinas de plantas,
animales, bacterias y virus, por medio de la cromatografia de afinidad utilizando
compuestos a los que se unen especificamente (Sharon y cols., 1972; Horejsi y
Kocourek, 1978; Seigel y Notter, 1992; Mai y cols., 1996).

La especificidad de las lectinas para unirse a carbohidratos de glucoproteinas y
glucolipidos de las superficies celulares ha mostrado uno de los efectos mas
dramaticos de la interaccidon entre lectinas y células: la estimulacién mitogénica.
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Este efecto ha permitido utilizar las lectinas en el analisis de los eventos gue
ocurren durante la activacion y proliferacion linfocitica (Rhodes y Milton, 1998).
Cambios en la expresién de carbohidratos en la superficie de células de céancer,
son comunes durante la neoplasia. Los cambios que sufren los carbohidratos
membranales y citoplasmaticos, son un dato critico en el comportamiento
metastasico de los tumores (Nicolson, 1982; Raz y Lotan, 1987). Por tal motivo, las
lectinas pueden ser empleadas para dar seguimiento a la evolucion metastasica de
los tumores. Se han descubierto gran cantidad de aplicaciones de las lectinas,

algunas se mencionan en la tabia 6.

Tabla 6. Aplicaciones de las Lectinas.

FUENTE DE LA LECTINA APLICACION
Bowringia mildbraedi’ Efecto sobre la infectividad de VIH °
. . . 5 Inhibidor de la replicacion in vitro de VIH
Epipactis helleborine v CMV
Analisis de la a-fetoproteina humana
Lens culinaris® . Caracterizacion de cepas de Neisseria
’ gonorrhoeae
Codium tomentosum® Interaccién con parasitos intestinales
Caracterizacién de glucoproteinas en
cerebro

Aleuria aurantia® N ,
: Identificacion de receptores, especificos

para fucosa, en la retina de conejos
Phaseolus vulgaris® (Leucoaglutinina) Estudio de las conexiones neuronales

Pisum sativa’ Deteccidn de cancer de prostata
" Chawla y cols., 1993

2 Balzarini y cols., 1992

3 Taketa y cols., 1983; Schalla y cols., 1985

“ Llovo y cols., 1993

® Ohison y Karlsson, 1983; Hall y Karlsson, 1985

® Wouterlood y Groenewegen, 1991

" Klein y cols. 1999

VIH= Virus de Inmunodeficiencia Humana adquirida.

CMV= Citomegalovirus.
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También se han purificado gran cantidad de lectinas de plantas, animales, bacterias
y virus, por medio de la cromatografia de afinidad, utilizando compuestos a los que
se unen especificamente, en este caso carbohidratos inmovilizados en una métriz
de poliacrilamida (Sharon y Lis, 1972; Horejsi y Kocourek, 1978; Seigel y Notter,
1992; Mai y cols., 1996).

Las lectinas debido a su especificidad para unirse a moléculas de azucares
simples, tienen la habilidad de unirse a sacaridos de las superficies celulares.
Propiedad que las ubica como una nueva herramienta en la investigacion de la
arquitectura de las superficies celulares. Las lectinas también se usan en el
aislamiento y purificacion de carbohidratos contenidos en polimeros, asi como el
estudio de su estructura quimica (Sharon y Lis, 1989; Colin, 1992). Uno de los usos
mas frecuentes de las lectinas es en banco de sangre para la tipificar grupos
sanguineos, lo cual se logra mediante reacciones especificas de lectinas con los
azucares de la superficie celular de los eritrocitos. Algunbs ejemplos se muestran

en la tabla 7.
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Tabla 7. Lectinas para la tipificacion de grupos sanguineos humanos®.

GRUPO SANGUINEO  4piGEN DE LA LECTINA

QUE AGLUTINA
Phaseolus limensis
Vicia cracca
A Dolichos biflorus
Crotalaria aegyptiaca
B Bandeiraea simplicifolia
Sophora japonica
AB i
Calpurina aurea
Cytisus sessilifolius
H Laburnum alpinum
Lotus tetragonolobus
Ulex europeus
M Iris amara
N Vicia graminea

Bauhinia purpurea

*(Sharon y Lis, 1972).

El uso de lectinas en estudios de cancer se inicié con el descubrimiento de una
lectina contaminante en una preparaciéon de lipasas queé aglutinaba células
tumorales de ratén (Liener y cols., 1986). Trabajos posteriores sugirieron que las
células normales y las células malignas diferian en sus glucoconjugados de
superficie. También observaron que aglutininas contenidas en germen de trigo
aglutinaban células leucémicas, por lo que se incremento el interés en este tipo de
moléculas (Liener y cols., 1986; Mai y cols., 1996).

