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RESUMEN

Las lectinas son proteinas que no son producto de una respuesta inmune, muestran especificidad al
unirse a carbohidratos y otras glicoproteinas, de forma libre o enlazados a membranas celulares,
causando su aglutinacion o precipitacion. La aplicacion de estas biomoléculas se ha extendido en
diversas area de la medicina, inmunologia, glicobiologia, farmacologia, entre otras. Las lectinas
pueden ser obtenidas de fuentes vegetales, animales o microbioldgicas, entre las mas ampliamente
utilizadas y estudiadas se encuentran aquellas de origen vegetal, en donde las leguminosas
representan una fuente importante de estas moléculas. Sin embargo, las lectinas obtenidas a partir
del género Vigna han sido poco estudiadas, como es el caso de la especie Vigna unguicualta (frijol
vaquita). Es por ello, que el objetivo del presente trabajo fue realizar la purificacion de las lectinas
de Vigna unguiculata y evaluar la actividad antioxidante de esta proteina. El frijol fue obtenido del
municipio de Tulancingo, Hidalgo; y se determiné dimensiones (largo, ancho y grosor) y contenido
de proteina cruda (método Kjeldahl). Las lectinas fueron purificadas por medio de cromatografia
de afinidad (matriz fetuina-agarosa) a partir del extracto proteinico obtenido por medio de
precipitacion por sulfato de amonio; el proceso de purificacion fue monitoreado por medio de la
cuantificacion de la proteina soluble (método de Bradford), absorbancia (280 nm) y la
hemaglutinacion de eritrocitos humanos A y O. La actividad antioxidante se evalud con los
métodos FRAP y ABTS. Las semillas presentaron un tamafio promedio de 1.08 + 0.13 cm largo,
0.60 = 0.06 cm ancho y 0.75 = 0.05 cm grosor y contienen 22.78 % de proteina. La lectina se logré
separar entre las fracciones 54 a 68, alcanzando una actividad especifica de 11906.98 UH/mg con
un grado de purificacion de 69.30 y rendimiento de 0.44%. La actividad hemaglutinante fue de 512
UH en eritrocitos del grupo A y B. La actividad antioxidante de la lectina (236.9 umol ET/g)
determinada por ABTS, fue 4 veces mayor, en comparacion con el extracto proteinico (58.7 pmol
ET/g) y 5 veces superior a la mostrada por la harina (48.6 umol ET/g), mientras que con el método
de FRAP la lectina no mostro actividad, debido posiblemente a las condiciones de pH del medio
que al parecer afectan la actividad de la lectina, sin embargo, la harina present6 10.7 umol ET/gy
el extracto proteinico 8.3 umol ET/g. Este estudio presenta la base para una posterior
caracterizacion bioquimica y de estabilidad a diferentes agentes fisicoquimicos y enzimaticos, asi
como su posible aplicacion en el area biologica y médica.
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ABSTRACT

Lectins are proteins that are not the product of an immune response. They show specificity by
binding to carbohydrates and glycoproteins, in free form or link to cell membranes, causing their
agglutination or precipitation. The application of these biomolecules has been extended to diverse
areas of medicine, immunology, glycobiology pharmacology, among others. Lectins can be
obtained from vegetal, animal, or microbiological sources, but vegetal lectins are the most widely
used and studied, where legume lectins represent an important source of these molecules. However,
lectins obtained from the Vigna genus have been little studied, as is the case with the cowpea seeds
(Vigna unguiculata). The objective of the present study was to carry out the purification from Vigna
unguiculata and to evaluate the antioxidant activity of this protein. For this purpose, cowpea seeds
were used from Tulancingo, Hidalgo; and their dimensions (length, width, and thickness) and crude
protein were determined (by Kjeldahl’s method). The lectins were purified by affinity
chromatography (fetuin-agarose matrix) from the proteinic extract obtained by precipitation with
ammonium sulfate, and the purification process was monitored by soluble protein quantification
(Bradford’s method), absorbance (280 nm), and hemagglutination (human erythrocytes A and O).
Antioxidant activity was evaluated by FRAP and ABTS methods. The seeds presented a mean size
of 1.08 = 0.13 cm length, 0.60 = 0.06 cm width, and 0.75 £ 0.05 cm thickness, and their protein
content was 22.78%. The lectin was possible to separate between fractions 54 to 68, obtaining a
specific activity of 11906.98 UH/mg with a purification factor of 69.30 and 0.44% yield. The
hemagglutinating activity was 512 UH on human erythrocytes (A and O). The antioxidant activity
of lectin determined by the ABTS method; was 4-fold greater than proteinic extract (58.7 pmol
ET/g) and 5-fold superior to flour (48.6 pumol ET/g). In the FRAP method, lectin did not show
activity, possibly, due to the pH-medium conditions that appear to affect the activity of the lectin,
causing its precipitation, however, flour and proteinic extract showed 10.7 pmol ET/g and 8.3 pmol
ET/g, respectively. This study represents the basis for subsequent biochemical characterization and
stability to different physical-chemical and enzymatic agents. As well as its possible application in
the biological and medical area.
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INTRODUCCION

Lectinas se denominan a las proteinas que se combinan con mono y oligosacaridos de forma
reversible y con alta especificidad; a diferencia de los anticuerpos que se unen a carbohidratos, no
son producto de una respuesta inmune y carecen de actividad catalitica. Las lectinas pueden actuar
como moléculas de reconocimiento dentro y en la superficie de las células, destacando su
reconocimiento bioldgico con otras células, microorganismos o biomoléculas, teniendo la
capacidad de aglutinar células o precipitar glicoconjugados (glicoproteinas, glicolipidos). Por lo
cual, su aplicacion se ha extendido en la medicina, inmunologia, farmacéutica, entre otras areas.
Los principales estudios y aplicaciones que se han llevado a cabo con lectinas es la evaluacion de
su actividad antitumoral y antimetastica en diferentes lineas celulares y la activacion de linfocitos
(células inmunitarias); asi como aplicaciones mas avanzadas como la tipificacion de sangre,
identificacion y separacion celular. Estas moléculas pueden ser obtenidas y purificadas a partir de
fuentes microbianas, animales o vegetales, estas ultimas son las mas estudiadas, principalmente

aquellas provenientes de la familia de las leguminosas.

Las leguminosas se caracterizan por proporcionar un alto contenido de proteinas y carbohidratos
complejos, como fibra dietética y almidon resistente, y bajos niveles de lipidos, ademas de ser una
fuente importante de minerales y vitaminas. Ademads, proporcionan compuestos bioactivos que
contribuyen a la prevencion de enfermedades cronicas. En el género Vigna se han encontrado
diferentes componentes bioactivos como taninos, compuestos fendlicos, fibra dietaria, almidon
resistentes, y proteinas bioldgicamente activas como inhibidores de tripsina y lectinas, pero su

estudio ha sido poco o muy limitado.

Por lo cual, en el presente trabajo se realiz6 la purificacion de las lectinas de Vigna unguiculata 'y
la determinacion de su actividad antioxidante, con la finalidad de sentar las bases sobre su

estabilidad, estructura, y asi determinar su posible actividad biologica.



1. ANTECEDENTES

1.1. Lectinas

1.1.1. Generalidades

Lectinas provienen del latin, legere, que significa “seleccionar o elegir”, las cuales, son las
proteinas o glicoproteinas que se combinan con mono y oligosacéaridos de forma reversible con alta
especificidad; a diferencia de los anticuerpos que se unen a carbohidratos, no son producto de una
respuesta inmune (Hamid et al., 2013; Sharon & Lis, 2013), carecen de actividad catalitica hacia
el carbohidrato al que se unen, ya que no lo modifican, como las enzimas especificas a
carbohidratos (quinasas, glucosidasas, etc.) (Sharon & Lis, 2013). Las lectinas pueden actuar como
moléculas de reconocimiento dentro de las células y en las superficies celulares (Figura 1),
destacando su reconocimiento biologico célula-célula, célula-virus, célula-bacteria, célula-ameba;
y las interacciones lectina-glicoproteina, lectina-toxina, lectina-lectina, lectina-glicolipido (Sharon
& Lis, 2004), teniendo la capacidad de aglutinar células o precipitar glicoconjugados

(glicoproteinas, glicolipidos) (Mishra et al., 2019).

Figura 1. Interaccion de lectinas hacia otras moléculas, células y organismos
Fuente: Modificada de Sharon & Lis, 2004

1.1.2. Clasificacion

Las lectinas son una familia heterogénea de proteinas de uniéon a carbohidratos con diferentes
estructuras moleculares, propiedades bioquimicas y biofisicas, y muy probablemente presentan
diversas funciones bioldgicas (Peumans & Van Damme, 1995; Tsaneva & Van Damme, 2020; Van
Damme et al., 1998). Debido a esta heterogeneidad es posible clasificar a las lectinas de acuerdo

con diferentes criterios: 1) en funcion de los dominios de unién a carbohidratos, 2) por su origen,
2



3) por su contenido de carbohidratos y 4) en funcidn de su estructura y proteinas relacionadas con

la evolucion (Tabla 1).

Tabla 1. Diferentes clasificaciones de lectinas y sus caracteristicas

Clasificacion Caracteristicas Referencia
Merolectinas Un tnico sitio de unién a carbohidratos

Al menos dos dominios de unién hacia
. carbohidratos, los cuales son idénticos o muy
Hololectinas , . ,
homologos. Son capaces de aglutinar células
y precipitar glicoconjugados Mishra ef al.,

Contienen un dominio de wuniéon a | 2019; Peumans

En funcion de los
dominios de unién a

. Quimerolectinas | carbohidratos, estd marcado con otro dominio | & Van Damme,
carbohidratos

que tiene actividad enzimatica. 1995

Son una clase distinta de hololectinas, ya que
. poseen dos dominios de uniébn a
Superlectinas . o

carbohidratos no idénticos que reconocen

azucares estructuralmente diferentes

Presentes en virus, bacterias, hongos y
levaduras. Sirven como moléculas de
Microorganismos | reconocimiento y uniéon hacia las células
diana, participan en el proceso de infeccion
de las células

Se dividen en familias segun el carbohidrato
o dominio al que se unen: galectinas, RBL, Mishra et al.,
Por su origen Animales CTL, XTL, P, F y pentraxinas. Participan en | 2019; Sharon &
la defensa directa, reconocimiento celular y Lis, 2004
modulacion del sistema inmune

Se encuentran en todos los 6rganos y tejidos,
principalmente en semillas cortezas, bulbos y
Vegetales rizomas. Participan en la defensa contra la
depredacion (humanos y animales), insectos
y patégenos

Glicoproteinas | Estos carbohidratos no parecen ser necesarios

Por su contenido de N en la unidn de la lectina con su carbohidrato Sharon & Lis,
carbohidratos . © ; especifico o en la actividad bioldgica de la 1990
glicoproteinas lectina

FLTA Familia de lectinas tipo amaranto

FLUQ Familia de lectinas tipo union a quitina

En funcién de su FLFC Familia de lectinas del floema Cucurbitaceae

estructura oy : - : :
Y FLRJ Familia de lectinas relacionadas con jacalina | Van Damme et

proteinas
relacionadas con la FLMM
evolucion

Familia de lectinas de monocotiledoneas con al., 1998
union a manosa

RIP Proteinas inactivadoras de ribosomas tipo 2

FLL Familia de lectinas de leguminosas

RBL: lectinas de unién a ramnosa. CTL: lectinas de tipo C. XTL: lectinas de tipo X. P: lectinas de tipo P. F: lectinas
de tipo F.
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1.2. Lectinas vegetales

Las lectinas de origen vegetal se encuentran en todas las estructuras de la planta, pero algunos
tejidos son fuentes muy ricas en esta macromolécula, como son las semillas, cortezas, bulbos,
rizomas, etc., pero también se han detectado lectinas en raices, brotes, hojas y flores, aunque en
cantidades mucho menores (Van Damme et al., 1998), como se observa en la Tabla 2. En cuanto
a cantidad, las lectinas vegetales representan del 0.1 a 10% de proteina total en semillas o tejidos
vegetales, siendo las semillas de leguminosas las de mayor abundancia (Tsaneva & Van Damme,
2020; Van Damme, 2014). Las lectinas de origen vegetal juegan un papel importante en la defensa
contra los depredadores (animales herbivoros y el hombre), insectos y patdégenos (hongos y

bacterias) (Ribeiro ef al., 2018; Van Damme ef al., 1998).

Las lectinas vegetales generalmente se consideran un grupo muy heterogéneo de proteinas porque
los estudios bioquimicos comparativos indican claramente que difieren entre si con respecto a sus
propiedades bioquimicas y fisicoquimicas, estructura molecular, especificidad de union a
carbohidratos y actividades bioldgicas, pero es posible clasificar a las familias en grupos de acuerdo
con las caracteristicas de la proteina o del dominio de unién a carbohidratos (Van Damme et al.,
1998). Se han clasificado en siete grupos (Tabla 3), siendo todos estudiados y caracterizados, como
son: Tipo amaranto, lectinas de unidon a quitina, lectinas del floema Cucurbitaceae, lectinas
relacionadas con jacalina, lectinas de monocotiledoneas con uniéon a manosa, proteinas

inactivadoras de ribosomas.



