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GLOSARIO DE TERMINOS
Acido: Que tiene un pH con valor menor de 7.

Acidos grasos: Acidos carboxilicos de cadena lineal, los cuales se aislaron
por primera vez a partir de las grasas. Los acidos grasos pueden ser saturados,
cuando los eslabones de carbono son unicos y son insaturados cuando al
menos dos atomos de carbono estan unidos por un enlace doble.

Antioxidante: Que combate las acciones de los radicales libres, los cuales se
producen naturalmente por el cuerpo durante el metabolismo celular; cuando
se produce en exceso, a veces puede tener un efecto degenerativo dafino.

Antipirético: Reductor de fiebre

Antocianina: Pigmento de las plantas principalmente responsable de dar color
rosado, rojo o purpura. Forma parte del grupo de polifenoles.

Bacterias: Agentes infecciosos unicelulares que viven y se reproducen
generalmente sobre materia organica muerta, y a veces son capaces de causar
enfermedades en seres humanos. El estafilococo y el estreptococo son
ejemplos de bacterias.

Cancerigeno: Productor de cancer.
Cépsula: Fruto seco que abre cuando madura y libera sus semillas por
pequefios agujeros (poros) o una abertura transversal, como la fruta de la

amapola.

Carbohidratos: Son aldehidos o cetonas polixidroxilados. Constituyen una de
las familias de macromoléculas de origen bioldgico mas diversas y abundantes.

Células sanguineas rojas: También llamados eritrocitos, son células de la
sangre, responsables de llevar oxigeno por medio de la hemoglobina.

Colesterol: Sdlido ceroso, ejemplo de esterol. En el cuerpo, el higado produce
el colesterol en la sangre, también contribuye en la creacién de hormonas,
participa en la elaboracién de vitamina D y acidos de biliares, que ayudan a la
digestion.

Diurético: Incrementa la eliminacion de orina.

Enzima: Proteinas que catalizan las reacciones bioquimicas en diversas rutas
metabdlicas.

Espasmo: Contraccion muscular que es involuntaria y dolorosa.

Flavones: Compuestos de la planta que pertenece al grupo flavonoide,
presentes en verduras, fruta, vino o té.



Flavonoides: Pigmentos de la planta con efecto diurético, propiedades
antiinflamatorias y antiespasmadicas.

Hipertensién: Presion arterial elevada, cuyo valor es superior a 110/70mm de
Hg

In vitro: Designacion de procesos biolégicos o experimentos conducidos en un
ambiente artificial fuera de un organismo vivo.

In vivo: Designacion de procesos bioldgicos o experimentos conducidos en un
organismo vivo.

Laxante: Sustancia que estimula la evacuacion intestinal.

Lectinas: Proteinas o glicoproteinas que unen de manera especifica y
reversible a mono- y oligosacaridos, no tienen actividad catalitica y en contraste
con los anticuerpos no son productos de una respuesta inmune.

Mucilago: Sustancia pegajosa del carbohidrato presente en muchas plantas.

Polifenoles: Compuestos que contienen varios grupos de fenol. A menudo con
caracteristica antibacteriana y antioxidante.

Proteina: Péptido con un numero de residuos de aminoacidos superior a 100.
Son moléculas usadas por el cuerpo, como componente basico, porque
realizan una enorme cantidad de funciones diferentes, entre las que destacan
la  enzimatica, hormonal, transportadora (hemoglobina), defensiva
(anticuerpos), estructural (colageno), etc. Las proteinas de todo ser vivo estan
determinadas genéticamente, es decir, la informacidon genética (genes)
determinan qué proteinas tendra un individuo.

Radicales libres: Moléculas organicas o inorganicas, en general son
extremadamente inestables y, por tanto, con gran poder reactivo. Se pueden
sintetizar en el laboratorio, se pueden formar en la atmésfera por radiacion, y
también se forman en los organismos vivos (incluido el cuerpo humano) por el
contacto con el oxigeno. Actuan alterando las membranas celulares y atacando
el material genético de las células, como el ADN.



RESUMEN

La flor de la jamaica (Hibiscus sabdariffa L), se utiliza en la elaboracion
de bebidas refrescantes, gelatinas e infusiones, asi como para la preparacion
de mermeladas, ates, jaleas, cremas y otros derivados. Nutricionalmente
contiene vitamina C. En la medicina tradicional los extractos de esta flor, se
utilizan para tratar diversas afecciones. Las acciones farmacoldgicas de los
extractos de la flor reportadas incluyen: disminucion de colesterol, actividades
antioxidantes, antinociceptivas, antipiréticas y antihipertensivas potentes. Los
extractos se caracterizan por tener baja toxicidad. La dosis letal via oral para
ratas, es superior a 5000mg/kg. Por sus propiedades nutricionales vy
farmacoldgicas reportadas, el extracto es una fuente potencial de productos
utiles terapéuticos.

Aunque el extracto ha sido ampliamente analizado y se conoce que dentro de
otros componentes contiene principalmente polisacaridos. A la fecha no existen
reportes del analisis de lectinas.

En este trabajo se reporta la identificacion, purificacion y caracterizacion
de una lectina en la flor de jamaica.

El extracto crudo, presentd afinidad con los cuatro grupos sanguineos,
mostrando lectinas con afinidades para los grupos As y Az: GalNAc-Gal-Fuc,
para el grupo B: GalNAc-Gal-Fuc, y para el grupo O: Fuc-Gal. Con esta
identificacién se procedio a purificar a las lectinas utilizando una precipitacion
fraccionada con sulfato de amonio. La fraccién que presenté la mayor actividad
fue de 60 a 80% de sulfato de amonio. Esta fraccion se escogi6é para continuar
la purificacion mediante cromatografias. Primero se utilizé una cromatografia
de interaccion hidrofébica, seguida de una de exclusion molecular. El analisis
de la pureza asi como la obtencién del peso molecular aparente se realizé
mediante electroforesis SDS-PAGE en condiciones nativas.