Actualmente, se han estudiado mas a fondo sus efectos en celulas transformadas y
células normales con la finalidad de emplearlas en la terapia del cancer. Aun no se
conocen los mecanismos de accion de las lectinas sobre células transformadas,

pero se han propuesto varias hipotesis. Una de ellas propone que interactuan con
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receptores de membrana activando el mecanismo de apoptosis e inhibiendo la
mitosis de las células transformadas. Se ha determinado que algunas lectinas son
capaces de unirse selectivamente a células transformadas lo cual permite distinguir
entre células normales y células malignas, por lo que se estudia la posibilidad de
su empleo en métodos de diagnostico y terapias dirigidas selectivamente (Colin,
1992; Ryder y cols., 1992; Seigel y Notter, 1992; Mody y cols., 1995; Mai y cols.,
1996).

Dada la importancia de las actividades bioldgicas de las lectinas, en los ultimos 22
anos (1976-1998), la Oficina de ‘Patentes de los Estados Unidos ha otorgado 2,620

patentes, que utilizan lectinas en distintos campos de investigacion.
5.7 LAS LECTINAS EN LA DIETA MEXICANA

Gracias a la gran biodiversidad que México posee, la dieta de nuestra poblacién es
muy variada, pero aun se desconoce la ocurrencia de lectinas en muchos de los
alimentos de la dieta nacional, asi como los efectos que estas lectinas tendrian en
nuestro organismo.

Las fuentes mas exploradas para determinar la presencia de lectinas, han sido las
diversas variedades de frijol que integran nuestra dieta. Asi mismo, se han
caracterizado y se conocen los efectos antinutricios que provocan en el hombre. La
mayoria de las lectinas provenientes de frijol se inactivan mediante el proceso de
coccion, lo que impide que tengan efectos antinutricios.

En la Republica Mexicana, se reconoce como nopales a gran variedad de especies
del género Opuntia de la familia botanica Cactaceae. Las cactaceas son originarias
de nuestro pais y se han distribuido a otras partes del mundo a partir del siglo XVI
(Villegas, 1995).

Hasta ahora se han reconocido para México varias especies de Opuntia que se
desarrollan en zonas éaridas, semidridas, calidas y templadas. Se encuentran desde
el nivel del mar hasta cerca de los 3000 metros en varios estados de la Republica;

pueden ser silvestres en algunos tipos de vegetacién o cultivados (Villegas, 1995).
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El Xoconostle, también conocido como Xoconol, Choconostle, Joconostle (Opuntia
joconostle) provee de la tuna que lleva estos mismos nombres. Es una tuna
subglobosa, de 5 a 10 cm de largo, de color purpura, purpura verdoso o verde
grisaceo, de pulpa rosa acida cercana a las semillas y blanquisca en su parte mas
externa. Estos frutos son considerados como verdura y especia o condimento; en
Querétaro se usan para elaborar botanas, salsas, postres y guisados (Villegas,
1995). De acuerdo a la literatura se conoce que las concentraciones mas elevadas
de lectinas estan presentes en las semillas de las plantas. Por ello, aun cuando la
semilla es una parte no comestible del fruto de xoconostle, se evallo en estudios
previos para determinar si contenia moléculas tipo lectina. Los resultaron indicaron
la presencia de moléculas con actividades hemaglutinantes con titulos de 320
U/mg, pero se desconoce si la naturaleza de dicha actividad se debe a una lectina

(Rodriguez y Salazar, 1999).
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

e Purificar y caracterizar parcialmente la(s) molécula(s) responsables de la
actividad aglutinante observada en el extracto de semillas de xoconostle

(Opuntia joconostle).

6.2 Objetivos Especificos

e Realizar un fraccionamiento del extracto crudo de semillas de xoconostle con
sulfato de amonio y determinar la presencia de aglutininas en las fracciones
obtenidas.

o Purificar la(s) fraccion(es) con actividad agiutinante mediante técnicas
cromatograficas.

o Evaluar la pureza de las fracciones obtenidas mediante electroforesis.

o Determinar estabilidad a temperatura y la afinidad a algunos azucares, de las

moléculas purificadas.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

OBTENCION, MOLIENDA DE LAS SEMILLAS Y
DELIPIDIZACION DE LA HARINA

EXTRACCION
(10 mL PBS/g de haring

DETERMINACION DE PROTEINAS,
ENSAYOS DE HEMAGLUTINACION Y
ELECTROFORESIS

FRACCIONAMIENTO
(Precipitacion con sulfatg
de amonio, 65%

EXCLUSION DE
PESO MOLECULAR
ephadex G-100, G-200

INTERCAMBIO IONICO
(Q-Sepharosa)

CARACTERIZACIO

TERMOESTABILIDAD AFINIDAD A AZUCARES
—
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Materiales

Los frutos de xoconostle se obtuvieron del mercado local de un mismo proveedor,
cultivados en el Estado de México. Los eritrocitos de conejo se obtuvieron del
bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Autdnoma de Querétaro y de
la Universidad de California, Campus Davis. La albumina sérica bovina, la matriz
empleada para intercamt_)io idnico (Q-Sepharosa), asi como las membranas para
dialisis, fueron de SIGMA Chemical Co. (St. Louis MO). Las matrices empleadas en
exclusién de peso molecular (Sephadex G-100 y G-200), fueron Pharmacia Fine
Chemical Inc. (Suecia). El sulfato de amonio y el resto de las sales empleadas, asi
como los solventes, fueron de J.T. Baker (Xalostoc México) y SIGMA Chemical Co.
(St. Louis MO). Los reactivos y el equipo para electroforesis fueron todos de BIO-
RAD (Hercules CA). El resto de los reactivos empleados fueron todos de grado

analitico.
8.2 Métodos

8.2.‘i Analisis Quimico.