Tabla 2. Caracteristicas de lectinas de diferentes plantas

Familia o tribu Lectina . ESpCle.iCIdad Composicion Peso " Subunidades Fuente
representativa carbohidrato molecular
Rica en Asx y Ser; Tetramero de
Diocleae Concavalina A a-D-manosa (D- poca Met; no contiene 104 000 subunidades idénticas  Semilla
glucosa) Cysy CH
Rica en Asx y Thr; Tetramero de
Vicieae Favina a-D-manosa (D- poca Met o Cys; 53 000 2 cadenas (PM 5 571) Semilla
glucosa) 3% CH 2 cadenas (PM 20 700)
Rica en Asx, Ser, Leu Tetramero de
Phaseoleae Soya o-D-GalNAc? y Ala; poca Met; no contiene 120 000 subunidades idénticas  Semilla
Cys; 7% de CH o casi idénticas
Lotus Rica en Asx, Ser y Thr; poca Tetramero de
Loteae tetragonolobus a-L-fucosa Met; no contiene Cys; 8% de 120 000 subunidades idénticas  Semilla
CH
B-D-Gal-(1->3)-D- Rica en Asx, Ser y Thr; poca 110 000 Tetramero de
Hedysareae Cacahuate GalNac? Met; no contiene Cys y CH subunidades idénticas  Semilla
Caesalpinoideae Griffonia By a-D-GIcNAC? Rica en Ser, Asx, Thr, Gly y 113 000 Tetramero de Semilla
simplicifolia Leu; poca Met; 4% de CH subunidades idénticas
Ricinus communis Rica en Asx, Glx, Ser, Thr, Leu Tetramero de
Euphorbeaceae aglutinina B-D-galactosa y lle; poca Cys, Met y Phe; 12% 120 000 2 cadenas (PM 32 000) Semilla
CH 2 cadenas (PM 36 000)
Oligomeros de B-D-  Rica en hidroxiprolina, Cys, Ser 50 000 Mezcla de mondémero
Solanaceae Papa GlIeN Ac-(1-2>4)-p-D- y Gly; no contiene Phe; 50% 100 000 y dimero Tub
GlecNAC? CH; rica en arabinosa

! Da-Daltén. 2 N-acetil-D-galactosamina. 3 N-acetil-D-glucosamina. PM: peso molecular; CH: carbohidratos; Tub: tuberctilo; Asx: 4acido aspartico; Ser: serina; Met: metiénina;
Cys: cisteina; Thr: treonina; Leu: leucina; Ala: alanina; Gly: glicina; Glx: glutamina; Ile: isoleucina; Phe: fenilalanina.

Fuente: Modificado de Etzler, 1985



Tabla 3. Clasificacion de lectinas de origen vegetal en funcion de su estructura y proteinas relacionadas con la evolucion

Grupo

Especies
representativas
y evolucion

Estructura
molecular

Especificidad de

., Hemaglutinacion
union a CH g

Rol fisiologico

FLTA

Especies de la familia de
Amaranthus. Su secuencia
no es similar a la lectina de

otra familia

Representan del 3-5 % de
la proteina soluble. Son
proteinas homodiméricas
compuestas de
subunidades de aprox.
33kDa, que no estan
glucosiladas. El
polipéptido tiene 299
residuos y consta de dos
dominios homologos

La lectina es inhibida
por GalNAc pero tiene
una afinidad mayor
hacia el disacarido
Galp(1,3)GalNAc

Sin especificidad
serologica en
humanos y en varias
especies animales

No es toxica, ni tiene
propiedades
antinutricionales en
humanos y animales.
En plantas tiene
funcién de defensa
contra depredadores

FLUQ

Proteinas que contienen al
menos un “dominio de
heveina” (proteina de 43
aminoacidos del arbol
Hevea brasiliensis) que
tiene unidn a quitina

Son merolectinas,
hololectinas o
quimerolectinas.
Estructura monomeérica o
dimérica de
aproximadamente 8-70
kDa cada subunidad
dependiendo la familia

Sin especificidad
serologica en
humanos, y algunas
lectinas no presentan
hemaglutinacion

Quitina
[(GlcNACc),] y algunas
familias muestran
afinidad hacia el acido
sialico

Dependiendo la familia,
pero protegen a la
planta de hongos,
bacterias, insectos

FLFC

Lectinas que se encuentran
en el floema de especies de
Cucurbitaceae con union a
quitina, pero no tienen
dominio de heveina

Estructura dimérica,
compuesta de subunidades
idénticas de
aproximadamente 25 kDa,
que no estan glucosiladas.

Oligoméros de GIcNAc
(de 3-9 residuos)

Este tipo de lectinas
reacciona con otra
proteina que se
encuentra en el floema
formando un gel, que
en caso de heridas en la
planta las bloquea




Jacalina es el nombre para
la lectina de las semillas
(Artocarpus integrifolia).

En la actualidad, el término

se utiliza como un nombre

colectivo para todas las
lectinas que estan

relacionadas en estructura y

evolucién con la lectina
jacalina

FLRJ

Representan aprox. el
50% de la proteina
soluble. Esta familia
comprende dos subgrupos
con estructura diferente:
1) tetramero con
subunidades idénticas y 2)
dimero con subunidades
idénticas que no estan
glucosiladas

Comprende dos
subgrupos con una
especificidad de unién a
carbohidratos diferentes:
1) residuos terminales de
a-D-galactosilo
Galp(1,3)GalNAc; 2)
manosa/maltosa

No existen estudios
concluyentes, pero
existe la hipdtesis que
en la semilla sirve
como proteina de
almacenamiento con
una caracteristica
adicional que es la
defensa contra
depredadores

Se refiere a una
superfamilia especifica a
manosa y solo se han
encontrado en plantas
monocotiledoneas

FLMM

Tetramero de subunidades
idénticas de 12 kDa cada
una

Son especificas para
manosa, principalmente
si se encuentra en
oligosacaridos

Algunas no
presentan
hemaglutinacion

No se conoce a detalle
la funcion en las plantas

Se conocen comunmente
como proteinas que
inactivan cataliticamente

RIP . .
los ribosomas eucariotas

Son quimerolectinas, ya
que tienen dominio
enzimatico y dominios de
unidn a carbohidratos

La mayoria son
especificos hacia Gal o
GalNAc, o ambos

Presentan
hemaglutinacion,
pero presentan
toxicidad alta,
ejemplo la ricina

En plantas su funcion
es la defensa contra
predadores. Toxicidad
intermedia a alta en
animales y humanos

Lectinas que se encuentran
exclusivamente en la

FLL
familia Leguminosae

Dimeros o tetrameros,
glicosilados o no, con

subunidades idénticas o no

de aproximadamente 20-
50 kDa

Difieren mucho con la
especificidad hacia
carbohidratos

Hemaglutinacion en
eritrocitos humanos
y animales

Defensa contra
predadores y simbiosis
con bacterias fijadoras

de nitrogeno

FLTA: familia de lectinas tipo amaranto; FLUQ: familia de lectina tipo unién a quitina; FLFC: familia de lectina del floema Cucurbitaceae; FLRJ: familia de lectinas
relacionadas con jacalina; FLMM: familia de lectina de monocotiledoneas con unién a manosa; RIP: proteinas inactivadoras de ribosomas tipo 2; FLL: familia de lectinas de
leguminosas; Gal: galactosa; GalNAc: N-acetil-galactosamina; GIcNAc: N-acetil-glucosamina.
Fuente: compilado de Van Damme et al., 1998.




1.3. Lectinas de leguminosas

1.3.1. Generalidades

Las lectinas de leguminosas representan la familia mas grande y estudiada, ya que se han estudiado
mas de 100 miembros de esta familia, aislados de 70 géneros diferentes. La mayoria de estas
moléculas se han aislado de semillas maduras, y representan generalmente del 1 al 10% de la
proteina soluble total; en algunas especies, se han observado concentraciones de lectina mas altas

(hasta el 50%), mientras que en otras menos del 0.1% (Sharon & Lis, 2002).

Las lectinas de leguminosas pueden obtenerse facilmente en forma purificada y exhiben una
asombrosa variedad de especificidades hacia carbohidratos (monosacaridos, disacaridos,

oligosacaridos) y glicoproteinas (Sharon & Lis, 2002).

Las lectinas de leguminosas han sido de importancia en la disciplina cientifica, ya que varias se
han convertido en herramienta indispensable en la investigacion biologica y biomédica,
utilizdndose ampliamente en la medicina, agricultura, biotecnologia y en el desarrollo de
herramientas para la deteccion de enfermedades (Tsaneva & Van Damme, 2020; Van Damme

et al., 1998).

1.3.2. Ubicacion de la lectina (en plantas y semillas)

Varias semillas de leguminosas contienen una, dos o mas lectinas diferentes, que se encuentran
predominantemente en las células del parénquima de almacenamiento de los cotiledones de
semillas maduras (Etzler, 1985). Ademas de los cotiledones, en algunos casos se ha informado
cantidades apreciables de lectinas en los embriones y pequefias cantidades en las cubiertas de las
semillas (Etzler, 1986). A estas lectinas se les denomina como “lectinas clasicas” (Van Damme,

2014).

Por otra parte, se ha demostrado que las lectinas de leguminosas se sintetizan en el reticulo
endoplasmico rugoso para posteriormente entrar a la via secretora. El transporte intracelular ocurre
desde el reticulo endoplasmico rugoso a través del aparato de Golgi hasta las vacuolas (Van Damme
et al., 1998). Las lectinas de las leguminosas se encuentran ubicadas en vacuolas proteinicas de
almacenamiento (también conocidas como cuerpos proteinicos) (Etzler, 1985). Sin embargo,
existen reportes que confirman que también es posible encontrarlas en la pared celular (Van

Damme, 2014).



Existe otro grupo de lectinas que se denominan “lectinas inducibles”, ya que las plantas sintetizan
cantidades minimas de proteinas que se unen a carbohidratos al exponerse a situaciones de estrés
como sequia, alto contenido de sal, tratamiento con fitohormonas, ataque de patdgenos, insectos,
etc. Este tipo de lectinas se localizan en el nucleo y/o citoplasma de las células vegetales. Se sabe
de la importancia de las interaccion proteina-carbohidrato mediada por lectinas en el citoplasma y
el nucleo donde desempefian un papel importante en la fisiologia de estrés de la célula (Van

Damme, 2014).

1.3.3. Funcion de las lectinas dentro y fuera de la célula vegetal

Se ha estudiado la funcion o funciones bioldgicas que tienen las lectinas dentro y fuera de la célula,
sin embargo, no ha sido esclarecido completamente, ya que, aunque las lectinas de leguminosas
presentan secuencias homologas, no se les puede atribuir tan facilmente una funcidn biologica en
comun, ya que la especificidad hacia carbohidratos puede ser variable. Pero se pueden dividir las
funciones biolédgicas en dos posibles grupos: Funciones externas; donde la lectina se une a ligandos
(carbohidratos) de fuente extrafias como animales, hongos, bacterias, etc. participando
principalmente como proteina de defensa; y otro grupo donde la lectina interactiia con ligandos
(carbohidratos) de la planta y/o semilla, donde tiene alguna funcion fisioldgica y participa como

auténtica proteina de almacenamiento (Riidiger & Gabius, 2002; Van Damme et al., 1998).

1.3.3.1. Funciones externas

La investigacion sobre la funcion de las lectinas en plantas y semillas ha sido muy extensa, y en la
actualidad se sigue con la elucidacion de los mecanismos que regulan estas funciones (Tsaneva &
Van Damme, 2020). Como primer punto, en su entorno natural las plantas suelen estar expuestas
a estrés abiotico (hidrico, por temperatura y por nutrientes), y para hacer frente a estos problemas,
algunas plantas han desarrollado una sofisticada gama de respuestas fisiologicas, como es la
expresion de lectinas, lo que da como resultado plantas con mayor resistencia y rendimiento

(Lannoo & Van Damme, 2014).

Respecto al estrés bidtico se ha documentado que las lectinas participan en la defensa de la planta
contra bacterias, virus, hongos y levaduras al inhibir su crecimiento y propagacion (Coelho et al.,
2017; Lannoo & Van Damme, 2014), sin embargo, se requieren estudios mas completos para
elucidar la base molecular, ya que la capacidad para inhibir el crecimiento difiere entre especies y

familias de microorganismos (Lagarda-Diaz et al., 2017). Se ha confirmado que algunas lectinas
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vegetales, principalmente las de leguminosas, provocan efectos toxicos que van desde una leve
molestia, desnutricion, respuesta alérgica, hasta la intoxicacion mortal en insectos y/o animales. La
razén es que muchas lectinas reconocen residuos de carbohidratos que se encuentran presentes en
la superficie de las células epiteliales expuestas a lo largo del tracto intestinal, y representan sitios
de union potenciales para las lectinas de leguminosas, y destaca la resistencia de la lectina a la
proteolisis enzimatica (Peumans & Van Damme, 1995; Van Damme, 2014; Van Damme et al.,

1998).