A la lectina obtenida de la de la flor de la jamaica se le denomind
“Lectina de Hibiscus sabdariffa” (HLS) con las siguientes propiedades: el peso
molecular aparente es de 32,500 Da. Es independiente de la temperatura, no
requiere de iones divalentes, es estable en el intervalo de pH 6-8. Tiene la
siguiente especificidad a carbohidratos en orden decreciente: Gal>
GalNAc>Glu>GalAcet>GluNAc>Lac>Rib>Fuc>Man>Sac> Xyl.

Esta lectina puede estar relacionada con las funciones fisioldgicas
reportadas de la jamaica.



| INTRODUCCION

1.- Plantas medicinales

Desde nuestros antepasados, el hombre ha utilizado las plantas como
una forma de ayuda para poder calmar los dolores y malestares. En la antigua
Grecia encontramos a Hipdcrates, quien ya recomendaba esparrago y ajo, las
cuales se les consideraba diuréticas, la adormidera para inducir el suefio y las
hojas de sauce para aliviar el dolor y la fiebre. Desde los egipcios hasta la
actualidad, se emplean los principios activos que se encuentran dentro de las
plantas (Bahr, 1988).

Las plantas tienen un lugar muy importante en la mayoria de los seres
humanos, por que han logrado el bienestar de cada uno. Proporcionan desde
armas, utensilios, colorantes, y ropa, hasta llegar a la base mas importante, los
principios activos (Went, 2001).

Hay poblaciones que distinguen centenares de plantas y saben muchas
de las propiedades de cada una, ademas de utilizarlas para curar
enfermedades (Went, 2001), naciendo con ello las plantas medicinales.

Es tan inmenso el mundo vegetal, por lo que su estudio ha llevado afos.
Tan importantes son las plantas por el gran trabajo que desempefan; y es que
hasta el momento la mitad de los medicamentos que se usan son de origen
vegetal y la cuarta parte de ellas contienen extractos o sustancias activas de
las plantas (Reader’s Digest, 2007).

Existen una gran variedad de hierbas de las cuales se les conocen
muchas cualidades y propiedades. Muchas ya tienen investigaciones quimicas,
biolégicas y farmacoldgicas, y por hacer mencién de algunas tenemos a la
manzanilla, el ajo y la valeriana, las cuales tienen un estandar clinico muy alto
(Dollemore, et al., 1995).

Toda persona ha tomado un té o un extracto, puesto que ademas de ser
econdmico es muy facil adquirirlo. Y es que esos remedios para el insomnio, el
estrés, los cdlicos y las nauseas, solo eran adquiridos en tiendas de productos
naturales. Actualmente es tan usual encontrar una gran variedad de tisanas
(infusiones) en el mercado local hasta en el centro comercial (Dollemore, et al.,
1995; Bahr, 1988).

Las plantas forman parte de la dieta del ser humano, pero ademas, es
importante resaltar que su accion depende del metabolismo de cada persona,
por lo que se debe administrar con paciencia y constancia con la finalidad de
tener el resultado esperado (Hernandez, 1999; Dollemore, et al., 1995).

Por otra parte, el estudio cientifico actual de las propiedades curativas
de las plantas, promete descubrir propiedades que incluso van mas alla de los
usos tradicionales ya conocidos.

1.1 Descripcion de la planta de jamaica

En nuestro pais se le conoce como Jamaica, su nombre cientifico es Hibiscus
sabdariffa, L, cuya especie es la mas empleada con finalidades terapéuticas en
México y Centroamérica (http://www.uv.mx; Omobuwajo, et al., 2000).

Africa, es el lugar nativo de Hibiscus sabdariffa, L (Omobuwajo, et al.,
2000, http://www.uv.mx). Existen mas de 150 especies del género Hibiscus. La
especie mas empleada con finalidades terapéuticas es el Hibiscus de
Centroamérica (Hibiscus sabdariffa L.) que se encuentra desde el sur de



México hasta Panama, pero se cultiva en otras regiones tropicales como
Tailanda o Senegal. Es conocida con los siguientes nombres comunes:
Karkade, Roselle (inglés), Sorrel (inglés del Caribe), Guinea sorrel, Rosa de
jamaica, Flor de jamaica, Agrio de Guinea, Quetmia acida, vifia, bissap (francés
de Senegal), roselle carcadé (francés), omutete (inglés de Namibia) Saril
(Panama) (Badreldin, et al., 2005, Reader's  Digest 2007,
http://es.wikipedia.org, http://www.uv.mx).

La planta de jamaica tiene la siguiente clasificacién cientifica: Reino:
Plantae, Division: Magnoliophyta, Clase: Magnoliopsida, Orden: Malvales,
Familia: Malvaceae, Genero: Hibiscus, Especie: sabdariffa, denominacion
binaria: Hibiscus sabdariffa L. (http://es.wikipedia.org/wiki/Hibiscus_sabdariffa).

Para su cultivo se deben tener ciertos cuidados como los son: exposicion
a una gran cantidad de luz solar, clima caliente y poca humedad, la temporada
adecuada es de agosto a noviembre y en su desarrollo quitar la hierba y
prevenir las plagas (hormigas), (http://redescolar.ilce.edu.mx).

A esta planta se le ha referido como un arbusto, el cual mide alrededor
de 2.5m de altura, su tallo tiene una coloracién roja, cilindrica, lisa y suave, sus
hojas son verdes y se observan en ellas venas de color rojo que alcanzan a ser
largas o cortas, crecen de manera alterna y miden de 7.5 a 12.5 cm de
longitud. Las hojas de la parte baja pueden contener de tres a siete I6bulos con
orillas dentadas (http://www.uv.mx), el crecimiento de esta planta, es con un
desarrollo anual (Omobuwaijo, et al., 2000).