8.2.1.1 Preparacién del Material. Las semillas del fruto de xoconostle se extrajeron
manualmente, se secaron durante 24 horas a temperatura ambiente (20-25°C) y
48 horas a 36°C. Una vez secas, las semillas se molieron para obtener la harina
correspondiente, en un molino Tecator CEMOTEC 1090. La harina de las semillas
se delipidizd, con una mezcla de cloroformo:metanol (2:1), a razén de 5 mL de

solvente por gramo de harina, a 4°C.

8.2.1.2 Obtencion del Extracto Crudo. Una vez evaporado el solvente, el extracto
crudo se obtuvo adicionando 10 mL de una soluciéon salina amortiguada con
fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés: Phosphate Buffered Saline; KCI 2.68 mM,
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KH2PO4 1.47 mM, Na;HPO4 8.10 mM y NaCl 140 mM, pH = 7.2) por gramo de
muestra agitando fa mezcla a 4°C, durante 2 horas. Después de la extraccidn, el
sobrenadante se recuperd por centrifugacién, en una centrifuga refrigerada Hermle
Modelo Z323 K (10,000 r.p.m., 20 min., a 4°C). El extracto crudo obtenido se

alicuoté y almacend a -20°C hasta su uso.

8.2.1.3 Cuantificacion de Proteinas. El contenido de proteinas en el extracto crudo
y sus fracciones se cuantificé por el método de Bradford (1976). Las lecturas de
absorbencia se realizaron en un espectrofotémetro Perkin Elmer UV/VIS Lambda

2S, a 595 nm, usando albumina sérica bovina como estandar.

8.2.2 Deteccion de Aglutininas.

8.2.2.1 Ensayo de Hemaglutinacion. Los ensayos de hemaglutinacién se realizaron
en placas de ELISA de 96 pozos empleando una suspensidon de eritrocitos de
conejo al 1% en PBS, previamente tratados con tripsina 0.15%. Los eritrocitos
fueron fijados con glutaraldehido (0.1 %), con el objetivo de prolongar su vida util
para el ensayo de hemaglutinacion (Turner y Liener, 1975). Los ensayos de
hemaglutinacién se realizaron por el método de Lis y Sharon (1981), que a
continuacion se describe brevemente.

Se colocaron 50 ulL de PBS en cada pozo de la placa de ELISA. En los primeros
pozos de cada linea (1A, 2A, 3A...) se agregaron los tratamientos por duplicado, 50
ul de cada extracto crudo o fraccién ajustados a una concentracion de proteina de
2 mg/ﬁwL. A partir de estos pozos se prepararon diluciones dobles seriadas para
cada extracto en los pozos subsiguientes (1A, 1B, 1C...). Se incluyé un control
positivo utilizando concanavalina A (2 mg/mL) y un control negativo en el que sélo
se colocd PBS. Por ultimo, se adicion6é a cada pozo 50 ul de la suspensién de
eritrocitos de conejo al 1% fijados con glutaraldehido. La microplaca se incubd a
35°C durante 3 horas, y se observd en un microscopio invertido Zeizz Axivert 25,
para determinar el grado de aglutinacién. La hemaglutinacion se estimdé mediante
una escala arbitraria apreciativa como alta (+++), media (++), baja (+) y nula (-).
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La actividad especifica de la hemaglutinacion se cuantificé mediante la ecuacion:

2n

AE=
mg
en donde AE es la actividad especifica hemaglutinante expresada en unidades por
mg de proteina (U/mg), n es la ultima dilucion con aglutinacién apreciable al
microscopio y mg es la cantidad de proteinas, expresada en mg que se utiiizd en el
ensayo (Jaffé, 1980).