Otra funcidn externa que se ha estudiado, es la participacion en la simbiosis entre bacterias fijadoras
de nitrégeno y las raices, ya que las lectinas se unen a restos de carbohidratos de la superficie
bacteriana y aglutinan las bacterias, favoreciendo la fijacion de nitrogeno (De Hoff ef al., 2009;

Riidiger & Gabius, 2002).

1.3.3.2. Funciones internas

Se han formulado muchas hipotesis sobre la funcion de las lectinas de leguminosas en la célula,
sin embargo, se sigue investigando, con el fin de elucidar los mecanismos fisioldgicos y
moleculares que presentan estas moléculas en la célula vegetal (Ambrosi et al., 2005; John et al.,

2013).

Como se mencion6 anteriormente las lectinas se encuentran predominantemente en las células del
parénquima de almacenamiento de los cotiledones de semillas maduras, y destacan por su
participacion como proteina de almacenamiento, que generalmente se degradan durante la
germinacion, lo antes mencionado es una hipdtesis, sin embargo, esto no responde por qué las
lectinas poseen sitios de unidon para carbohidratos (Etzler, 1986; Riidiger & Gabius, 2002). Esto
lleva a otras hipotesis, como es la participacion como agentes de control en la diferenciacioén y
division celular, particularmente en el proceso de germinacion (Etzler, 1986; Riidiger & Gabius,
2002; Sharon & Lis, 2002); y el transporte de carbohidratos en la planta y semillas (Corredor Casas
et al., 2016; Riidiger & Gabius, 2002).

1.3.4. Caracteristicas estructurales

1.3.4.1. Estructura primaria

La estructura primaria de las lectinas de esta familia es notablemente homologa, con
aproximadamente 20% de aminoacidos idénticos, los cuales son resaltados en azul en la Figura 2

(Rameshwaram et al., 2009). Los aminoacidos conservados incluyen varios de los que participan
10



en enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofobicas en el sitio de union a carbohidratos, y casi

todos los sitios que coordinan los iones metélicos (Sharon & Lis, 2001).

Las subunidades que forman las lectinas de leguminosas estdn formadas por una sola cadena
polipeptidica con un promedio de aproximadamente 250 aminoacidos, aunque existe evidencia de
que algunas subunidades de lectinas estdn formadas por dos cadenas polipeptidicas (Peumans et
al.,2001).

LI SFTMIRIVLFLILLIEAACANLIBETFERFN
s LFLLLLTOANSANI :ﬂ.:r:u.w

LADGLAFFLAPID THPQTHAG - - YRBLF
SAYGLAFALVPWC SF 0 LYCRYLGLF

VINS AQTVAVERDE F o s
:’ Eh\b )-.‘::rv.\m‘;::r

Figura 2. Comparacion de secuencia de aminoacidos de subunidades de lectinas de leguminosas con diferente
especificidad a carbohidratos de reconocimiento e identificacion de zonas de aminoacidos conservados (resaltados en
azul).

La secuencia de aminoécidos la obtuvieron de la base de datos UniProtKB y el alineamiento de multiples secuencias
con el programa CLUSTAL W 1.82. Dolichos biflorus (DLL-II, LEC5 DOLBI, LEC1 DOLBI), Phaseolus vulgaris
(PHAE _PHAVU, ARC2_PHAVU), Vicia faba (LEC_PEA, LEC_VICFA), Sophora japonica (LECS_SOPJA), Lens
culinaris (LEC_LENCU), Laburnum alpinum (LEC1_LABAL), Dolichos lablab (LECA_DOLLA), Erythrina
corallodendron (LEC_ERYCO), Bowringia mildbraedii (LEC_BOWMI), Glycine max (LEC_SOYBN)
Fuente: Rameshwaram et al., 2009

1.3.4.2. Estructura secundaria
En la Figura 3 se demuestra que en lectinas de leguminosas, aproximadamente el 60% de los

elementos de su estructura secundaria se componente de hebras/cadenas B (Srinivas et al., 2001).
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Cada subunidad esta constituida por =12-18 hebras 3 antiparalelas conectadas entre si mediante
bucles (giros), lo que genera una estructura aplanada en forma de domo (Figura 3A). La mayoria
de los aminoacidos que no se encuentran en una estructura definida, se encuentran en bucles y
curvas que conectan el resto de la estructura de la lectina, como se puede observar en la Figura 3B

(Hernéndez-Cruz et al., 2005).

UniProtkB: P05087 (PHAL_PHAVU) UniProtKB: P02870 (LEC_LENCU UniProtKB: P02871 (LEC_VICFA)
Phaseolus vulgaris Lens culinaris Vicia faba
B PHAL_PHAVU 1 B | | | | | | H B =]
LEC_LENCU 1 ) | | | I | | | E75
LEC_VICFA 1 | | | | | 233

Figura 3. Estructura secundaria, A) representacion en subunidades; B) representacion grafica [cadena beta (color
verde), cadena alfa (color azul), vueltas (color rosa), estructura desconocida en UniProKB (color gris)]

1.3.4.3. Estructura terciaria

Las subunidades de las lectinas de leguminosas presentan una arquitectura tipo “jelly-roll”, la cual
se muestra en la Figura 4, que es una estructura B-sandwich, caracterizada por la presencia de 2
B-hojas antiparalelas. En la parte “trasera” se encuentra una fB-hoja plana conformada por
aproximadamente 6 hebras, en la parte “delantera” una [-hoja curva conformada de
aproximadamente 7 hebras, sin embargo, estds dos hojas se encuentran conectadas por una [-hoja

plana de 5 hebras que forma el “techo”. (Ambrosi ef al., 2005; Srinivas et al., 2001).

Figura 4. Estructura terciaria de una subunidad de la lectina concavalina A. a) representacion grafica de una
subunidad; b) representacion de un dimero

Fuente: Srinivas et al. (2001)
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1.3.4.4. Estructura cuaternaria

Con respecto a su estructura cuaternaria, las lectinas de leguminosas son tradicionalmente
subdivididas en dos categorias. Un grupo consta de lectinas con subunidades idénticas o casi
idénticas, mostrando homogeneidad; el otro grupo se caracteriza por tener subunidades no idénticas
o heterogéneas, las cuales al unirse pueden formar isolectinas/isoformas (Peumans et al., 2001;
Zhang et al., 2008). Como se puede observar en la Figura 5, en lectinas de leguminosas la unioén
de subunidades puede formar principalmente dimeros o tetrameros, cada una con minimo un sitio
de union a carbohidratos (Sharon & Lis, 2002); también teniendo en cuenta que cada subunidad
puede estar formada por una o dos cadenas polipeptidicas, y glicosiladas o no, por tanto, se

distinguen 8 posibles estructuras cuaternarias de lectinas de leguminosas (Peumans et al., 2001).

Es de importancia la estructura cuaternaria en el reconocimiento especifico hacia carbohidratos
complejos. De igual manera, la actividad biologica de las lectinas puede estar determinada por la
disposicion espacial de sus lugares de union a azicares, que determinan la capacidad para distinguir
azucares y glicoconjugados (glicolipidos y glicoproteinas) en la superficie celular (Dam & Brewer,

2004; Shiniti Nagano, 2007).

W m [ d W
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Dimérica Tetramética Tetramérica
2 cadenas

Dimérica
1 cadenas 2 cadenas 1 cadena

Woowow W

AW [EE[d W]a
P—— i

m

Figura 5. Diferentes estructuras cuaternarias de lectinas de leguminosas conocidas en la actualidad
Fuente: Modificado de Peumans ef al. (2001)

1.3.4.4.1. Isolectinas

Las isolectinas o isoformas de lectinas, se forman con la union de diferentes subunidades y en
diferentes orden de union, dando como resultado lectinas con diferente actividad bioldgica y
caracteristicas estructurales y fisicoquimicas (Tabla 4) (Elola & Fink, 1995; Peumans et al., 2001;
Zhang et al., 2008). Como se ha mencionado, existen secuencias conservadas en la estructura
primaria, secundaria y la terciaria de lectinas de leguminosas, sin embargo, la estructura cuaternaria
puede presentarse en dimeros y tetrameros, con una gran variabilidad en la secuencia en la que se

asocian las subunidades (Brinda et al., 2004; Srinivas et al., 2001).
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Una de las primeras lectinas purificadas fue la fitohemaglutinina (PHA) de frijol rojo (Phaseolus
vulgaris), la cual presenta un peso molecular nativo de aproximadamente 125 kDa con estructura
tetramérica. Esta lectina presenta cinco isolectinas/isoformas tetraméricas con proporciones
variables de subunidades polipeptidicas reactivas a leucocitos o reactivas a eritrocitos. La
subunidad leucoaglutinante (L-PHA) se une a los linfocitos con un alto grado de especificidad; y
la subunidad eritroaglutinante (E-PHA) aglutina eritrocitos, pero no linfocitos. La isolectina E4
aglutina solamente eritrocitos y la isolectina L4 solo actia en leucocitos. Los tetrameros EsLi, EsL»
y E1L3 presentan actividad eritroaglutinante y leucoaglutinante en proporcion a la cantidad de cada

tipo de subunidad (Zenteno et al., 1994).

La purificacion de isolectinas o isoformas presentes en leguminosas se puede llevar a cabo por
técnicas cromatograficas como es la filtracion en gel (Paiva & Coelho, 1992), cromatoenfoque
(Datta et al., 1988) y la mas utilizada la cromatografia de intercambio (Castillo-Villanueva et al.,
2007; Guzman-Partida ef al., 2004; Paiva & Coelho, 1992; Zenteno et al., 1994). La cromatografia
de intercambio i6nico separa las proteinas en funcion de las diferencia en la carga superficial de
las moléculas, por lo tanto, la separacion se lleva a cabo por las interacciones de las proteinas con
la fase estacionaria (Fekete et al., 2015). La matriz se encuentra altamente cargada, positiva
(intercambio anidnico) o cargada negativamente (intercambio catidnico). Las proteinas con una
carga superficial neta opuesta a la de la fase estacionaria se unird a la resina. Para eluir las proteinas
se utiliza un gradiente que va de concentracion baja a alta de una disolucidn salina, comunmente
se utiliza NaCl, para intercambiar las proteinas por aniones (CI) o cationes (Na") (Duong-Ly &

Gabelli, 2014).

Para la deteccion de isoformas o isolectinas se pueden utilizar diferentes herramientas como es la
electroforesis (condiciones nativas, SDS-PAGE, en dos dimensiones). También es posible detectar
isolectinas, cuando en las primeras etapas de purificacion se utilizan la cromatografia de
intercambio 16nico, ya que a cada pico presente en el cromatograma de purificacion se le realiza

hemaglutinacion (Castillo-Villanueva et al., 2007).