Las flores aparecen individualmente en las uniones de las hojas y miden
12.5cm de ancho; son de un color amarillo, con un centro de color rosa a
marrén, cambian a rosa al final del dia, y a esta hora el caliz es de 3.2 a 5.7cm
de longitud, es tipicamente rojo, y consiste de cinco largos sépalos con un
collar (épicaliz) y de ocho a doce hojas delgadas de 3.2 a 5.7cm colocadas
alrededor de la base (http://www.uv.mx).

El collar comienza a engrandecerse o ensancharse haciéndose carnoso,
quebradizo, jugoso y envuelve completamente la capsula aterciopelada de 1.25
a 2cm de longitud (http://www.uv.mx).

La capsula es verde cuando esta inmadura y tiene cinco valvulas. Cada
valvula contiene de tres a cuatro semillas afelpadas de color ligeramente café y
en forma de rifién, cada uno miden de 3 a 5mm de longitud. Cuando la capsula
esta madura y seca, cambia a color café y se separa (http://www.uv.mx).

El caliz, el tallo y las hojas tienen sabor acido, muy parecido al arandino
agrio de los pantanos (http://www.uv.mx), destaca algo curioso que en muy
pocas plantas se puede ver y es que las flores se abren solamente por la
mafana (http://eljardin.info).

Partes empleadas de la planta y usos

Con la preparacion de extractos que provienen de la coccién de las
flores de la jamaica, se pueden preparar desde colorantes para jarabes y
licores, hasta mermeladas, saborizantes y gelatinas (http://www.uv.mx).

La fibra que se pueden extraer, se emplea en la elaboracién de canastas
y cordajes, asi también como en bebidas refrescantes. La semilla que se ha
obtenido de la jamaica, constituye una fuente excelente de aceite de cocina
(http://www.uv.mx).



El uso que se le da a los tallos tiernos, hojas y calices, es en la
preparacion de sopas y salsas. Los calices se ocupan como sustitutos de café
(Omobuwajo, 2000).

1.2 Propiedades nutricionales

Las propiedades nutricionales del aceite y la semilla hacen que sea una
fuente invaluable de alimento debido a su contenido proteico y caldrico (33%
proteina, 24% carbohidratos y 22% de grasa con base en el peso seco) y
sustanciales cantidades de fibra (14% de peso seco como fibra) vy
considerables micronutrientes. Las flores contienen altos niveles de minerales,
tales como hierro (88 mg/100 g), magnesio (442 mg/100 g), calcio (1.28%) y
selenio (0.09 mg/kg) y vitamina C (Omobuwajo, et al., 2000, http://www.uv.mx).

1.3 Composicion Quimica

Los componentes reportados son los siguientes: Acidos organicos
(acidos frutales): acido hisbico, acido protocateico, acido ascorbico, acido
malico, acido citrico, acido hibiscus y acido tartarico (Badreldin, et al., 2005).

También contienen mucilagos, de efecto antitusigeno (para tratar la tos)
y aceites vegetales llamados fitoesteroles.

Diferentes pigmentos como antocianinas, hibiscina, gosipitina, quercetina,
mirecetina, hibiscetina, hibiscetrina y sabedaretina. De los anteriores, los
principales son las antocianinas, que le dan la coloracion brillante roja
(cianidina) y azul (delfinidina) Figura 1, y la amarilla es causada por los
flavonoles y flacones (Prenesti, et al., 2005, http://www.uv.mx ).

Los compuestos fendlicos son los que le dan el sabor acido, (ademas
del acido ascérbico), esta acidez le proporciona frescura y es bactericida. El
extracto acuoso en frio va a conservar la frescura, y la vitamina C (Prenesti, et
al.,, 2002). Las antocianinas también tienen una habilidad de reducir el hierro
(Fe™—» Fe™) en el plasma, al igual que los radicales libres (Tsai, et al., 2002).
Polisacaridos como: flavonoides, saponinas y pectina. Se ha reportado la
presencia de [-caroteno, riboflavina, tiamina, niacina y acidos ascorbico,
malico e hibisco (Salama, 1979, EI-Merzabani, 1979, Alarcén, et al., 2007).

Ademas de diferentes elementos quimicos como aluminio, cromo, cobre,
hierro, magnesio, calcio y selenio (Alarcon, et al., 2007, http://www.uv.mx,
http://www.cuerpomente.com)

Base de Antocianidina

Cianidina Delfinidina

Fig.1 Estructura de las antocianinas



Los compuestos antes descritos se resumen en la siguiente tabla (1):

Elementos Quimicos  [[Acidos [l Pigmentos [l Polisacaridos
Aluminio Acido Hisbico Antocianinas Flavonoides
Cromo Acido Protocateico Hibiscina Saponinas
Cobre Acido Ascorbico Gosipitina
Hierro Acido Malico Quercetina
Magnesio Acido Citrico Mirecetina
Calcio Acido hibiscus Hibiscetina
Selenio Acido Tartarico Hibiscetrina

Sabedaretina

Sabedaretina

Tabla 1 (Badreldin et al., 2005; Alarcén, et al., 2007; http://www.uv.mx)

De los compuestos antes descritos se le han atribuido una amplia gama
de funciones biolégicas, como son por ejemplo actividad antihipertensiva,
antitumoral, baja el colesterol y contra la obesidad (Kim, et al., 2007; De-Xing,
et al., 2005). A continuacion se describen estas propiedades tanto en la
medicina tradicional como en los reportes cientificos de actividades
farmacoldgicas.