8.2.3 Purificacion del Extracto Crudo.

8.2.3.1 Fraccionamiento con Sulfato de Amonio. Para llevar a cabo la precipitacion
con sulfato de amonio, se realizaron ensayos preliminares y con base en ellos se
decidié a que porcentaje saturar el extracto de xoconostle. Se adicioné la cantidad
de sulfato de amonio necesaria para saturar el extracto al 65% (Englard, 1990), y
una vez que toda la sal entro en solucién se incubé el extracto con agitécio’n suave
a 4°C por una hora. Al término de la incubacion, el extracto se separd en
precipitado (P65) y sobrenadante (S65) mediante centrifugacién (10,000 r.p.m., 20
min., 4°C). El precipitado (P65) se resuspendi¢ en 5.5 mL de PBS. Las fracciones,
asi é:omo el extracto crudo, se dializaro'n contra agua a través de una membrana
con tamano de corte de 12 kDa, durante 30 horas con 8 cambios de agua (4°C).
Las musstras del extracto crudo, el sobrenadante (S65) y el precipitado (P65), se
liofilizaron después de la dialisis, para concentrar y posteriormente cuantificar el
contenido de proteinas por el método de Bradford (1976). Conociendo la
concentracion de proteinas se probéd la actividad hemaglutinante (Jaffé, 1980). El
extracto crudo y sus fracciones se analizaron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida de 12.5%, en condiciones desnaturalizantes no reductoras por el
método de Laemmli (1970).

8.2.3.2 Cromatografia de Exclusién de Peso Molecular. La fraccidon P65 obtenida

mediante el fraccionamiento con sulfato de amonio se sometié a cromatografia de
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exclusion de peso molecular con la finalidad de separar la mezcla de proteinas de
acuerdo a su peso molecular. El liofilizado de la fraccion P65 se resuspendié en 3.5
mL de PBS, se centrifugo y filtro atrévés de una membrana de 0.22 p de poro,
previamente. La columna (70 x 2 cm) que sé empleo fue empacada con Sephadex
G-100, y equilibrada con PBS, como etapa preparativa. El volumen vacio (Vo) de la
columna fue de 40 mL, la velocidad de flujo de 0.33 mL/min y se colectaron
fracciones de 0.9 mL, aproximadamente. Las fracciones obtenidas se dializaron,
liofilizaron y almacenaron a 4°C, para su uso posterior. El amortiguador de elucion
que se utilizé fue PBS.

La fraccion P65 (3.5 mL, PBS) también se inyect6 a una columna (90 x 2 cm)
empacada con Sephadex G-200, Vo=38 mL. Posteriormente la fraccion con
actividad aglutinante obtenida mediante cromatografia en G-200, se dializé contra
agua y liofilizé. La fraccion obtenida de G-200, se resuspendié en 1 mL de PBS-0.4
N de NaCl, y se sometio nuevamente a cromatografia de exclusion de peso
molecular, esta vez en una columna empacada con 180 mL de Sephadex G-100
(70 x 2 cm) que s€ equilibro y eluyé con PBS-0.4 N de NaCi, con una velocidad de
flujo de 0.8 mL/min.

8.2.3.3 Cromatografia de intercambio lénico. La cromatografia de intercambio
idnico se llevo a cabo con una columna (10 x 1.5 cm) empacada con 10 mL de
resina de intercambio aniénico, Q-Sepharosa. La Q-Sepaharosa, sé equilibré con
un amortiguador de Tris-HCI 0.02 M, pH=8 y el gradiente lineal de elucién se realizé
con NaCl de 0°'a 0.4 M en el mismo amortiguador. Se inyecté la fraccion con
actividad hemaglutinante obtenida de filtracion en gel G-100 preparativa,
previamente resuspendida en 0.5 mL de Tris-HCI 0.02 M, pH=8. Las fracciones
colectadas fueron de 3 mL cada una, a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min.

Durante la realizacion de ‘las etapas de cromatografia, de exclusion de peso
molecular e intercambio iénico, la presencia de proteinas se detecto mediante su

absorbencia a 280 nm, en un espectrofotometro Perkin Elmer uv/vis Lambda 2S.
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8.2.4 Caracterizacioén Parcial.

8.2.4.1 Termoestabilidad. La estabilidad térmica de las fracciones con actividad
hemaglutinante (resuspendidas en PBS), se evallo tratando las muestras a la
temperatura de 20, 60, 70 y 90°C (en bafio de agua con recirculacion) durante 15
minutos. La muestra tratada se enfrid y centrifugé (12,000 r.p.m., 5 min., a 4°C) al
concluir los 15 minutos de incubacion, y de inmediato se realizd la prueba de

hemaglutinacion con el sobrenadante recuperado.

8.2.4.2 Afinidad a Azlcares. Se probd la afinidad con algunos azucares, incubando
las fracg:iones en presencia de distintos azticares con una concentracion inicial de
0.1 M. A partir del primer pozo se realizaron diluciones dobles seriadas del azucair,
se adicionaron a cada pozo 50 pL de la fraccion con una concentracién de proteina
de 50 pg/ulL y, finaimente, 50 pl de una suspension de eritrocitos al 1%. Se
determind la inhibicion de la aglutinacién mediante la observacion al microscopio

después de 3 horas de incubacion.

8.2.5 Analisis Estadistico.

La cuantificacion de proteinas, la deteccion de aglutininas y los experimentos de la
purificacion parcial se efectuaron al menos tres veces obteniéndose la media y la
desviacion estandar como medida de dispersion de los datos. Las curvas estandar
se procesaron mediante regresion lineal simple (utilizando el programa Sigma Plot

version 4.0).