En la caracterizacion estructural de las isolectinas se utilizan técnicas electroforéticas
convencionales y para conocer las diferencias entre la secuencia de aminodcidos, las bandas de los
geles de electroforesis se digieren con tripsina, y los fragmentos de péptidos se determinan
mediante MALDI-TOF (ionizacion-desorcion asistida por matriz con tiempo de vuelo) (Castillo-

Villanueva et al., 2007; Guzman-Partida ef al., 2004).
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Tabla 4. Purificacion y caracterizacion estructural, bioquimica y biologica de isolectinas de especies de la familia

Fabaceae

Caracterizacion estructural, bioquimica y

Especie Isolectina Purificaciéon . Referencia
biologica
PM/S de 60 kDa. Aglutina eritrocitos sin
. . especificidad. Carbohidrato especifico: a-metil-
Iso 2 Filtracion en gel .. . , . L
manosido. No es glicoproteina. pH isoeléctrico:
Cratylia molis 4.15-6.7 Paiva &
Mart PM/S de 31 kDa. Aglutina eritrocitos sin Coelho (1992)
Is0 3 Cromatografia especificidad. Carbohidrato especifico: D-
intercambio i6nico  galactosa. Es glicoproteina. pH isoeléctrico:
5.25-5.8
PMN: 133 kDa. PM/S: 34 kDa. Estructura
tetramérica. pH isoeléctrico: 5.5-7.3.
VL2 Especificidad hacia la tiroglobulina
principalmente.  Aglutina  eritrocitos  sin
especificidad ABO. Es glicoproteina.
PMN: 133 kDa. PM/S: 34 kDa. Estructura
Acacia Cromatografia de tetramérica. pH isoeléctrico: 5.5-7.9. Guzman-
) VL3 intercambio Especificidad hacia la asialofetuina  Partida et al.
constricta . .. . o .
cationico principalmente.  Aglutina  eritrocitos  sin (2004)
especificidad ABO. Es glicoproteina.
PMN: 133 kDa. PM/S: 34 kDa. Estructura
tetramérica. pH isoeléctrico: 6.5-8.4.
VL4 Especificidad hacia la asialofetuina
principalmente.  Aglutina  eritrocitos  sin
especificidad ABO. Es glicoproteina.
FI PMN: 121 kDa. PM/S: 30 kDa. Es glicoproteina.
Phaseolus FII Aglutina eritrocitos sin especificidad ABO y Castillo-
. Cromatografia de ; .. . . . .
acutifolius var. FIII . . animales. Actividad mitogénica en linfocitos.  Villanueva et
. intercambio i6nico e .. , .
escumite FIV Especificidad hacia glicoproteinas. Difiere en la al. (2007)
secuencia de aminoacidos.
PMN: 80 kDa. PM/S: 40 kDa (doble cadena
polipeptidica de 18 y 22 kDa). Estructura
P1 o e L .
. dimérica. Especificidad hacia eritrocitos tipo A.
Vigna o . . . Datta et al.
umbellata Cromatoenfoque Especificidad hacia la N-acetilgalactosamina. (1988)
PMN: 100 kDa. PM/S: 25 kDa. Estructura
P1 tetramérica. Especificidad hacia grupo tipo B.
Especificidad hacia la galactosa.
GAP PM/S: 28 kDa. Actividad antifingica y antiviral.
Vigna Cromatografia de  Inhibe o-glucosidasa. Ye et al.
unguiculata B-AP afinidad PM/S: 12 kDa. Actividad antifiingica y antiviral. (2000)
i Inhibe a- y B-glucosidasa.
L4 MI: 34. AE: 0.5.
Ph I L3 E1 C t f d MI: 29 AE: 1.4. Zent ‘al
aseo .us LE . roma og.ra.1'a . e ML 13, AR 122, enteno et al.
vulgaris —————— intercambio i6nico (1994)
L E; MI:5. AE: 20.4.
E, MI: 1. AE: 41.8.
PNA I Aglutina eritrocitos desialilados tipo O. PM/S:
Arachis PNA II Cromatografia 24.5 kDa. Especificidad hacia la lactosa. Se Ortiz et al.
hypogaea PNA III hidrofébica observaron diferencias en el contenido de (2000)
PNA IV aminoécidos y estabilidad a temperatura.
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PM/S: peso molecular/subunidad. PMN: peso molecular en condiciones nativas. MI: indice mitogénico. AE: actividad
especifica (unidades de hemaglutinacion/pg proteina).

1.3.5. Contenido de iones y carbohidratos

Las lectinas de leguminosas son el Uinico grupo de lectinas que contienen en su estructura cationes
divalentes en sitios de union a metales especificos (Van Damme et al., 1998). Los principales
cationes metalicos que se encuentran presentes son Ca>" y Mn?" (Weis & Drickamer, 1996), y los
residuos de aminoacidos que son necesarios para la union de estos cationes metalicos, estan
marcadamente conservados en todas las lectinas de leguminosas (Peumans et al., 2001), tal como
se observa en la Figura 6, siendo el acido aspartico y la asparagina los aminoacidos que se
coordinan con los cationes metdlicos antes mencionados; estos aminoacidos participan
indirectamente en la unién de la lectina con su carbohidrato especifico (T. K. Dam & Brewer,

2007).

Los iones metalicos confieren un alto grado de estabilidad estructural en las lectinas de
leguminosas, dandoles estabilidad térmica y resistencia a protedlisis (John et al., 2013); y se ha
concluido que son de vital importancia para que la lectina tenga la capacidad de unirse al
carbohidrato al que muestra especificidad (Zhang et al., 2008), ya que se encuentran muy cerca de
los sitios de unidn a carbohidrato, lo que ayuda a formar un conformacion estable llamada “cerrada”
(Brewer et al., 1983), cuando se desioniza la molécula se pierde el sitio de union de la lectina con

su carbohidrato especifico, y por ende la actividad bioldgica (T. K. Dam & Brewer, 2007).

Figura 6. Interaccion de iones metalicos en la lectina Concanavalina A y su sitio de union al carbohidrato o-metil-
manosido
Circulo color rojo representa el ion Ca?", circulo color amarillo ion Mn?*, cuadros color azul representan los
aminodcidos que se unen a los iones Ca?" y Mn?", cuadros de color verde representan los aminoéacidos que participan
en el sitio de union a carbohidratos. Nomenclatura de aminoacidos: Asp, acidos aspartico; Asn, asparagina; Tyr,
tirosina; Arg, arginina; Leu, leucina.
Fuente: Modificada de Naismith ef al. (1994)
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Diferentes estudios han evaluado el efecto que tiene el desionizar con agentes quelantes la
estructura de las lectinas sobre su estabilidad y actividad biologica. Jiang et al. (2019) desionizaron
una fraccion de lectina de frijol Zihua Snap (Phaseolus vulgaris) con EDTA y evaluaron su
actividad hemaglutinante, encontrando que esta se perdid completamente después del proceso.
Posteriormente, se evalu6 el efecto de agregar iones metalicos a la lectina desionizada, como: Cu?*,
Na®, Mn?", Ba>* Mg*", K*, Fe*', Fe’" y Ca?"; demostrando que los cationes Cu?*, Na', Ba*", K*,
Fe’" y Fe**, no tuvieron un efecto de restaurar la actividad de hemaglutinacion de la lectina,
mientras que los iones Mn?" y Ca?" restauraron completamente la actividad hemaglutinante, y Mg>*
de forma parcial. Concluyendo que la desionizacidén es un proceso reversible, pero solo con los
iones esenciales; ademas la estructura de la lectina tuvo efectos conformacionales, cambiado a una
estructura “abierta” cuando es desionizada, y “cerrada” cuando se encuentra en forma nativa, lo

cual influye en la perdida de la actividad bioldgica (Jiang et al., 2019).

La mayoria de las lectinas de leguminosas son glicoproteinas, que contienen hasta un 10% de
carbohidratos, la forma es una N-glicosilacioén, donde los carbohidratos se unen al grupo amino de
la cadena lateral del aminoécido asparagina. En la figura 7 se muestra que los constituyentes de
carbohidratos pueden ser de dos tipos: 1) N-acetilglucosamina y manosa, 2) xilosa con o sin L-
fucosa; se ha demostrado que estos carbohidratos no parecen ser necesarios en la union de la lectina
con su azucar especifico o en la participacion en las actividades bilogicas (aglutinacion de células,
etc.) (Sharon & Lis, 1990).

Sin embargo, la N-glicosilacion de proteinas vegetales juega un papel importante para muchos
procesos biologicos, incluidos el plegamiento de proteinas, estabilidad de las proteinas,
ensamblaje, las interacciones proteina-proteina o la funcion biologica, pero el requisito para cada
uno de estos procesos es especifico para cada glicoproteina (Hebert et al., 2014; Strasser, 2016;
Vitale & Bollini, 1995). También se ha estudiado y concluido que la N-glicosilacion de proteinas
vegetales puede contribuir en la alergenicidad en modelos animales y humanos (Marsh et al.,

2011).
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Figura 7. Subunidades de lectinas que presentan glicosilacion (glicoproteinas) y no glicosilacion

1.4. Purificacion de lectinas de leguminosas

El proceso de purificacion de lectinas puede comenzar con el pretratamiento de las semillas o harina
de las leguminosas con el fin de evitar interferencias que podrian afectar la purificacion. Como
puede ser el retiro de la testa de la semilla, esto por el contenido de taninos y colorantes que podrian
llegar a alterar la precipitacion de las proteinas y/o provocar dafios irreversibles a la columna
cromatografica usada en la purificacion (He et al., 2018). De igual manera, se pueden llevar a cabo
procesos de pre extraccion de los lipidos o grasas con disolventes orgénicos (por ejemplo: metanol
o ¢éter dietilico) en leguminosas donde el contenido de aceite es mayor (soya o cacahuate) en

comparacion con otras especies (Goldstein & Poretz, 1986).

Después, el aislamiento generalmente comienza con una extraccion de la proteina soluble con una
disolucion salina o buffer a pH casi neutro (valores entre 6 y 8) (Goldstein & Poretz, 1986); como
segunda etapa, es la concentracion de proteinas, mediante la precipitacion de estas por efecto de
sales (sulfato de amonio, etc.), acidos (acido acético, etc.) o disolventes organicos (acetona, etc.)
(Lam & Ng, 2011). Sin embargo, estas etapas (extraccion de proteina soluble y precipitacion de
proteina) no son decisivas en el proceso de purificacion, ya que se puede llevar solo una,

dependiendo la decision de los investigadores para la purificacion de lectinas.

Seguido de la precipitacion de proteinas, tipicamente se aplican de uno a cuatro pasos
cromatograficos para la purificacion (He et al., 2018), y las técnicas de purificacion mas utilizadas
y adecuadas para su uso son la filtracion en gel, el intercambio i6nico y la cromatografia de afinidad
(Gautam, Shrivastava, et al., 2018; Nascimento et al., 2012), asi como una combinacién de estas
tres técnicas (Hamid et al., 2013). También, se han estudiado otras técnicas cromatograficas
novedosas con menor costo de produccion, mayor eficiencia en la purificacion y con menor
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dificultad en la aplicacién a mayor escala, como son la separacion magnética, tecnologia de

membranas, sistema acuoso de dos fases y precipitacion de afinidad (Nascimento et al., 2012).

El aislamiento de lectinas se puede lograr mediante una combinacion de diferentes técnicas de

purificacion (Lam & Ng, 2011), las cuales se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Purificacion y parametros de purificacion de algunas lectinas de leguminosas

. Purificacion de lectina PM? Rendimiento? ]
Especie Cromatografia o etapa’ (kDa) (%) AE? GP?  Referencia
Extracto crudo (NaCl 0.15 M pH 8),
. salting o.ut '[’(I\I'H4)2SO4], Tripathi
Vigna radiata intercambio i6nico (DEAE- 25 1.7 731 1924 et
sepharose), filtracién en gel (2018)
(sephadex G-75), de afinidad
(galactosyl-sepharose)
Salting out [(NH4)2S04],
intercambio i6nico (CM-Sepharose),
., ., Suseelan
Vigna mungo filtracion en gel (AcA44), filtracion ot al.
en gel-FPLC (Superose-12) (1997)
BGL-I ND 16.6 101386 114
BGL-II ND 5.5 98462 110
Vigna . De aﬁt;i.dafil (Afﬁ;(}})ié)l(w gel),s) Woms &
. . intercambio idnico- mono S), ong
SeS;]Z;llp nglls V" filtracion en gel-FPLC (Superdex 75 30 ND 9150 15 Ng, (2003)
ground beatl HR 10/30
Aislamiento de globulinas,
cromatoenfoque (PBE-94; gradiente
Vigna pH 3-5), HPLC (Protein Pak 1 125) Datta et al.
umbellata Pl 18y22 ND 29.8 ND (1988)
p4 25 ND 727.0  316.1
Extracto crudo (buffer Tris-HCI pH
7.3), de afinidad (affi-gel blue gel), Sharma
Phaseolus . s
vulgaris 1nterca@b10 i6nico-FPLC (mono-S), 30 0.85 4267  15.80 et al.
filtracion en gel-FPLC (superdex (2009)
200)
Extraccion salina, de afinidad
(estroma tipo O), intercambio i6nico Castillo-
Phaseolus (mono-S HR 5/20) Villanueva
acutifolius FI 4410 119 ‘al
var. escumite FII 30 ND 6940 187 (; 0 07)
FIII 4829 130
FIV 5410 146

! Entre paréntesis se muestra la columna cromatografica empleada o la sal para la precipitacion de proteinas. 2 Se
muestran los resultados de la lectina o fracciones de lectinas en la tltima etapa de purificaciéon. PM: peso molecular.
AE: actividad especifica (UH/mg proteina). GP: grado de purificacion. ND: no determinado.
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Uno de los métodos mas utilizado para la purificacion de las lectinas es la cromatografia de
afinidad, ya que se puede purificar eficazmente lectinas de leguminosas conociendo la
especificidad hacia carbohidratos y haciendo una seleccion cuidadosa de la resina o matriz de
afinidad (Gautam, Shrivastava, et al., 2018); ya que este tipo de cromatografia se basa en la
interaccion especifica entre ligandos inmovilizados en una fase solida o semi solida y la proteina

y/o glicoproteina a purificar (Coelho ef al., 2012; Lee & Lee, 2004; Lis & Sharon, 1981).