1.4 Propiedades medicinales y usos tradicionales

En la medicina tradicional se reconoce que la jamaica tiene efectos
terapéuticos benéficos para la salud y minimos efectos colaterales. Por lo que
se utilizan los extractos de la flor para tratar diversas afecciones incluyendo
hipertension, enfermedades hepaticas, fiebre, enfermedades de los nervios y
calcificaciones en las arterias. Ademas, tiene acciones antiparasitarias,
diuréticas y laxantes, asi como por ayudar al proceso digestivo, circulatorio y
renal (Wantana, et al., 2007; Badreldin, et al., 2005; Ajay, et al., 2007; Alarcon,
et al., 2007).

Igualmente tiene efectos antibacterianos y antifungicos (Wantana, et al.,
2007; Badreldin, et al., 2005, Alarcon, et al., 2007).

Hasta la fecha no se ha observado ningun efecto toxico, indicando
estudios que por via oral, la dosis letal media (LDsp) en las ratas es de 5000
mg/kg, a excepcion que tiene minimos efectos colaterales, como
hipersensibilidad individual (Wantana, et al., 2007, Badreldin, et al., 2005).

1.5 Propiedades Farmacoldgicas

En base a las propiedades medicinales reportadas, se han realizado
investigaciones en las que se han probado las diferentes acciones
farmacoldgicas que posee la jamaica, a continuacion se describen las mas
importantes.

° Antioxidante y antitumoral

Las acciones antioxidantes reportadas se relacionan principalmente con
los pigmentos flavonoides (antocianinas) y sus derivados (antocianidinas).



En particular, las antocianinas y sus aglicones se han demostrado como
poderosos antioxidantes en modelos donde se resuspenden como
emulsificaciones de linoleato de metilo o LDL humanos. Estas actividades son
comparables con antioxidantes probados como catequina, flavonoles o-
tocoferol y trolox, incluso sobrepasa la accidon antioxidante del acido
ascorbico. Parte de ésta actividad en modelos que contienen lipidos se debe
a que actuan como desechos de radicales libres (Marja, et al., 2003).

El extracto de jamaica tiene una actividad antioxidante con proteccién
de estero-esclerosis. Ademas de funciones anticancerigenas (Tsai, et al.,
2002).

Las funciones de la antocianina delphinidina-3 sam de Hibiscus en el
mecanismo molecular de la induccion de la apoptosis en células HL-60 actua
a través de un radical de oxigeno libre (ROS) mediado por disfuncion
mitocondrial (De-Xing, et al., 2005).

En otra investigacion de las acciones antioxidantes al prevenir los
radicales libres, los autores sefalan que se debe a la cantidad de polifenoles
y antocianinas. Se realizaron infusiones de jamaica con y sin calor. Las
infusiones obtenidas con calor (hervidas) tuvieron mas acciones antioxidantes
en comparacién con las obtenidas a temperatura ambiente. Asi mismo
observaron que las bebidas preparadas al momento del consumo conservan
todas sus propiedades antioxidantes y que éstas se pierden después de un
tiempo (Prenesti, et al., 2005).

Se hizo un estudio (in vivo e in vitro) para ver el efecto antioxidante de la
jamaica, en la peroxidacion lipidica, (LPO), glutation reducido (GSH), glutation-
s-transferasa (GST), catalasa (CAT), superoxido dismutasa (SOD) y vitamina
C, se examinaron usando un modelo de arsenato de sodio (SA). Este proyecto
se realizo utilizando extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. utilizando ratas
(in vivo), administrandose via oral los extractos (200 y 300 mg/kg peso
corporal). Observaron una disminucion significativa del 37% en la formacion de
SA en el higado, lo que sefala el efecto protector contra la pro-oxidacion de la
membrana. Se concluyé que los extractos de las flores secas de jamaica
muestran un mecanismo dependiente de la dosis. La proteccion es por la
inactivaciéon de SA (Usoh, 2005).

La accion antioxidante reportada se refiere a la apoptosis, que es un
proceso altamente regulado, que involucra la muerte celular, caracterizada
por la crenacion celular (ruptura de membrana), condensacién de cromatina y
rompimiento del acido desoxirribonucleico (DNA) (Tseng, et al., 2000).

El modelo de la regulacién de la apoptosis en mamiferos, es el proto-
oncogen bcl-2. El bcl-2 puede proteger a muchos tipos celulares de la
apoptosis inducida por la exposicion a una amplia variedad de condiciones y
estimulos adversos. La fosforilacion de proteina RB (retinoblastoma) puede
regular la proliferacion celular, diferenciacion y envejecimiento. Se ha
sugerido que los efectos antitumorales de PCA (acido protocateico de
Hibiscus sabdariffa) pueden ser atribuidos a su actividad inductora de
apoptosis por lo que el PCA de Hibiscus induce la apoptosis de células de
leucemia humanas (HL-60) y que este proceso esta asociado con la reduccion
de la fosforilacion de RB y la expresion de bcl-2 (Tseng, et al., 2000).



Se ha demostrado ademas, que la actividad antitumoral se encuentra
regulada por la antocianina delphinidina 3-sambubioside (delphinidina-3 sam)
la cual va actuar promoviendo la apoptosis, por medio del mecanismo de
especies reactivas a oxigeno (ROS) en las mitocondrias, llevando a cabo una
regulacion por la via de las caspasas (De-Xing, et al., 2005).

o Inhibe acumulacion de grasa

El acido protocateico (PCA) extraido de las flores de jamaica, exhibe
una accion hepatoprotectora. Se demostré in vivo en ratas, las cuales fueron
tratadas con lipopolisacaridos de bacterias. Donde la sintetasa de oxido nitrico
inducible (INOS) muestra cambios patofisiolégicos en los lipopolisacaridos
(LPS). Se demostré en esta investigacion que el PCA inhibe la produccion de
iINOS, donde los animales tratados por 5 dias, disminuyeron la cantidad de
marcadores enzimaticos. Y con ello, la disminucion de la inflamacion hepatica
(Lin, et al., 2003; Prenesti, et al., 2005).