9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 PREPURIFICACION -

La presencia de actividad aglutinante en xoconostle se determind mediante el
escrutinio del extracto crudo obtenido de las semillas de estos frutos (ver Materiales
y Métodos). Se evaluaron distintos amortiguadores de extraccion, con la finalidad
de conocer el amortiguador que permitiria la mayor recuperacion de actividad
aglutinante. Para ello se emplearon los siguientes amortiguadores: Agua, PBS pH =
7.2, NaCl 0.5 M, Etanol al 70% y Acido Citrico 0.2 M, pH = 2.5 (Rudiger, 1988).

Los extractos crudos obtenidos presentan una baja concentracion de proteinas, en
contraste con la actividad aglutinante, la cual fue mayor en los extractos que se
obtuvieron con: PBS, NaCl 0.5 M y Acido Citrico. Las actividades especificas y las
concentraciones de proteina se muestran en la Tabla 8. Los resultados mostraron
que el amortiguador que permite una mayor recuperacion de la actividad
aglutinante es el PBS, esto era de esperarse ya que las lectinas son moléculas
faciles de extraer en amortiguadores que contengan una concentracién baja de
sales (Rudiger, 1988). Los amortiguadores que tienen un pH acido llegan a
provocar la desnaturalizacién de aigunas lectinas. En este caso la lectina mantuvo
su actividad (780 U/mg), pero en menor proporcién si comparamos la actividad
obtenida con PBS (1280 U/rﬁg). El hecho‘ de' que la actividad aglutinante persista en
una extraccién realizada con un amortiguador que contiene fosfatos, indica que es
muy probable que la‘lectina no requiera de iones para llevar a cabo su funcion
bioldgica. Una de las lectinas mejor conocidas es la concanavalina A, la cual
requiere de cationes de manganeso y calcio para unir azucares. Por [o que su
extraccion se lleva a cabo en ausencia de compuestos como las sales de fosfato
(Rudiger, 1988).

Un factor importante en el desarrollo de la purificacién de proteinas, es evitar la
variabilidad que se tiene entre una muestra y otra, dependiendo de la regién en
donde se cultive el fruto de estudio, de la época del afio y condiciones de

crecimiento. Por tal motivo se decidié evaluar la diferencia, en cuanto al perfil
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proteico y la actividad aglutinante, contenido en distintos lotes de xoconostle que se
cultivan en la region. Los lotes que se probaron fueron obtenidos del mercado local
(L1), supermercado (L2) y de la central de abastos local (L3) durante la misma

estacion del afio, los resuitados se muestran en la Tabla 9.

37




Tabla 8. Escrutinio de Actividades Hemaglutinantes en Extractos Crudos de
Xoconostle Obtenidos con Distintas Soluciones de Extraccion.

SOLUCION PROTEINA ULTIMA DILUCION CON  AE (U/mg) UNIDADES
(mg/mL) AGLUTINACION TOTALES
Agua 0.640 510 320.00 2240.00
PBS 1.000 710 1280.00 8960.00
NaCi0.5M 1.130 6.510 905.00 6335.00
Etanol 70% 0.060 . 0£0 000.00 0.000
Acido Citrico 0.2 M 0.600 5510 780.00 5460.00

La capacidad hemaglutinante de extractos crudos, obtenidos de la harina delipidizada de las
semillas de xoconosite, se probo en suspensiones de eritrocitos de conejo tratados previamente con
glutaraldehido al C.1%, como se indica en Materiales y Métodos. Las actividades se observaron
después de 3 horas de incubacién (.37°C) Los datos mostrados son el resultado de 4 replicas con
desviacién estandar menor al 5%. AE= Actividad Especifica.
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Tabla 9. Diferencias en Actividades Hemaglutinantes Provenientes de Tres
Lotes Distintos de Xoconostle.

MUESTRA PROTEINA  INTENSIDAD __ ULTIMA DILUCION AE
(mg/mL) CON AGLUTINACION (U/mg)
Lote 1 (L1) 0.893 et 540 320.00
Lote 2 (L2) 0.776 ot 540 320.00
Lote 3 (L3) 0.803 4+ 510 320.00

Las actividades hemaglutinantes de extractos crudos de los frutos provenientes de distintos
negocios se analizaron con preparaciones de eritrocitos de conejo fijlados con glutaraldehido. La
hemaglutinacion se cuantificé luego de 3 horas de incubacioén a 37°C. Se utilizd concanavalina A
(1mg/mL) como control positivo y PBS como control negativo. Los datos mostrados son el resultado
de 4 replicas con desviacién estandar menor al 5%.