En la purificacion de lectinas por cromatografia de afinidad se requiere un cierto grado de
conocimiento y comprension de la naturaleza de las interacciones entre la molécula a purificar y el
ligando (carbohidrato especifico) para ayudar a determinar la seleccion de un ligando de afinidad
apropiado y asi planificar el procedimiento de purificacion (Urh ef al., 2009). Una matriz adecuada
es un requisito previo para la cromatografia de afinidad, ya que una purificacion exitosa depende
de la seleccion de un soporte s6lido o semisélido adecuado y un ligando inmovilizado conveniente

(Ayyar et al., 2012; Urh et al., 2009).

Lis & Sharon (1981) describieron tres principales tipos de matrices de afinidad aplicadas para la
purificacion de lectinas: 1) soporte solido o semisodlido (polisacaridos nativos o modificados), 2)
glicoproteinas o glicopéptidos unidos al soporte y 3) mono o disacaridos unidos al soporte. En los
tres tipos de matrices es necesario un tipo de soporte para la purificacion. Sin embargo, los soportes
deben contar con especificaciones para garantizar una purificacion efectiva. Ayyar et al. (2012)
especifican algunas de estas caracteristicas: debe ser solido o semis6lido, uniforme, macroporoso
hidrofilico, quimica y mecanicamente estable, selectivo, exhibir una absorcion inespecifica
minima, debe ser insoluble en el disolvente o buffer de purificacion y por tltimo debe proporcionar
una gran area de superficie para la union del ligando. En la Tabla 6 se presentan las caracteristicas
del soporte de algunas matrices empleadas para la purificacion de lectinas de leguminosas. El
soporte puede ser natural, sintético o inorganico, destacando la agarosa (sepharose), geles de
dextrano (sephadex, superdex), polimeros de metacrilato y acrilamida modificada, gel de silice y
derivados, poliestireno, entre otros (Ayyar ef al., 2012; Varilova et al., 2006). Los ligandos pueden
ser glicoproteinas o glucopéptidos, como es tiroglobulina, glucopéptidos de mucina gastrica de
cerdo, ovomucoide, mucina de bovinos, fetuina, etc.; otro tipo de ligandos son los mono o
disacaridos y puede ser fucosa, galactosa, manosa, N-acetilgalactosamina, lactosa, maltosa,

melibiosa, galactosilos, entre muchos otros (Tabla 6) (Lis & Sharon, 1981).

Los puntos mas importantes para considerar en la estrategia de purificacion de lectinas es el

rendimiento y factor/grado de purificacion (basado en la actividad especifica de la lectinas) (He et
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al., 2018), sin embargo, es importante tomar en cuenta que las semillas de leguminosas deben
presentar un alto contenido de lectinas o actividad hemaglutinante, esto con la finalidad de obtener

un rendimiento mayor y disminuir costos en la purificacion (Gautam, Shrivastava, et al., 2018;

Lam & Ng, 2011).

Tabla 6. Matriz de afinidad y buffers empleados en la purificacion de lectinas de diferentes leguminosas

Buffer de Buffer de
E i t Li Ref i
specie Soporte igando solubilidad elucién eferencia
Phaseolus %}lg(;l;\i_Hg Morales-
coccineus ' 5 8’ P Cerda, 2014
A i . -
garosa Fetuina PBS pH 7.4 Glicina-LCl
Valadez-Vega
0.05 M, pH etal., 2011
Phaseolus 2.5 N
tifoli E . illo-
acutifolius Sephadex ) stro.ma' Acido acético C.aStl ©
G-25 eritrocitario PBS pH 7.4 30 /v Villanueva
(tipo O) ° et al., 2007
NaCl 1 M en
Tris-HCI 1 M, Tris-HC1 Sharma et al.,
H73 0.01 M, pH 2009
Affi-gel blue gel P ” 3’ P
Agarosa NaCl 1 M
Cibacron Blue F3GA ) a : en
Tris-HCI 0.01 Tris-HCI Anget al.,
Phaseolus M, pH 7.6 0.01 M, pH 2014
vulgaris 7.6
Estroma PBS pH 7.4 Glicina-HC1 Vargas-
Sephadex o
G-75 eritrocitario con 0.1 % p/v 02M,pH  Albores et al.,
(tipo O) azida de sodio 2.5 1993
Glicina-HCI
De Mejia et
Agarosa Fetuina PBS pH 7.4 0.05 M pH cVace
al., 2005
2.8
NaCl0.15M  Galactosa 0.1 Trivathi ef al
. . etal.,
Vigna radiata  Sepharose  Galactosilo en Tris-HCl M en NaCl P 2018
0.02 M, pH 8.0 0.15M
NaCl 1 M en
Affi-gel bl 1
Vigna ' Ag;arl:):ae ge Tris-HC10.01  Tris-HCI ~ Wong & Ng,
sesquipedalis Cibacron Blue F3GA M, pH 7.6 0.0171\2, pH 2003

21



1.5. Género Vigna

1.5.1. Generalidades

El género Vigna incluye siete subgéneros (Ceratotropis, Haydonia, Lasiocarpa, Macrorhycha,
Plectotropis, Sigmoidotropis y Vigna) (Figura 8) (Boukar ef al., 2013), pero solo especies de tres
subgéneros (Ceratotropis, Plectotropis y Vigna) han sido domesticadas y cultivadas (Pandiyan et
al., 2012). El subgénero Ceratotropis es también conocido como Vigna Asiatico y el subgénero
Vigna comunmente llamado Vigna Africano (Bisht & Singh, 2013; Boukar et al., 2013; Pandiyan
etal., 2012).

Phaseolus

. ..,/
J AFRICA

|

Sigmoidotropis

Haydonia

\ Vigna

g SO
[ ]
Lasiospron (Ceratotropis
Ceratotropis (Asian Vigna )
AMERICA ASIA

Figura 8. Relacion y distribucion de subgéneros pertenecientes al género Vigna

Fuente: Tomooka et al., 2011

Se ha documentado que el género Vigna (familia Fabaceae) estd comprendido por un poco mas de
100 especies, pero solo alrededor de nueve o diez especies han sido domesticadas, como se muestra
en la Figura 9,mientras que el resto son especies silvestres subaprovechadas (Harouna et al., 2018;
Tomooka et al., 2014); que presentan caracteristicas agronémicas adecuadas, como es la resistencia
a enfermedades (Oyatomi et al., 2016); por lo tanto, la morfologia vegetativa y las caracteristicas
agrondmicas importantes de las especies silvestres de Vigna presentan una amplia gama de
diversidad que podria explotarse en la domesticacion y la mejora de los cultivos, aunque también
se podria aprovechar nutricionalmente ya que pocos estudios han caracterizado al género Vigna

como una fuente importante de proteinas (Harouna ef al., 2018).
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Figura 9. Especies domesticadas del género Vigna que representan la diversidad en la morfologia de las semillas

Fuente: Modificado de Harouna et al., 2018

1.5.2. Vigna unguiculata

1.5.2.1. Generalidades

Vigna unguiculata, presentada en la Figura 10, es conocido en México como frijol vaquita o caupi,
pero en el mundo se le ha designado una infinidad de nombres siendo el mas popular cowpea
(Awika & Duodu, 2017; Estrada Dominguez et al., 2018); pero en Africa de donde es originario

se le conoce como Niébé, aunque puede variar dependiendo el grupo étnico (Diouf, 2011).

Esta leguminosa es originaria de Africa, siendo domesticada en ese continente, pero también se ha
evidenciado su cultivo en Asia, sur de Europa, sur de los Estados Unidos, América Central y
Suramérica (Diouf, 2011; Lonardi et al., 2019), observandose su crecimiento en un amplio rango
de condiciones climaticas que van desde las semiaridas hasta subhtimedas (Rivas-Vega, 2006); se
destaca su tolerancia a baja fertilidad del suelo, debido a sus tasas altas de fijacién de nitrégeno

(Ehlers & Hall, 1997), asi como su habilidad para crecer en suelos 4cidos y alcalinos (Fery, 1990).

En México, es una fuente importante de alimento para la poblacion rural de los estados de
Campeche, Chiapas, Guerrero, Jalisco, Oaxaca, Tabasco, Veracruz, Yucatdn y Tamaulipas

(Lagunes-Espinoza et al., 2008). De esta especie de frijol se consumen los granos secos, vainas
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verdes, plantas en crecimiento y la planta completa se usa como forraje (Ehlers & Hall, 1997;

Estrada Dominguez ef al., 2018).

Figura 10. Morfologia (V. unguiculata): A) diferentes fenotipos de semilla, B) flor, C) vaina y hojas
Fuente: Tomooka ef al., 2011
1.5.2.2. Taxonomia
En la Tabla 7 se presenta la caracterizacion taxondmica presentada por Marquez-Quiroz et al.,

2015.

Tabla 7. Caracterizacion taxonomica de frijol vaquita (V. unguiculata)

Taxonomia
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Rosidae
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Tribu Phaseoleae
Subtribu Phaseolinae
Género Vigna
Especie  Vigna unguiculata L.

Fuente: Marquez-Quiroz et al., 2015
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1.5.2.3. Composicion proximal
El frijol vaquita presenta alta concentracion de proteinas y ha mostrado la presencia de lectinas
como parte de su composicion, asi como de otros compuestos bioldogicamente activos, los cuales

se exponen en la Tabla 8.

Tabla 8. Composicion proximal y principales componentes bioactivos de V. unguiculata

Composicion proximal' (%)
Humedad 9.7-10.1
Proteina 18.6-26.9
Extracto etéreo 0.8-1.6
Fibra (insoluble) 1.7-3.0
Cenizas 2.7-4.7
Componentes bioactivos
Lectinas® 125-300
Inhibidores de tripsina (TIU/mg proteina)  37-91
g/Kg
Acido fitico 6.2-15.3
Taninos 3.9-11.9
TS 413.9
% con base al almidon total
RDS 2.9
SDS 32.1
RS 64.9

Fuente: Compilado de Antova ef al., 2014; Dominguez-Perles ef al., 2016; Marconi et al., 1997

! expresado en base htimeda. 2 HA: actividad hemaglutinante (expresado como el reciproco de la mayor dilucién que
presenta hemaglutinacion; g/mL). TS: almidon total; RDS: almidon de rapida digestion; SDS: almidén de lenta
digestion; RS: almidon resistente.

1.5.2.4. Estudios sobre la actividad bioldgica de las proteinas de V. unguiculata
Se han llevado a cabo diferentes estudios, donde se ha aislado, purificado y extraido proteinas del
frijol vaquita (V. unguiculata), como son lectinas, péptidos bioactivos y otras proteinas con

actividad biologica.

Los aislados proteinicos del frijol vaquita han mostrado actividad antioxidante (Thumbrain et al.,
2020), mientras que los péptidos obtenidos de la hidrolisis enzimatica (pepsina-pancreatina y
flavourzyme) de su proteina mostraron actividad antihipertensiva , como inhibicion de la enzima
convertidora de angiotensina I (ECA-1), en los péptidos >10 (51.34%), >5 (46.45%), >3 (51.61%),
>1(77.77%) y <1 kDa (79.57%); los péptidos <1 kDa mostraron mayor actividad in vitro e in vivo,

25



al inhibir la ECA-1 y reducir la presion arterial en ratas (Cu-Canetas et al., 2015). Se ha purificado
dos lectinas (a-AFP y B-AFP) de harina de V. unguiculata compuestas de unidades, de peso
molecular de 28 kDa y 12 kDa, respectivamente; la cuales presentaron actividad antifingica y
antiviral contra el virus VIH, encontrandose mayor inhibicion con la fraccion B-AFP (Ye et al.,

2000).

1.6. Actividad antioxidante

1.6.1. Estrés oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), exhibidas en la Tabla 9, son producidas por los
organismos vivos como resultado del metabolismo celular normal del oxigeno molecular, estos
denominados como oxidantes endogenos, aunque también las especies reactivas de nitrogeno
(RNS) entran en esta categoria (Birben et al., 2012). El humo del cigarro, exposicion al ozono,
hiperoxia, radiacion ionizante y iones de metales pesados, pertenecen a otro grupo denominado
como oxidantes exdgenos, ya que poseen o pueden producir radicales libres como ROS y RNS que

interaccionan con la célula (Birben et al., 2012; Duan et al., 2016).

Tabla 9. Principales especies reactivas de oxigeno (ROS)

Oxidante Formula Reaccion
Anién superdxido Oy NADPH + 20, <> NADP" + 20, + H"
20, +H" — 0 + H,0;
Peroxido de hidrogeno ~ H20:  Hipoxantina + H>O + O; <> xantina + H20»
Xantina + H>O + O < acido urico + H0>

Radical hidroxilo *OH Fe’* + H,0» — Fe** + OH + «OH

Acido hipocloroso HOCI H>02 + CI' - HOCl1 + H20

Radicales peroxilo ROO- Re + Oz — ROOe
Radical hidroperoxilo ~ HOO- 02 + H20 < HOO-« + OH"

Fuente: Birben et al. (2012)

El cuerpo humano est4 equipado con una variedad de antioxidantes que sirven como contrapeso al
efecto de los oxidantes, llamados antioxidantes enddgenos. Estos pueden ser clasificados en dos
categorias: Enzimaticos (superdxido dismutasas, catalasa, hemo oxigenasa-1, glutation
peroxidasas, tiorredoxinas, peroxirredoxinas, glutation transferasa, glutaredoxinas) y no
enzimaticos como es la vitamina A (retinol), vitamina C (dcido ascérbico), vitamina E (o-

tocoferol), glutation y carotenoides (B-caroteno) (Birben et al., 2012).