Se ha demostrado que la jamaica reduce la glicemia, el colesterol y los
lipidos, previniendo asi la obesidad y la hiperinsulinemia. En un estudio in vivo
en ratones sanos y obesos, se demostré que disminuye de manera significativa
la ganancia corporal en ratones obesos e incrementa la toma de liquidos en
ratones sanos y obesos.

Los mecanismos por los cuales la jamaica puede estar provocando la
pérdida de peso corporal no se conocen aun. Sin embargo, los mecanismos
propuestos incluyen: efectos antihiperglicémicos, reducciones en los niveles de
colesterol plasmatico, inhibicion de lipasas gastricas y pancreaticas,
estimulacién de la termogénesis, inhibicion de acumulacion de gotas de grasa
en los adipocitos, inhibicion de la sintetasa de acidos grasos (que se ha
reportado como un blanco terapéutico para el tratamiento de la obesidad) o la
inhibicion de la diferenciacién de los adipocitos (Alarcén, et al., 2007).

e Disminucion del colesterol

La jamaica provoca una disminucion (in vivo e in vitro) de un 22 a un 26%
de colesterol, de un 28 a un 33% de triglicéridos y de un 22 a un 32% de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), lo que hace constatar que el uso de
jamaica, reduce los niveles de colesterol y de compuestos que dafian la salud
(Hirunpanich, et al., 2006).

En un estudio clinico se les administré capsulas de jamaica a un grupo de
voluntarios. Observaron una disminucion del 12% de colesterol sérico en un
71.4% de los pacientes estudiados, en comparacion con el grupo control. La
dosis Optima fue de dos capsulas tres veces al dia (Lin, et al., 2007).

Se sabe que la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
incrementa la incidencia de arterioesclerosis. El efecto antioxidante del extracto
tiene una notable capacidad de reducir la degradacion del colesterol y la
fragmentacion de Apolipoproteina B (ApoB), asi como inhibir la produccion de
LDL oxidados. Proponen que se debe usar para prevenir varios tipos de
hiperlipidemias en ratas alimentadas con una dieta alta en fructosa o con dietas
altas en colesterol (Chen Ch, et al., 2004).



e Actividad antihipertensiva

Existen numerosos reportes de estudios farmacoldgicos donde se ha
demostrado que los extractos de H. sabdariffa L. reduce significativamente la
presion arterial en humanos (Badreldin, et al., 2005), teniendo ademas una
accion relajante y cardioprotectora (Ajay, et al., 2007).

Dos estudios clinicos mostraron que el cocimiento del caliz seco de esta
planta posee propiedades hipotensivas, diuréticas y laxantes, pero no
mostraron la forma de preparacién ni la dosis del producto utilizado (Leclerc,
1938; Perry, 1980). Recientemente se reportdé que la administracion de una
preparacion de té de H. sabdariffa por 12 dias en pacientes hipertensos la
presion sistolica (SBP) y presion diastdlica (DBP) disminuy6é de 150 a 140 y
101 a 90 nm de Hg respectivamente, sin mostrar efectos secundarios. Este
estudio no incluyd la cuantificacion de ningun compuesto presente en el
producto experimental (Haji-Faraji y Haji-Tarkhani, 1999). En otro estudio
clinico el té de jamaica administrado por un afo a pacientes
hipercolesterolémicos, mostr6 que no tiene efectos secundarios, lo que
confirma la inocuidad de esta especie, aun cuando es utilizada por largos
periodos de tiempo (Aquino, et al., 1998).

Recientemente, se comprobd que la ingesta de té de jamaica en ayunas reduce
la presion arterial sistolica de 139.05 a 127.75 mm Hg y la presion diastélica de
90.81 a 79.52 mmHg en 39 pacientes, lo compararon utilizando un conocido
antihipertensivo (captopril), encontrando resultados similares (Herrera, et al.,
2004).

Se ha propuesto que en 14 dias se puede normalizar la presion arterial usando
como tratamiento extracto de H.sabdariffa L. (Odigie, et al., 2003).

Se propone que las antocianinas (flavonoides que dan la coloracién roja)
pueden ser los compuestos bioactivos que producen los efectos
antihipertensivos por medio de la inhibicion de las enzimas convertidoras de
angiotensina | y angiotensina Il y los efectos angioprotectores vy
cardioprotectores (Menier, et al., 1987, Jonadet, 1990).

2.- Lectinas

Lectina proviene del latin: Iégere, que significa leer o seleccionar (Stryer,
et al., 2003). Durante mucho tiempo antes de ser llamadas asi, estas proteinas
fueron llamados fitohemaglutininas, por haber sido encontradas en plantas y
por la hemaglutinacion de eritrocitos (Sharon y Lis, 2004).

2.1 Definicion

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas que se unen de manera
especifica y reversible a mono- y oligosacaridos, no tienen actividad catalitica y
en contraste con anticuerpos no son productos de una respuesta inmune
(Barondes, 1988).

2.2 Descripcion
Cada lectina contiene normalmente dos o mas sitios de unién para los

carbohidratos; algunas lectinas incluso forman estructuras oligoméricas con
multiples sitios de unidon. Los sitios de unién de lectinas situadas en la



superficie de la célula, interaccionan con un conjunto de carbohidratos
desplegados sobre la superficie de otra célula. Las lectinas y los carbohidratos
se unen por algunas interacciones relativamente débiles, por ejemplo: puentes
de hidrogeno, fuerzas de van der Waals, por mencionar algunos (Calvete, et
al., 2006, Hernandez, et al., 1999, Stryer, et al., 2003, Sharon y Lis, 2004).

2.3 Clasificacion

Las lectinas pueden clasificarse con base en sus secuencias de
aminoacidos y sus propiedades bioquimicas (Stryer, et al., 2003), y para su
estudio se han clasificado en animales y vegetales.