Uno de los métodos mas empleados para evaluar la presencia de moléculas
proteicas en una mezcla compleja, y determinar su peso molecular aproximado, es
la electroforesis en geles de poliacrilamida. La presencia de proteinas en [os
extractos crudos del xoconostle y sus fracciones se analizd por electroforesis en
condiciones desnaturalizantes no reductoras (SDS-PAGE), en geles de
poliacrilamida al 12.5%. Los geles obtenidos se tifieron con azul de Coomassie
durante las etapas de prepurificacion y purificacion. Los anélisis electroforéticos
permitieron confirmar la presencia de proteinas en el extracto y las fracciones
estudiadas. )

Al evaluar el perfil proteico de los distintos lotes mediante electroforesis
desnaturalizante, en condiciones no reductoras (Fig.1), no se observaron
diferencias en la expresién de bandas proteicas de cada uno de los extractos, por
lo tanto se puede suponer que no hay diferencia apreciable en el tipo de proteinas
que contienen los frutos. La mayoria de las veces, cuando se trata de lectinas,
pueden encontrarse varias isoformas, esto es isolectinas, que difieren Unicamente
en algunos de sus aminoacidos. En la Tabla 9 se observa que la actividad
especifica en cada uno de los lotes evaluado fue similar, por lo que se deduce que
la cantidad de aglutininas presentes en las semillas de xoconostle se expresa de
manera semejante. De acuerdo a los resultados del experimento anterior, a la
disponibilidad del fruto y con el fin de simplificar la purificacion, se decidié utilizar el
lote nimero tres (L3). ‘

En la Figura 1, se analizaron los extractos crudos obtenidos del xoconostle de cada
uno de los establecimientos. Las mismas muestras se sometieron a didlisis, con la
finalidad de eliminar péptidos pequefios que pudieran interferir durante la
purificacién. En los extractos dializados se observé la ausencia de algunas bandas,
principalmente la que se encontraba en 21 kDa, aproximadamente, en los tres lotes
que se utilizaron. También se enriquecieron otras bandas, como es el caso de las

que se encuentran por arriba de 31 kDa.
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9.1.1 Fraccionamiento con Sulfato de Amonio

Una vez que se selecciond el material bioldgico y el amortiguador de extraccién, se
inicid el fraccionamiento secuencial con sulfato de amonio. Las sales han sido una
herramienta muy (Gtil para la purificacién de proteinas y se realiza con base en la
diferencia de solubilidad que tienen las cadenas de polipéptidos. Se utiliza con el
objeto de fraccionar y concentrar a las proteinas presentes en mezclas complejas
(Ridiger, 1988; Englard y Seifter, 1990; Whitaker, 1994). Por tal motivo se eligio
esta técnica para obtener el fraccionamiento inicial. Se adicioné sulfato de amonio a
200 mL de extracto ‘crudo de semillas de xoconostle recién obtenido, hasta alcanzar
un 20% de saturacién, en este caso no se recupero precipitado. Posteriormente se
probd saturar de 0 a 30%, sin obtener precipitado del extracto. Por tal motivo el
extracto crudo se saturé dé 0 a 40%, al término del fraccionamiento se recuperaron ‘
un sobrenadante (S40) y un precipitado (P40). El P40 fue escaso, pero contenia un
25% de la actividad especifica total. Posteriormente el S40 se llevd de 40% de
saturacién a un 50%, recuperando un 25% de la actividad especifica en el P50. El
precipitado (P60) obtenido al saturar el S50 de 50 al 60%, present6 una actividad
equivalente al 35.31% de la actividad total. Mientras que al saturar de 60 a 65% se
recuper6 el 50% de la actividad en el P65. Por Uitimo el extracto se llevd de 65 a
70%, y de 70 a 90% de saturacion, en ambos casos se recuperé menos del 10% de
la actividad. Cada una de estas fracciones se dializaron para eliminar el exceso de
sales como se indica en Materiales y Metodos, y se liofilizaron.: La actividad
especifica hemaglutinante del extracto del xoconostle y de sus fracciones se evalio
mediante ensayos de hemaglutinacion. Como se muestra en la Tabla 10, las
fracciones derivadas del extracto crudo de semillas de xoconostle, P50, P60 y P65,
.mostraron elevadas actividades hemaglutinantes. El porciento de saturacion que es
necesario para que una proteina precipite, puede dar informacién general pero
importante, acerca del comportamiento de la proteina de interés. Dos de los
factores que afectan la solubilidad de una proteina son el grado de hidratacion y la
presencia de componentes no proteicos en la molécula, tales como carbohidratos,
fosfatos o lipidos (Whitaker, 1994).
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Tabla 10. Actividades Hemaglutinantes en las Distintas Fracciones Obtenidas
Mediante Precipitacion del Extracto Crudo de Xoconostle.