26



El estrés oxidativo ocurre cuando el equilibrio entre antioxidantes y oxidantes (ROS, RNS,
radicales libres) se interrumpe debido al agotamiento de los antioxidantes o a la acumulacion de
oxidantes, por lo tanto, un sistema biologico es incapaz de desintoxicar facilmente las especies
reactivas o para reparar el dafio celular resultante; esto conduce a la acumulacion de ROS y RNS
en el cuerpo o las células, causando toxicidad celular y provocando dafio en la funcion biologica
de otras macromoléculas como proteinas intracelulares, lipidos de membrana, lipoproteinas, DNA,
pérdida de funcion de enzimas (Birben et al., 2012; Duan et al., 2016; Prior & Wu, 2013;
Quintanar-Escorza & Calderon-Salinas, 2009). Cuando ocurren estos dafios a la célula, puede
contribuir al inicio de enfermedades cronico degenerativas como el cancer (Reuter et al., 2010;

Valko et al., 2006), entre otras enfermedades.

Hay otro tipo de antioxidantes denominados exdgenos, los cuales provienen de la dieta (Quintanar-
Escorza & Calderdn-Salinas, 2009), entre los que se destacan: Vitaminas (A, B, C, E) y minerales
(zinc, selenio, manganeso, cobre) (Prior & Wu, 2013), compuestos fenolicos (flavonoides,
antocianinas, carotenos, taninos, etc.) (Kuskoski ez al., 2005), y proteinas bioldgicamente activas
(péptidos bioactivos, globulinas, etc.) (Arise et al., 2019); todos estos compuestos provenientes de

fuentes animales y vegetales.

1.6.2. Actividad antioxidante

Pisoschi & Pop (2015) definieron el término “antioxidante” con base en sus criterios de
clasificacion como ‘“‘enzimaticos y no enzimaticos, preventivos o reparadores, endogenos y
exogenos, primarios y secundarios, hidrosolubles y liposolubles, naturales o sintéticos.
Antioxidantes primarios son principalmente rompedores de cadenas, capaces de eliminar especies
de radicales mediante la donacion de hidrogeno. Los antioxidantes secundarios son inhibidores del
oxigeno singlete, descomponedores de peroxido, quelantes de metales, inhibidores de enzimas
oxidativas o absorbentes de radiacion UV.” Y de manera mas sencilla, Sun ef al. (2018) definieron
a la actividad/capacidad/poder/potencial antioxidante como “la capacidad o habilidad de un
compuesto o mezcla de compuestos para prevenir o detener las reacciones oxidativas que se

producen a otra moléculas.”

Los ensayos de actividad antioxidante se han clasificado como in vitro e in vivo acorde a sus
aplicaciones. Se han desarrollado una gran cantidad de métodos in vitro para evaluar la actividad
antioxidante (&cido ascorbico, Folin-Ciocalteu, ABTS+*, TRAP, DPPH*, DMPD, FRAP, etc.)

aplicables en diferentes tipos de matrices como plasma, bebidas, vegetales y frutas (Alam et al.,
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2013; Schlesier et al., 2002). Estos protocolos se basan en sustancias cromdgenas de naturaleza
radical, la perdida de color ocurre de forma proporcional con la concentracion de antioxidantes, y
por lo tanto indica la actividad antioxidante (Kuskoski et al., 2005). Referente a modelos in vivo,
los ensayos se basan en administrar las muestra (a analizar) a animales (ratones, ratas, etc.) en un
régimen de dosificacion definido; después de un periodo de tiempo los animales se sacrifican y se
usan sangre o tejidos para evaluar la actividad antioxidante (FRAP, estimaciéon de glutation
reducido, peroxidasa y S-transferasa, método de superdxido dismutasa, catalasa, peroxidacion

lipidica, ensayo LDL, ensayo radical NO*, entre otros) (Alam et al., 2013; Chanda & Dave, 2009).

Los métodos in vitro proporcionan una indicacion util de las actividades antioxidantes, pero los
datos obtenidos por estos métodos son dificiles de aplicar a los sistemas biologicos (Antolovich et
al., 2002). No obstante, las determinaciones de la capacidad antioxidante realizadas in vitro nos

dan una idea aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas in vivo (Kuskoski et al., 2005).
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JUSTIFICACION

Desde hace tiempo se ha estudiado el papel que juegan las lectinas de leguminosas en el tratamiento
de enfermedades cronico-degenerativas, evaluando su potencial bioldgico en sistemas in vitro € in
vivo. De igual forma, existen multiples reportes que investigan la posible toxicidad de las lectinas,
como es el dafio a nivel gastrointestinal o incluso una reaccion alérgica. Una de las lectinas que se
consideran importantes son las provenientes del frijol vaquita (Vigna unguiculata) debido al alto
consumo de esta leguminosa que se tiene en nuestro pais, por lo cual se considera relevante su
purificacion y determinacion de su actividad antioxidante, lo cual sentard las bases para determinar

su potencial farmacologico en sistemas in vivo.
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HIPOTESIS

Las lectinas del frijol vaquita (V. unguiculata) pueden ser purificadas por medio de cromatografia

de afinidad y poseen capacidad para aglutinar por lo menos dos tipos de eritrocitos humanos.

OBJETIVOS

General

Realizar la purificacion y determinacion de la actividad antioxidante de las lectinas del frijol

vaquita (Vigna unguiculata).

Especificos

1. Realizar la caracterizacion fisica (dimensiones) y contenido de proteina cruda de las semillas
de frijol vaquita.

2. Determinar las condiciones Optimas para la purificacion de una fraccion de lectina de frijol
vaquita por medio de cromatografia de afinidad.

3. Determinar la actividad hemaglutinante de las lectinas obtenidas en eritrocitos humanos del
grupo Ay O.

4. Determinar la actividad antioxidante de las lectinas.
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II. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales
2.1.1. Material vegetal

Frijol vaquita (Vigna unguiculata) del Municipio de Tulancingo de Bravo, en el Estado de Hidalgo.

2.1.2. Material bioldgico

Sangre humana (A y O) para la separacion de eritrocitos.

2.2. Métodos

2.2.1. Obtencion de harina

Las semillas de frijol vaquita se seleccionaron manualmente y se eliminé el material extrafio,
posteriormente se sometieron a un proceso de molienda hasta la obtencion de un polvo fino que se
tamizo6 a través de la malla No. 40 (<400 um). Se determind el contenido de proteina cruda con la
metodologia de la AOAC (1995) (955.04, factor de conversion 6.25). La harina se almacen6 a

temperatura ambiente en frascos de vidrio hasta su uso.

2.2.2. Obtencion del concentrado proteinico

Como primer paso se obtuvo el extracto crudo con la metodologia reportada por De Mejia et al.
(1990), con algunas modificaciones. Se prepar6 una dispersion de harina de frijol en buffer fosfato
salino (PBS, pH 7.4) en una relacion 1:10 p/v, la cual se mantuvo en agitacion constante por 16
horas a 4°C, después se centrifug6é (10 000 rpm, 1 hora, 4°C) (GS-15R Centrifugue, Beckman,
USA), posteriormente se desecho el precipitado, colectando el sobrenadante (extracto crudo).
Como segundo paso se precipitd la proteina soluble con la metodologia reportada por Valadez-
Vega et al. (2014), con algunas modificaciones. El extracto crudo se mezclo6 con sulfato de amonio
(J.T. Baker, México) hasta un 70% de saturacion, y se mantuvo en agitacion (100 rpm) durante una
hora a 4°C. Posteriormente, la proteina precipitada se separd por centrifugacion (10 000 rpm, 1
hora, 4°C). El sobrenadante se elimind y el pellet (extracto proteinico) se resuspendio en 10 mL de
buffer fosfato salino (PBS, pH 7.4) para posteriormente dializar en una membrana de dialisis
(MWCO 25 000 Da, Sprectra/Por™, USA) con tres cambios de PBS durante 24 horas, para
eliminar trazas de sulfato de amonio. El extracto proteinico se mantuvo en congelacion a -20°C

hasta su uso.
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2.2.3. Extraccion y purificacion de lectinas

Se utiliz6 la metodologia reportada por Valadez-Vega et al. (2014), con modificaciones; la cual se
llevo a cabo en una columna cromatografica de 3 x 20 cm (Bio-Rad, USA) empleando una matriz
de fetuina-agarosa (F3256, Sigma-Aldrich, México), regulando el flujo con una bomba peristaltica
(Econo Gradient Pump, Bio-Rad, USA) y colectando fracciones con un colector semiautomatizado
(Model 2110, Bio-Rad, USA). Se agregaron 2 mL del concentrado proteinico obtenido en la
seccion 2.2.2 en la columna y se lavo con 120 mL de PBS a una velocidad de 3 mL/min, la elucion
de las lectinas (fraccion hemaglutinante) se efectué con una disolucion de glicina-HC1 0.05 M, pH
2.8 a la misma velocidad; se colectaron fracciones de 3 mL, determinando su absorbancia a 280
nm para detectar la presencia o ausencia de lectinas en cada fraccion. Las fracciones colectadas del
pico de lectinas se dializaron contra agua desionizada con 3 cambios durante 24 horas. Las lectinas

purificadas se congelaron, liofilizaron y se conservaron a -20°C para estudios posteriores.

2.2.4. Determinacion de proteina soluble

Se utilizo el protocolo descrito por Bradford (1976), en el cual se tom6 una muestra de 100 pL de
extracto proteinico y se mezcld con 3 mL de reactivo de Bradford (azul de coomassie brillante G-
250 (161-0406, Bio-Rad, USA) 0.01 % p/v, etanol absoluto (Meyer, México) 4.7 % v/v y éacido
fosforico (Fermont, México) 8.5 % v/v), se colocaron en un tubo y se dejé en reposo a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Posteriormente se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de
595 nm contra un blanco de reactivo. Se prepar6 una curva de calibracion (Anexo 1) con albumina
de suero bovino (BSA) (05470, Sigma-Aldrich, México) como estandar a concentraciones de 0.1-

0.6 mg/mL.

2.2.5. Determinacion de la actividad hemaglutinante

2.2.5.1 Preparacion de eritrocitos

Para la preparacion de los eritrocitos se utilizdé sangre humana fresca tipo A y O de donadores
sanos, siguiendo el protocolo de extraccion y purificacion que se resume en la Figura 11. La sangre
se colectd en tubos con EDTA al 2 % como anticoagulante, se mezcl6 suavemente con el fin de no
lisar los eritrocitos y se centrifugd a 2500 rpm durante 5 min para separar los eritrocitos del plasma.
El precipitado que contiene los eritrocitos se separd, desechando el sobrenadante (plasma,

leucocitos y plaquetas), los eritrocitos se resuspendieron en 3 volimenes de PBS y se mezclaron
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suavemente, se centrifugd a 2500 rpm por 5 min, el sobrenadante se desechd y se colectd
nuevamente el precipitado que contiene los eritrocitos, este proceso se repitio 3 veces para eliminar
los restos de plasma, finalmente los eritrocitos se resuspendieron en PBS hasta una concentracion

del 2 % de eritrocitos y se mantuvo en refrigeracion a 4°C.

PBS X3
YA T R I
e bl ad +r.+“.
= [0 =
EDTA-k, ‘ '2 * ,
i

Figura 11. Protocolo para preparacion de eritrocitos al 2% en PBS. (A) colecta de sangre; (B) sangre en tubos con
anticoagulante; (C) centrifugacion; (D) lavados con PBS; (E) centrifugacion; (F) paquete globular (eritrocitos)

2.2.5.2. Actividad hemaglutinante (AH)

La actividad hemaglutinante de las lectinas obtenidas durante los procesos de extraccion y
purificacion se determin6 mediante la técnica de dilucion en serie descrita por Sharma et al. (2009).
Se realizaron diluciones seriales por triplicado en una microplaca de fondo plano de 96 pozos; para
ello, a cada pozo se adicionaron 50 uLL de PBS, al primer pozo se le agregaron 50 uL de extracto
proteinico o disolucion de lectinas, se homogenizd y se tomaron 50 puL del primer pozo, pasandolo
al segundo y asi sucesivamente para realizar todas las diluciones, a cada pozo se le adicionaron 50
nL de la suspension al 2 % de eritrocitos en PBS, se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente
(= 20 °C), y se observaron los pozos donde se tomo6 aquél con la Gltima dilucion que presenta
aglutinacion, el cual representa el titulo de aglutinacién. El titulo de hemaglutinacion (unidad
hemaglutinante, UH) se define como el reciproco de la dilucién mas alta que exhibe actividad de
aglutinacién (Thompson et al., 1986). La actividad especifica de la lectina se calcul6 dividiendo el
titulo de aglutinacion entre los miligramos de proteina soluble presente en los 50 pL. de la muestra,

determinada por el método de Bradford.
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2.2.6. Actividad antioxidante in vitro

2.2.6.1 Tratamiento de la muestra

Una cantidad conocida de harina, concentrado proteinico o lectina se agregaron a un 1 mL de agua
destilada en tubos Eppendorf, posteriormente, se dispersd la muestra por 5 min en vortex a
velocidad baja, evitando la presencia de espuma; a continuacion, la muestra se centrifugéd a 10 000

rpm por 5 min, recolectando el sobrenadante (extracto acuoso).