Lectinas animales

Las lectinas animales por su motivo estructural, el ligando a carbohidrato
y arreglo modular se les ha agrupado en cinco familias y se resume en la tabla
2, las lectinas que se muestran estan presentes en invertebrados y vertebrados
(Calvete, et al., 2006).

Tabla 2 Clasificacion de las lectinas animales (Gabius, 2001).

Familia Motivo Estructural Ligando a carbohidrato Arreglo Modular
Tipo-C CRD conservado Variable (manosa, galactosa, fucosa, Si
tetrasacarido de heparina)
Tipo —1 CRD parecido a Variable (Man6GIcNAc2, epitope HNK-1, Si
Inmunoglobulina acido hialuroénico, o2,3/a 2,6-sialilactosa
Galectinas CRD conservado p galactésidos Variable
(Tipo S)
Pentraxinas Arreglo de 4,6 acetal ciclico de f-galactosa, Si
subunidades monosacaridos sulfatados y fosforilados
pentaméricas
Tipo P CRD similar pero Glicoproteinas con manosa-6-fosfato Si
no estrictamente
definido

CRD.- Dominio de reconocimiento a carbohidrato.

Lectinas vegetales.

Las lectinas vegetales se descubrieron antes que las animales. La primera
lectina vegetal fue encontrada en 1888, por Stillmark y fue Ricinus communis,
encontrandose en ellas propiedades hemaglutinantes. Poco tiempo después en 1890
Ehrlich encontré que las lectinas vegetales se podian utilizar para estudios
inmunologicos. En 1919, J. Sumner fue el primero en obtener una lectina en forma
cristalizada, siendo la concavalina A extraida del frijol y que ésta era inhibida por
sacarosa. El hallazgo se corroboro con numerosos estudios, concluyendo que la
aglutinacion estaba dada por la union especifica de Con A con carbohidratos de
glébulos rojos. Fue P. C. Nowell hasta1960, descubre que la lectina P. vulgaris
tenian una resistencia en linfocitos mitogéncos. En este mismo afo y en 1970, se
hace evidente que las lectinas presentaban aglutinaciéon preferentemente sobre
células tumorales animales (Varki, et al., 2001).



La mayoria de estas proteinas se agrupan en cuatro grandes familias de
proteinas que guardan un parentesco estructural y evolutivo: lectinas de
leguminosas lectinas que se unen a quitina, toxinas que inactivan a ribosa y lectinas
de monocotiledéneas especificas de manosa. Otros grupos menores, abarcan las
proteinas similares a Jacalina lectinas de la familia de la amarantina y lectinas del
floema de Cucurbitaceae. Los miembros de cada una de estas familias se
caracterizan por la estructura conservada de sus dominios de union a carbohidratos.
Esto no ha impedido la diversidad estructural, la cual resulta de la organizacion
modular terciaria y cuaternaria (Calvete, et al., 2006).

Las lectinas mas numerosas y estudiadas son las de leguminosas. Son 100
lectinas conocidas de mas de 70 especies se restringe a grupos de leguminosas
conocidas y en su mayoria se han aislado de semillas (Calvete, et al., 2006).

En las plantas se han detectado, principalmente en los cotiledones y en los
endospermos de las semillas y constituyen del 2 al 10% del total de las proteinas de
estas (Hernandez, et al., 1999). La tabla 3 muestra la clasificacion de lectinas segun
Varki, 2001 y muestra las 2 clases en las cuales se han agrupado.

Tabla 3.- Clasificacion de Lectinas Vegetales. Varki, et al., 2001)

Sitios de
Especificidad Subunidad unién por
Clase monosacaridos m.w.(kD) | Subunidad | subunidad | Glicosacarido | -S-S-bonds | Metales
Leguminosas Diversa 25-30 2a4 1 variable No Ca, Mn
Principal amino
azucar
Cereales (GlcNac / NeuAc) ~18 2 2 variable Si No

2.4 Estructura

En cuanto a su estructura, las lectinas contienen al menos dos sitios de
union, de ahi que pueda enlazarse en primer lugar a un carbohidrato especifico
y en forma secundaria a una molécula glicosilada (Hernandez, et al., 1999). El
conocimiento sobre la estructura y las funciones es todavia limitado. Bastan
pequenas variaciones en la composicion de aminoacidos, en particular del
lugar de union a carbohidratos, para cambiar la estructura (Calvete, et al.,
2006).

2.5 Funcién

La ubicuidad de las lectinas refleja su participacion decisiva en
actividades celulares muy diversas. Operan en numerosos procesos
intracelulares e intercelulares, lo mismo fisiolégicos que patoldgicos. Por
ejemplo: reconocimiento entre espermatozoide y ovulo durante la fecundacion,
adhesion entre células y célula matriz extracelular en la embriogénesis y el
desarrollo, y otros. Los procesos patologicos donde intervienen las lectinas son
por ejemplo: la unién de bacterias, virus y toxinas a la superficie celular (Fig.2),
inflamacion, trasformacion maligna y metastasis, etc., (Calvete, et al., 2006).
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Fig.2 Interaccion de la lectina, en los procesos celulares, fisiolégicos y
patolégicos (Sharon y Lis, 2004).

La interaccién célula-lectina pueden ser inhibidas en muchos casos por
los carbohidratos, y esto es lo que ha proporcionado un gran avance en
técnicas histoquimicas y en la microscopia electronica, con el unico fin de
estudiar a la membrana plasmatica, la cual es de gran importancia para la
célula (Sharon y Lis, 2004).

2.6 Usos

Poseen interesantes propiedades estas proteinas, que las convierten en
herramientas invaluables en los laboratorios biolégicos, por lo que se utilizan en
numerosas investigaciones que incluyen: estudios de la estructura de las
membranas, deteccion de trasformaciones malignas, purificacion de
glicoconjugados, estudios citogenéticos, asi también como en ensayos
histoquimicos, enzimaticos y en la tipificacion de grupos sanguineos
(Hernandez, et al., 1999, Sharon y Lis, 2004).