SATURACION CON PROTEINA TOTAL AE

SULFATO DE AMONIO (%) (mg) B (U/mg)
P20 0.00 0.00
P30 ' 0.00 0.00
P40 0.83 80.00
P50 12.70 80.00
P60 18.57 113.30
P65 9.04 160.00
P70 1.52 20.00
P90 | 2.25 0.00

Las actividades hemaglutinantes de las fracciones obtenidas, previamente dializadas, se
cuantificaron utilizando preparaciones de eritrocitos de conejo fijados con glutaraldehido. Las
fracciones P20 y P30 se obtuvieron saturando directamente el extracto crudo, esto es de 0-20% y de
0-30%, respectivamente. E| resto de las fracciones se obtuvieron de forma secuencial, el
sobrenadante del precipitado con 40% de saturacion (P40), se saturdé nuevamente para obtener el
P50 y asi sucesivamente. La hemagiutinacion se cuantificd en cada una de las fracciones luego de 3
horas de incubacién a 37°C, como se indica en Materiales y Métodos. Los valores que se muestran
son la media de 4 replicas con una desviacion estandar menor a 5%.




En el caso de las lectinas, algunas de ellas contienen azicares en su molécula, lo
cual puede resultar en el aumerito del grado de hidrataciéon de la molécula (mayor
solubilidad) y por consiguiente se incrementa la cantidad de sal necesaria para
precipitarlas. La aglutinina proveniente de xoconostle, requirié de aproximadamente
65% de saturacion, lo que representa un porciento intermedio, con respecto al
utilizado para fraccionar otras lectinas. Tal es el caso de la lectina proveniente de
Dolichos lablab, la cual precipitd cuando sﬁ extracto se satur6 al 80% con sulfato de
amonio. La lectina proveniente de Dolichos lablab contiene 4.8% de carbohidratos
(hexosas) en su composicidon (Mo y cols., 1990). Por lo tanto se podria esperar que
la lectina obtenida de xoconostie contenga un porcentaje menor de carbohidratos.
Para monitorear el fraccionamiento del extracto de xoconostle, los precipitados se
analizaron mediante electroforesis desnaturalizante en geles de poliacrilamida al
12.5%, bajo condiciones no reductoras. El analisis electroforético (Fig. 2A y 2B)
mostré bandas proteicas de entre 17 y 28 kDa altamente expresadas en todas las
fracciones de xoconostle. En especial se puede apreciar que en el P65, también se
enriquecié una banda alrededor de 90 kDa.

La baja resolucion de algunas de las bandas presentes en el analisis electroforético
puede deberse tanto a la baja cantidad de proteina de los extractos, como a las
limitantes propias del metodo de tincién. -

En la Fig. 2 se presenta la curva de precipitacion obtenida durante el
fraccionamiento con sulfato de amonio. De acuerdo a [os resultados obtenidos
durante el fraccionamiento secuencial, se eligid precipitar el extracto crudo hasta
alcanzar un 65% de saturacién. En estas fracciones (del P50 al P65) se recuperd
mayor cantidad de actividad aglutinante y como se observa en el gel de
poliacrilamida (Fig. 2A y 2B), se elimindé una cantidad considerable de moléculas
proteicas (bandas contaminantes en P70). Mientras que algunas bandas de
alrededor de 90 kDa se .enriquecieron. La precipitacion con sulfato de amonio

permitié purificar la lectina de xoconostle 8 veces.
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La técnica de cromatografia de intercambio idnico es muy utilizada cuando se
tienen moléculas de pesos moleculares muy parecidos, ya que en algunos casos a
pesar de tener tamafios semejantes, su carga y distribucion de las mismas es
diferente (Ridiger, 1988). -

Algunas lectinas se han purificado mediante cromatografia de intercambio ionico,
tal es el caso de la glucolactina de leche bovina (Ye y Ng, 1999). La leche es una
mezcla muy compleja de proteinas y otras sustancias, por lo que en este articulo se
opto por utilizar intercambio i6nico.

Mediante el analisis electroforético de la fraccion con actividad hemaglutinante,
obtenida mediante cromatografia de intercambio anionico se observé una sola
banda. El factor de purificacion en esta fraccion fue de 1609 veces, con respecto al

extracto crudo (Tabla 12).
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Tabla 12. Tabla de Purificacion de la Proteina (lectina) de Xoconostle Mediante

Cromatografia de Intercambio l6nico.

JESTRA VOLUMEN PROTEINA PROTEINA AE PURIFICACION RECUPERACION

(mL) (mg/mL) TOTAL (mg)  (U/mg) (veces) (%)

200.0 0.75 150.00 20 1 100.00
3 55 1.64 9.04 160 8 6.03
5100 14.0 0.13 1.76 2000 100 1.17
A 11.0 0.07 0.77 32100 1600 0.51

EC= Extracto Crudo; P65= Precipitado obtenido al 65% de saturacién con sulfato de amonio;
F1G100= Fraccion 1 obtenida en Exclusion de Peso Molecular, Sephadex G-100 a partir del P65;
F11A= Fraccién 1, obtenida mediante Cromatografia de Intercambio Aniénico, Q-Sepharosa.
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9.3 CARACTERIZACION PARCIAL
9.3.1 Termoestabilidad ]