2.2.6.2. FRAP

El ensayo de poder reductor de hierro se llevo a cabo con el protocolo descrito por Benzie & Strain
(1999), el cual se basa en la reaccion del radical Fe**-TPTZ con el antioxidante presente en la
muestra, en condiciones de pH acido, provocando la reduccion del complejo y coloreando la
reaccion (Fe*"-TPTZ). El reactivo FRAP se preparé mezclando buffer de acetato de sodio (300
mM, pH 3.6), disolucion TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine; 10 mM en 40 mM HCI) (T1253,
Sigma-Aldrich, México) y cloruro férrico hexahidratado (FeCl3*6H20; 20 mM) (Merck, México)
en una proporcion 10:1:1 v/v/v. Una alicuota de 100 pL de muestra se hizo reaccionar con 3000
puL de reactivo FRAP recién preparado, posteriormente la reaccion se incubd por 4 min a
temperatura ambiente. Se midi6 la absorbancia a 593 nm contra un blanco de reactivos. Se realizo
una curva de calibracion (Anexo 1) usando varias concentraciones de Trolox (100-1000 uM)
(228813, Sigma-Aldrich, México) como estandar. Los resultados se expresaron como micromoles

equivalentes de Trolox por gramo de muestra (umol TE/g muestra).

2.2.6.3. ABTS™

Se determind por el método del radical ABTS*" detallado por Re et al. (1999), con algunas
modificaciones, el cual se basa en la reduccién de la coloracion producida por la reaccion del
radical 4cido 2.2 -azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS*') con el antioxidante
presente en la muestra. El radical cation ABTS™" se prepar¢ a partir de una disolucion estandar de
ABTS (A1888, Sigma-Aldrich, México) 7 mM en agua destilada y persulfato de potasio (J.T.
Baker, México) 2.45 mM en disolucion de ABTS, incubados a temperatura ambiente en obscuridad
por 12-16 h. El radical se diluy6 en buffer fosfato salino (PBS, pH 7.4) hasta obtener una
absorbancia de 0.70 (£ 0.02) a 734 nm. 20 pL de muestra se hicieron reaccionar con 1980 uL de
radical ABTS™ diluido, para posteriormente incubar a temperatura ambiente durante 6 minutos.

Por ultimo, se procedid a medir la absorbancia a 734 nm. Se realizé una curva de calibracion
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(Anexo 1) usando varias concentraciones de Trolox (100-1000 uM) (228813, Sigma-Aldrich,
M¢éxico) como estandar. Los resultados se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox

por gramo de muestra (umol TE/g muestra).

35



2.3. Estrategia experimental

‘ Vigna unguiculata ‘
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Dimensiones (largo,
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Figura 12. Estrategia experimental
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III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Material vegetal

El frijol vaquita es de color blanco con negro (Figura 12A), el color negro se presenta en forma de
manchas irregulares con lados circulares, la forma del frijol es ovalada, y el hilo de color blanco;
sin embargo, estas caracteristicas difieren con otras variedades estudiadas, ya que se ha reportado
una variedad de color crema y cerca del hilo de color café (Souza Rocha et al., 2014), otra variedad
reportada tiene color anaranjado con el hilo color crema (NAROGenebank, 2017). Herniter et al.
(2018), reportan variedades de color negro, negro con manchas pequefas color crema, y semillas
color café ; estas diferencias evidencian la variabilidad morfologica entre especies del género

Vigna, y entre variedades de una misma especie (Harouna et al., 2018).

Figura 13. Vigna unguiculata. A) semillas. B) grosor, C) largo y ancho de la semilla

Las dimensiones promedio del frijol vaquita, presentadas en las Figura 13B y Figura 13C,
analizadas en el presente trabajo fueron de 1.08 + 0.13 cm de largo (L), 0.60 + 0.06 cm de ancho
(A) y 0.75 £ 0.05 cm de grosor (G), los cuales son superiores a lo reportado por Marquez-Quiroz
et al. (2015) para variedades de frijol vaquita cultivadas en Tabasco (L: 0.71-0.83 cm; A: 0.53-0.59
cm; G: 0.43-0.48 cm) y semejante para variedades cultivadas en Camertn (L: 0.74-0.92 cm; A:

0.55-0.73 cm; G: 0.38-0.58 cm) analizadas por Kaptso et al. (2008).

Las diferencias observadas en las caracteristicas fenotipicas de las semillas de distintas variedades
en una misma especie, se deben a las condiciones de fertilizacion y el contenido de minerales
presentes en el suelo, asi como, a las condiciones climaticas, irrigacion, entre otros factores

ambientales y edaficos (Marquez-Quiroz et al., 2015).
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3.2. Contenido de proteina en harina de frijol vaquita

El contenido de proteina total del frijol vaquita utilizado en el presente estudio fue de 22.78 = 0.18
% (factor de conversion 6.25), este porcentaje concuerda con lo reportado por Antova et al. (2014)
quienes encontraron entre un 22.5-25.6% de proteina en semillas de cuatro accesiones cultivadas
en Nigeria, mientras que Dominguez-Perles et al. (2016) para 28 accesiones cultivadas en Portugal
obtuvieron un contenido de proteina entre 18.6-26.9%; de manera similar, Gupta et al. (2010)
encontraron una concentracion de proteinas entre 22.4-27.9% para 21 genotipos cultivados en

India.

Estas diferencias en el contenido de proteina entre el frijol vaquita analizado en el presente trabajo
y los reportados son atribuidas a la especie, variedad, condiciones de cultivo, clima,

micronutrientes y macronutrientes, riego, entre otras (Hatamikia ef al., 2019).

3.3. Purificacion de lectinas de frijol vaquita

La Figura 13 muestra el cromatograma obtenido en la purificacion de la lectina de frijol vaquita,
presentando un comportamiento semejante a los reportados para la separacion de otras lectinas,
utilizando el mismo método cromatografico y misma matriz de afinidad (fetuina-agarosa), para
leguminosas del género Phaseolus, como es el frijol tépari (Phaseolus acutifolius) (Castillo-
Villanueva et al., 2007; De Mejia et al., 2005; Valadez-Vega et al., 2011), frijol comtn (Phaseolus
vulgaris) (De Mejia et al., 2005) y frijol ayocote (Phaseolus coccineus) de las variedades negro y

morado (Morales-Cerda, 2014).

El cromatograma muestras tres fases o regiones caracteristicas de la purificacion de lectinas: No
retenida (fracciones ~1-25), en la cual eluye la proteina que no presenta afinidad o la capacidad de
unirse a la matriz de fetuina-agarosa, lo que permite salir de la columna de manera rapida, esta fase
se lleva a cabo aproximadamente en los primeros 25 min de iniciada la purificacion; fase de
estabilizacion (fracciones =26-39) (en =13 min se completa la fase), en la cual se puede observar
que todavia existe proteina que no presenta afinidad, pero tal vez, por su tamafio tarda mayor
tiempo en eluir de la matriz, hasta la fraccion 39 se puede observar que existe una estabilizacion
por medio de la absorbancia (UA < 0.005). En la fracciéon 40 (minuto 40) se inyect6 el buffer
glicina-HCI pH 2.8 con la finalidad de cambiar las condiciones de operacion, siendo el medio acido
el cual favorece la liberacion de la proteina retenida en la columna cromatografica, lo que se refleja
con la presencia de un pico (fracciones ~54-68), y tarda aproximadamente 14 min en obtenerse la

fraccion de lectina. Posteriormente las fracciones se juntaron y dializaron contra agua destilada, y
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se corrobord que ese pico corresponde a lectinas, por medio de pruebas de hemaglutinacion con

eritrocitos humanos (A y O).
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Figura 14. Cromatograma de la purificacion de lectina de frijol vaquita (Vigna unguiculata) por cromatografia de
afinidad (matriz fetuina-agarosa).
Se colectaron fracciones de 3 mL y se monitore6 la absorbancia a 280 nm. UA: unidades de absorbancia.

Durante el proceso de purificacion (Tabla 10) se observd un decremento del contenido de proteina
(hasta un 99.56% para la lectina) y del rendimiento (0.44% en la lectina), lo cual es debido a que
el proceso de purificacion descarta aquellas proteinas que no presentan las caracteristicas de
afinidad de las lectinas, lo que a su vez incrementa el grado de purificacion (69.30). Este
comportamiento ha sido observado por diferentes autores al realizar la purificacion de lectinas de
otras leguminosas como Phaseolus acutifolius (0.586% y 26) (Valadez-Vega et al., 2011), Vigna
radiata (1.7% y 192.47) (Tripathi et al., 2018), Phaseolus vulgaris (0.85% y 15.80) (Sharma et al.,
2009), Phaseolus lunatus (0.76% y 13.1) (Wu et al., 2016), Phaseolus vulgaris cv. Chinese Pinto
(0.56% y 15.4) (Ang et al., 2014), Phaseolus vulgaris cv. cacahuate (189) (Vargas-Albores et al.,
1993).

En la Tabla 10 se presenta la actividad especifica de las lectinas, observando que es mayor que la
mostrada para el extracto crudo y extracto proteinico, lo cual es atribuido al proceso de purificacién
(He et al., 2018).

La actividad especifica de la lectina obtenida en el presente trabajo fue inferior a la reportada para
Vigna mungo, de acuerdo al estudio de Suseelan et al. (1997) quienes reportan dos fracciones de
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lectina con actividad especifica de 101386 UH/mg (BGL-1) y 98462 UH/mg (BGL-II), asi como
para Vigna sesquipedalis cv ground bean reportada por Wong & Ng (2003) con una actividad
especifica de 9150 UH/mg; mientras que el resultado obtenido en el presente trabajo es superior
para Vigna umbellata, donde Datta et al. (1988) reportaron valores inferiores para dos fracciones
con especificidad a diferentes tipo de eritrocitos: fraccion 1 (29.8 UH/mg) especifico para
eritrocitos del grupo B y fraccion 2 (727 UH/mg) con especificidad para eritrocitos del grupo A.
También en especies del género Phaseolus se han purificado lectinas, por ejemplo, el resultado
obtenido en el presente trabajo es superior a la actividad especifica de la lectina purificada de
Phaseolus lunatus (2293 UH/mg) (Wu et al., 2016) y para Phaseolus vulgaris (10240 UH/mg)
(Fang et al., 2010); pero inferior (226376.51 UH/mg) a una lectina purificada de Phaseolus
acutifolius (Valadez-Vega et al., 2011).

Las diferencias mostradas entre las actividades hemaglutinantes reportadas y la obtenida en la
lectina analizada en el presente trabajo, puede ser debida a varios factores tales como la fuente de
eritrocitos empleados (humanos A, O y B; animales), ya que regularmente para evaluar la actividad
especifica durante el proceso de purificacion se emplea el tipo de eritrocito donde se observa
presencia de actividad y la mayor actividad hemaglutinante. También, la presencia de varias
isolectinas y sus diferentes caracteristicas influyen, por ejemplo, Datta et al. (1988) reportd dos
isolectinas en Vigna umbellata, una hacia eritrocitos tipo B y la otra hacia eritrocitos tipo A, caso
contrario a Castillo-Villanueva et al. (2007) que encontraron cuatro isoformas en Phaseolus

acutifolius sin especificidad serologica en humanos, pero el ensayo se llevo a cabo con eritrocitos

tipo O.
Tabla 10. Purificacién de lectinas de frijol vaquita (Vigna unguiculata)!
Titulo de
Actividad ifi
Etapa de Proteina  hemaglutinacion ¢ 1v1([;1H /f:p;m 1ea Gradode  Rendimiento
purificacion (mg) (UH) g purificacion (%)
Tipo A  Tipo O Tipo A Tipo O
E
Xracto - gees1 128 256 171.81 343.62 1 100
crudo
Concentrado g9 o5 4096 4096  4553.64  4553.64 26.50 9.28
proteinico
Lectinas 431 512 512 11906.08  11906.08 69.30 0.44

! Resultados para 10 gramos de harina.
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3.4. Actividad hemaglutinante

Las pruebas de hemaglutinacion de la lectina obtenida en el presente trabajo (Tabla 11) mostraron
que la lectina presenta especificidad hacia los eritrocitos humanos del tipo A y O, con un titulo de
hemaglutinacion de 512 en ambos casos, lo cual, es debido a que se ha demostrado que los grupos
sanguineos del sistema ABO estdn compuestos por una secuencia de 4 carbohidratos (sustancia
precursora) conformados por Glucosa-Galactosa-Acetil-glucosamina-Galactosa, que se encuentran
en la membrana de los eritrocitos, los cuales son la base para la unién de otros carbohidratos, para
dar lugar a la tipificacion del sistema ABO. Posteriormente el gen H, codifica para la produccion
de la enzima transferasa H, que une una molécula de L-fucosa a la galactosa terminal, formandose
el antigeno H, denominéndose grupo sanguineo O. Posteriormente, son formados los grupos
sanguineos A y B, ya que entran a una segunda ronda con la enzima transferasa A y transferasa B,
respectivamente. Transferasa A adiciona acetil-galactosamina y transferasa B galactosa. Entonces,
los azucares terminales de los grupos ABO quedan de la siguiente manera: grupo O (L-fucosa),
grupo A (L-fucosa + acetil-galactosamina) y grupo B (L-fucosa + galactosa) (Arbelaez Garcia,
2009).