El significado de este tipo de estudio en las proteinas, se incremento
cuando se descubre que tienen diferentes funciones dependiendo de los
microorganismos en los que se encuentren (tabla 4).

Se les ha llegado a considerar armas muy valiosas a las lectinas en el
campo de la genética, biomedicina e inmunologia; por mencionar algunas de
las aplicaciones que tienen estas proteinas (Hernandez, et al., 1999).



Tabla 4 Funciones de las lectinas (Sharon y Lis, 2004)

LECTINA FUNCION

Microorganismos

Amiba Infeccion

Bacteria Infeccion

Virus Influenza Infeccion
Plantas

Varios Defensa

Leguminosas Simbiosis, con bacterias fijadoras de nitrégeno
Animales

Calnexin, Calreticulin. ERGIC-53 Control de la biosintesis de glicoproteinas

Colectinas Inmunidad Innata

Dectina - | Inmunidad Innata

Galectinas Regulacién del crecimiento celular, la apoptosis, del ciclo celular,

modulacion de interacciones célula-célula y célula-sustrato.

Macrofagos receptores de manosa Inmunidad innata, eliminacion de hormonas glicoproteicas sulfatadas.
Receptores Man-6P Direccion para el sustrato de enzimas lisosomales
L-selectinas Recaptura de los linfocitos
E-y P-selectinas Transporte de leucocitos al sitio de inflamacién
Siglecs Interaccioén célula-célula en la inmunidad y en el sistema neural.
Espermadhesina Interaccién ovulo-espermatozoide

3. Purificacion de Proteinas

Una parte importante de la mayoria de las investigaciones de la
bioquimica incluye la purificacion de los materiales que se estan considerando
ya que estas sustancias deben hallarse, relativamente libres de contaminantes
si se han de caracterizar adecuadamente. Ademas el material que interesa
puede ser inestable y existir en cantidades minimas (Voet, 2003).

Las proteinas pueden purificar de acuerdo con su solubilidad, tamafio,
carga y capacidad de unién. Cuando se purifica una proteina, se puede
determinar su secuencia de aminoacidos. El proceso inicia cuando un
investigador separa una proteina del resto de las biomoléculas restantes.
Empezando con proteinas puras, podemos precisar las secuencias de
aminoacidos y las relaciones evolutivas entre proteinas de diferentes
organismos y podemos investigar la funcion bioquimica de cada proteina
(Stryer, et al., 2003).



A continuacion se presentan las técnicas empleadas con mas frecuencia
para el aislamiento, purificacion y en cierta extension, la caracterizaciéon de las
proteinas.

La primera etapa en el aislamiento de una proteina, es la de reconocer a
la proteina que estamos buscando. Este procedimiento se hace con un ensayo,
que identifique alguna propiedad especial de esa proteina que permita
determinar si esta presente. Encontrar un ensayo eficaz es a menudo dificil,
pero en tanto sea especifico, mas eficaz es la purificacion.

Para tener claro que nuestro esquema de purificacion funciona,
necesitamos un elemento adicional de informacién, que es la cantidad de
proteina presente en la mezcla que se ensaya. Con estos dos valores que son
la actividad presente de la proteina y la concentracion, se puede conseguir la
actividad especifica. La actividad especifica crecera conforme se produzca la
purificacion. Esencialmente, para conseguir la purificacion hace falta alcanzar
un valor maximo en la actividad especifica (Stryer, et al., 2003).

Otra de las etapas muy importantes es la de conseguir su disolucién; es
decir, liberar la proteina que nos interesa de la célula. EI método de eleccion
para este procedimiento depende de la procedencia y de las caracteristicas de
la localizacién de la proteina (Voet, 2003).

En un primer paso, se forma un homogenizado por ruptura de la
membrana celular, se fracciona la célula por centrifugacién, que da lugar a un
precipitado de material pesado en el fondo del tubo de centrifuga y un
sobrenadante mas ligero encima. El sobrenadante se centrifuga de nuevo con
una fuerza mucho mayor obteniendo de nuevo un precipitado y un
sobrenadante. Este procedimiento es conocido como centrifugacion diferencial,
produce varias fracciones de densidad decreciente, cada una de ellas con
varios cientos de proteinas distintas, que se ensayan posteriormente para
obtener la actividad que se purifica. Normalmente se encontrara con una
fraccidn enriquecida en actividad, y sera la fuente de material en la que se
aplicaran técnicas de purificacion mas discriminatorias. EI mecanismo habitual
consiste en que la mezcla de proteinas se somete a diferentes separaciones,
cada una de ellas basada en propiedades diferentes, para obtener la proteina
pura (Stryer, et al., 2003).

3.1 Precipitacion salina (“salting-out”).

La mayoria de las proteinas son menos solubles a concentraciones
elevadas de sal, un efecto llamado precipitacion salina. Las concentraciones de
sal en las que precipita una proteina varian de una proteina a otra; de aqui que
se puede utilizar para fraccionar proteinas (Stryer, et al., 2003).

Una de las sales de mayor uso en la precipitacion salina es el sulfato de
amonio. El sulfato de amonio (NH4).SO4 es el reactivo de mayor uso en la
bioquimica, y se debe a su gran solubilidad en el agua, permitiendo alcanzar
fuerzas idnicas muy elevadas (Lehninger, 2003).

Es muy importante tener en cuenta que al llevar a cabo una precipitacién
fraccionada, se requiere de un control cuidadoso de la concentracion activa del
reactivo a un nivel adecuado y predeterminado. Esto se logra con el control del
pH de la solucién mediante amortiguadores adecuados (Skoog, et al., 2001).