La prueba de termoestabilidad es un parametro empleado para determinar la
naturaleza proteica de una molécula. Un aumento de temperatura puede debilitar la
fuerza entre las interacciones dipolares, como puentes de hidrégeno, y pueden
favorecer la formacidn de interacciones hidrofébicas. El resultado de un
calentamiento es la alteracion de la estructura cuaternaria de la proteina, lo que a
su vez ocasiona, la mayoria de las veces, la pérdida de la actividad bioloégica de la
molécula. Después de someter las fracciones del extracto de xoconostle a la
temperatura de 60°C, se observé que la actividad hemaglutinante en las fracciones
se perdio, en comparacién con las fracciones mantenidas a 4°C. Existen trabajos
en los que se han reportado actividades aglutinantes estables a temperaturas
mayores a los 50°C (Peumans y Van Damme, 1996). Algunas glucoproteinas de
plantas, particularmente lectinas, son muy resistentes a la desnaturalizaciéon por
calor (Rhodes, 1998), pero esta resistencia depende de su contenido en
carbohidratos, que permite estabilizar a la molécula. Estos resultados sugieren que
la inestabilidad al tratamiento térmico de la lectina de xoconostle, se debe a que

probablemente tiene un bajo contenido de carbohidratos.
9.3.2 Afinidad a Aztcares

La principal caracteristica de las lectinas es su actividad biolégica: la capacidad que
tienen para unirse a azucares de forma especifica. La prueba de inhibicion de la
actividad aglutinante, mediante diversos azucares, es una prueba contundente
acerca de la presencia de una molécula tipo lectina. El ensayo se realizd como se
indica en Materiales y Métodos. Se probaron los siguientes azlcares: Glucosa,
Manosa, Xilosa y Arabinosa, a una concentraciéon inicial de 100 mM (mM = mili
molar). Después de la incubacién de 3 horas, a temperatura ambiente, se observo

la misma actividad agiutinante en presencia de glucosa y manosa. Cuando las
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fracciones se incubaron en presencia de Arabinosa se observé aglutinacion en la -
tercera dilucion, la concentracién de Arabinosa en esta dilucion corresponde a 25
mM. Este resultado sugiere que la lectina tiene una concentracién minima
inhibitoria de 50 mM de Arabinosa, aproximadamente. Y para el caso de Xilosa, no
hubo aglutinacién, incluso a una concentracion de 3.125 mM de Xilosa, lo que
indica que este azlcar se une especificamente a la lectina contenida en semillas de
xoconostle. Esta prueba brinda una evidencia muy fuerte que confirma el
argumento de que la molécula responsable de la actividad aglutinante es una

lectina.
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10. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se purificé y se caracterizé de forma parcial las fracciones
con actividad hemaglutinante presentes en semillas de xoconostle, el cual permitié

llegar a las siguientes conclusiones.

e Se encontrd, al menos, una lectina en las semillas del fruto de xoconostle,
moléculas no descritas hasta el momento en dicha cactacea.

e Se confirmd la naturaleza de la lectina mediante pruebas de afinidad a
carbohidratos, siendo afin a xilosa y en menor grado a arabinosa.

e La lectina presenté sensibilidad térmica a 60°C, aproximadamente.

e La lectina es estable en intervalos de pH neutro (6-8)

e De acuerdo a su elucién en cromatografia de exclusion de peso molecular, se
puede proponer que la lectina tiene un peso molecular superior a 100 kDa y
esta formada, al menos, por dos subunidades.

o Los resultados de la purificacion por cromatografia de intercambio idnico y
filtracién en gel sugieren que es probable que no se trate de una sola lectina;
posiblemente estén presentes al menos dos isoformas

e Se desarrollo un esquema posible de purificacion para la lectina presente en las
semillas de xoconostle, con una recuperaciéon de 22,500 U/mg mediante
cromatografia de exclusién de peso molecular y de 32,000 U/mg utilizando

cromatografia de intercambio ibnico.
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11. PERSPECTIVAS

La presente investigacion podria ser el inicio de una busqueda*mas profunda
acerca de la existencia, naturaleza y funcién de las lectinas en xoconostie u otras

cactaceas. Futuros trabajos abordaran aspectos como:

e Caracterizacidén bioquimica, cristalizacion y secuenciacion

o Caracterizacidn bioldgica, evaluando efectos en sistemas biologicos in vitro e in
vivo '

¢ Mecanismo de accion, estructura-funcién

e Biosintesis

e Funcidn biolégica dentro de la planta

e Su utilidad en técnicas de purificacion para el estudio de otras moléculas

¢
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APENDICE A

Valores de la Curva Estandar de Determinacion de Proteinas por el Método de

Bradford
PROTEINA ASB (ng) ABSORBENCIA

y xto

0 00

10 0.1240.005
20 0.2410.010
30 0.350.007
40 . 0.46+0.006
50 0.6010.007
60 0.740.010
70 0.84+0.002
80 0.95+0.008
90 1.04£0.031
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T T T T -
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R =0.999 b =0.011 - m=0.012
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