Tabla 11. Actividad hemaglutinante sobre eritrocitos humanos (A y O) de las lectinas del frijol vaquita (V.
unguiculata)

Titulo de hemaglutinacion (UH)
Eritrocitos tipo A Eritrocitos tipo O

Etapa de purificacion

Extracto crudo 128 256
Concentrado proteinico 4 096 4 096
Lectina 512 512

3.5. Efecto de las etapas de purificacion de las lectinas sobre la actividad antioxidante

La actividad antioxidante en el método ABTS™, se presenta en la Figura 14A, la cual muestra
diferencia estadistica significativa (p<0.035), incrementando de manera directamente proporcional
con las etapas de purificacion; caso contrario al método FRAP (Figura 14B), el cual presenta
cambios estadisticos significativos (p<0.05), disminuyendo la actividad antioxidante al ir
aumentando las etapas de purificacion, siendo notorio que la lectina no presento la capacidad de

reducir el radical FRAP.

El extracto crudo mostré una actividad antioxidante, reportada en pmol ET/g muestra, de 48.61

por el radical ABTS y de 10.76 por el radical FRAP.
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La actividad antioxidante cuantificada por medio del radical ABTS, es superior a lo reportado por
Katerere et al. (2012) para una variedad cultivada en Sudéfrica (7.6 umol ET/g muestra) y
Gutiérrez-Uribe et al. (2011) para semillas cultivadas en Yucatan, México con un resultado de 4.04
umol ET/g muestra; pero inferior a lo obtenido por Ng ef al. (2011) para semillas de Malasia (74
umol ET/g muestra).

Por otro lado, la inhibicion del radical FRAP es superior a lo reportado por Katerere et al. (2012)
para una variedad de V. unguiculata cultivada en Sudafrica (5.8 umol ET/g); existen otros estudios
que evidencian el potencial de reducir el radical FRAP por efecto del frijol vaquita, sin embargo,
no son comparables ya que utilizan Fe?" o sulfato de fierro como estandar (Gutiérrez-Uribe et al.,

2011; Ng et al., 2011; Sombié ef al., 2018; Zia-ul-haq et al., 2013).

En harina y extracto crudo se atribuye su actividad antioxidante principalmente a los compuestos
fenolicos (Awika & Duodu, 2017; Grela et al., 2017), en Vigna unguiculata se han reportado;
acidos fenolicos (derivados del acido benzoico y derivados del acido cinamico), flavonoles (O-
glicésidos derivados de la quercetina), proantocianidinas (derivados de la catequina), antocianinas
(O-glicosidos derivados de la delfinidina, cianidina, petunidina, malvidina y peonidina), los cuales
han mostrado tener actividad antioxidante (Awika & Duodu, 2017). Por otra parte, se ha reportado
que las albuminas y globulinas, parecen participar en la actividad antioxidante, ya que se

encuentran en mayor cantidad en las proteinas totales de las semillas (Dash & Ghosh, 2017).

La actividad antioxidante del extracto proteinico tanto con ABTS (58.79 umol ET/g) como con
FRAP (8.34 umol ET/g), confirma el poder antioxidante de la proteina aislada del frijol vaquita al
igual que lo reportado por Thumbrain ef al. (2020), el cual podria ser atribuido a la composicion
de aminoacidos de las proteinas, ya que el acido aspartico, prolina, triptdfano, tirosina, metionina,
cisteina, leucina, arginina, alanina, fenilalanina e histidina han mostrado tener actividad
antioxidante (Chi ef al., 2015). De igual manera, la interaccion proteina-polifenol puede contribuir
en la actividad antioxidante del extracto proteinico, ya que se ha encontrado que las proteinas de

alimentos interactian con compuestos fenolicos por union no covalente (Carbonaro et al., 2015).

La actividad antioxidante de las lectinas de leguminosas ha sido muy poco estudiada, por ende,
existen pocos reportes, sin embargo, cada vez hay mayor interés en esta actividad. Por ejemplo,
Gautam, Gupta, et al. (2018) purificaron la lectina de Cicer arietinum L y encontraron una
actividad antioxidante por radical DPPH entre =30-70 % (20-100 ug/mL); e Lacerda et al. (2017)
evaluaron la capacidad de inhibir la actividad de los radicales ABTS (326 umol 4cido ascérbico/g)

y DPPH (82.9 umol acido ascorbico/g) de la lectina PLUN (Phaseolus lunatus L. var. cascavel).
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En el presente estudio se obtuvieron resultados de 236.94 umol TE/g (ABTS) y 0 umol TE/g
(FRAP). Dado que cada ensayo de actividad antioxidante tiene su propio potencial redox,
mecanismo de accidn, velocidad y capacidad de respuesta a los antioxidantes hidrofilicos y
lipofilicos, asi como la condiciones de operacion del ensayo (Cekic et al., 2009). En el ensayo
ABTS, el efecto antioxidante de proteinas purificadas parece estar correlacionada con su contenido
de grupos sulfihidrilo (SH), puentes disulfuro, la composicién especifica de aminoacidos o su
similitud con moléculas bioldgicas sintetizadas por el organismo vivo con actividad antioxidante
(superoxido dismutasa [SOD] y glutation peroxidasa [GSH-Px]) (Huang et al., 2010). Ademas se
ha demostrado que la presencia de leucina-histidina-prolina en la secuencia de la proteina, asi
como, la presencia de treonina y cisteina pueden contribuir en la actividad antioxidante (Srivastava

etal. 2012).

Sin embargo, en el ensayo FRAP, debido a que su pH de operacion es 4cido (3.6), el H" pueden
afectar el estado de ionizacién de la proteina alterando las interacciones electrostaticas que
estabilizan la estructura terciaria y cuaternaria, causando su desnaturalizacion, y por ende la
precipitacion de la proteina. Ademas, se ha observado que los compuestos de bajo peso molecular
tienen una mayor interaccion con el radical, provocando una eficiente inhibicidon del mismo, por lo
tanto, se enfatiza esta limitacion para evaluar la actividad antioxidante de proteinas y péptidos de
alto peso molecular (Cekig et al., 2009). De igual manera, el grupo tiol que se encuentra en algunos

aminoacidos y proteinas reacciona muy lentamente con el radical FRAP (Benzie & Devaki, 2018).
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Figura 15. Efecto de las etapas de purificacion de lectina de frijol vaquita sobre la actividad antioxidante: A) radical
ABTS*" y B) radical FRAP

Los resultados son el promedio + desviacion estandar (n=3). Letras diferentes en cada barra indican diferencia

estadistica significativa (p<0.05) entre medias por la prueba de Tukey.

43



1.

CONCLUSIONES

Las lectinas del frijol vaquita pudieron ser parcialmente purificadas utilizando una matriz de
fetuina-agarosa, dichas lectinas mostraron una actividad hemaglutinante de 11906.98 UH/mg
y capacidad para aglutinar eritrocitos del grupo A y O.

Las lectinas mostraron una actividad antioxidante 5 veces superior a la mostrada por la harina
y 4 veces por el extracto proteinico en el radical ABTS, sin embargo, por las condiciones acidas
del medio la actividad antioxidante de las lectinas no mostr6 la capacidad de inhibir el radical

al usar el radical FRAP, lo que es un indicio de la sensibilidad de la estructura de la lectina.
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PERSPECTIVAS

= Realizar la caracterizacion estructural.

1.
2
3.
4

5.

Técnicas electroforéticas (Native-PAGE, SDS-PAGE, electroforesis bidimensional)
Contenido de carbohidratos totales

Identificacion y cuantificacion de iones metalicos

Determinacion de enlaces disulfuro y sulfihidrilo libre

Determinar la composicion de aminoacidos

» Efectuar la caracterizacion bioquimica de la lectina.

1.
2.
3.

Actividad hemaglutinante (eritrocitos tipo B y AB; especies animales)

Efecto de los iones metalicos sobre le actividad hemaglutinante

Conocer el carbohidrato especifico al cual la lectina presenta afinidad para unirse. Por
la inhibicién de la actividad hemaglutinante utilizando monosacaridos, disacaridos,

oligosacaridos y glicoproteinas

= Determinar la estabilidad de la lectina a diferentes agentes fisicoquimicos y enzimaticos.

1.
2.
3.

Estabilidad a temperatura y pH
Resistencia a protedlisis enzimatica (tripsina, quimotripsina)

Resistencia a agentes reductores y desnaturalizantes (SDS, urea, DTT)

= (Caracterizar la actividad antioxidante utilizando otros modelos in vitro (radicales sintéticos y

en células).
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ANEXO 1: curvas de calibracion
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Figura 16. Curva de calibracion — Actividad antioxidante: FRAP [100-1000 pM de Trolox como estandar]
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Figura 17. Curva de calibracion — Actividad antioxidante: ABTS [100-1000 uM de Trolox como estandar]
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ABS = 1.1555 BSA - 0.0104
R? = 0.9904
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Figura 18. Curva de calibracion — Determinacion de proteina soluble: método Bradford [0.1-0.6 mg/mL de albtimina
de suero bovino (BSA) como estandar]
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Resumen

Las lectinas son proteinas que no son producto de la respuesta inmune, tienen la capacidad de aglutinarcélulas
y precipitar glicoconjugados, ya que actian como moléculas de reconocimiento dentro de las células y en las
superficies celulares, llamando la atencidon dentro del area biomédica, ya que presentan propiedades bioldgicas,
principalmente capacidad anticancerigena. El objetivo del presente estudio fue purificar y caracterizar
parcialmente la lectina de frijol vaquita (Vigna unguiculata), asi como evaluar su actividad antioxidante, para
lo cual, se utiliz6 frijol vaquita proveniente del estado de Hidalgo, la lectina se aislo por cromatografia de
afinidad, utilizando fetuina como matriz, la lectina se obtuvo en las fracciones 54 a la 68, la cual mostrd
actividad hemaglutinante sobre eritrocitos humanos tipo A 'y O (11 906.98 unidades de hemaglutinacién/mg
proteina, en ambos casos); ademas, el grado de purificacion aumentd 69.30 veces comparado con el extracto
crudo. La lectina mostré inhibicion del radical ABTS (pH basico) (236.94 umol Trolox/g), sin embargo, frente
al radical FRAP no presento actividad, debido a las condiciones 4cidas del medio. Este estudio representa la
base para una posterior caracterizacion bioquimica y bioldgica de la lectina y su posible aplicacion en el area
médica.

Palabras clave: Vigna unguiculata, actividad antioxidante, actividad hemaglutinante.

Abstract

Lectins are proteins that are not a product of the immune response, they have the ability to agglutinate cells and
precipitate glycoconjugates, since they act as recognition molecules within cells and on cell surfaces, drawing
attention within the biomedical area, since they have biological properties, mainly anticancer capacity. The
objective of the present study was to partially purify the cowpea lectin (Vigna unguiculata) and to evaluate its
antioxidant and hemagglutinating activity, to this purpose cowpea seed from the state of Hidalgo were used, the
lectin was isolated by affinity chromatography, using fetuin as matrix, obtaining the lectin in the fractions
comprised in the range of 54-68, which showed hemagglutination (specific activity) on the human erythrocytes
type A and O (11 906.98 hemagglutinating units/mg of protein, in both cases); furthermore, the degree of
purification increased 69.30 fold compared to the crude extract. Lectin showed inhibition of the ABTS radical
(basic pH) (236.94 umol Trolox/g), however, against the FRAP radical it did not show activity, due to the acidic
conditions of the medium. This study represents the basis for a subsequent biochemical and biological
characterization of lectin and its possible application in the medical area.

Keywords: Vigna unguiculata, antioxidant activity, hemagglutinating activity.

Area: Cereales, leguminosas y oleaginosas
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