Este método es util para concentrar disoluciones diluidas de proteinas,
incluyendo las fracciones activas obtenidas en otros pasos de la purificacion.



Para eliminar la sal, cuando sea necesario, se puede utilizar la dialisis (Stryer,
et al., 2003).

3.2 Dialisis

La dialisis es un procedimiento en el que las proteinas se pueden separar de
las moléculas pequefias a través de una membrana semipermeable, como
puede serlo una membrana porosa de celulosa. Las moléculas con
dimensiones significativamente mayores que el diametro del poro se retiene
dentro de la bolsa de dialisis, mientras que las moléculas mas pequenas y los
iones, atraviesan los poros de esta membrana y aparecen en el dializado, fuera
de la bolsa. Esta técnica es util para retirar la sal u otras moléculas pequefias,
pero no discriminara de forma efectiva las proteinas entre si (Stryer, et al.,
2003).

No obstante es muy importante que cuando tenemos una muestra, se requiere
de la eliminacion del solvente, por lo que el siguiente paso es el liofilizado.

3.3 Liofilizado

El procedimiento consiste en la eliminacién del solvente mediante el proceso de
sublimacién , en el cual la muestra es congelada y sometida a una camara de
alto vacio, para favorecer que los solventes pasen del estado sélido a vapor, lo
que permite la concentracion de la muestra (liofilizado). Eliminando el solvente.

3.4 Técnicas de separacion de acuerdo a su tamafo, carga y afinidad
especifica de union

En cuanto a su solubilidad, la precipitacion fraccionada es una de ellas y las
técnicas que a continuacion se describen son métodos donde se pueden
conseguir separaciones mas discriminatorias. La idea aqui es eliminar
selectivamente a los demas componentes de la mezcla, de modo que la
proteina que se busca permanezca.

3.4.1 Cromatografia de filtracién por gel

La muestra es colocada en lo alto de una columna rellena de bolitas
porosas compuestas de un polimero insoluble, pero altamente hidratado, tales
como Sephadex, Sepharosa, Dextrano y Biogel. El resultado es que las
proteinas grandes no pueden penetrar en el volumen interno de las bolitas y se
eluyen antes que las pequenas.

3.4.2 Cromatografia de intercambio i0nico

Esta técnica depende de la adsorcién reversible de moléculas de solutos
cargadas a una resina con grupos ionicos de carga opuesta. El mecanismo de
separacién consiste en un equilibrio de intercambio iénico. Es importante que el
intercambiador i6nico tenga las condiciones apropiadas de pH y fuerza idnica,
por lo mismo que esto permitira la unién de las moléculas de soluto. Es
bastante sencilla, los niveles de pureza son buenos y se puede volver a
obtener la recuperacién de las proteinas si hay una retenciéon de proteinas
dentro de la columna (Mathews, et al., 2002).

3.4.3 Cromatografia de afinidad
Es un método cuyo procedimiento es muy poderoso y aplicable para la
purificacién de proteinas. Esta técnica se aprovecha de la afinidad de muchas



proteinas por grupos quimicos especificos. La muestra se hace pasar por una
columna de bolitas que contiene residuos de cierto quimico especifico, los
cuales estan unidos covalentemente. La proteina se une a esta columna debido
a la afinidad, que no tienen otras proteinas. La proteina se va a liberar de la
columna, anadiendo una disolucion concentrada del mismo grupo quimico. Tal
compuesto en disolucion, desplaza la proteina de los sitios de unién de los
residuos del grupo quimico fijados en la columna. En general, esta
cromatografia se puede utilizar de modo efectivo en el aislamiento que
reconoce a determinado grupo por la unién covalente o un derivado suyo a una
columna (Stryer, et al., 2003).

3.4.4 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

El poder de todas las técnicas que se usan columnas se pude mejorar
sustancialmente utilizando una técnica que se conoce como cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC, “high performance liquid chromatography”).
En este tipo de cromatografia los materiales propios de las columnas estan
divididos mucho mas finamente y, como consecuencia, hay mas centros de
interaccion y por lo tanto, mayor poder de resolucion. Dado que la columna
esta construida de material mas fino, se debe aplicar presion para obtener las
velocidades de flujo adecuadas. Las presiones son muy elevadas de 200 a 300
psi, para que las soluciones pasen rapidamente por la resina. El resultado neto
es una elevada resolucion y la separacion mas rapida Las proteinas se pueden
separar y mostrar por la electroforesis. Lo que seria una forma de asegurar que
la actividad especifica sea mayor con cada paso de purificacion (Mathews, et
al., 2002, Stryer, et al., 2003).

3.5 Electroforesis

Esta es una técnica de las mas sencillas para la separacién y
cuantificacion de proteinas, técnica en la cual una particula cargada se hace
desplazar a través de un medio aplicando un campo eléctrico. Este principio se
puede aplicar para separar las fracciones de proteinas, puesto que los
aminoacidos son constituyentes de las proteinas y por consiguiente
compuestos anfoteros (es decir se comportan como acidos o bases)
dependiendo del medio en el que estén (Mathews, et al., 2002).

Las separaciones electroforéticas se realizan principalmente sobre gel o
sobre soportes solidos como el papel.

3.5.1 Electroforesis en gel

Este método, realiza la separacion con gel, porque sirve como un tamiz
molecular que potencia la separacion. Las moléculas mas pequenas que los
poros del gel se desplazan mas facilmente, mientras que las moléculas mucho
mayores, permanecen casi inmoviles en los poros. Las moléculas de tamafio
intermedio se desplazan a través del gel con diversos grados de dificultad. Esta
técnica se lleva a cabo en un bloque delgado, vertical, de poliacrilamida. Las
proteinas se pueden separar de acuerdo con sus masas moleculares, en
condiciones desnaturalizantes. La mezcla de proteinas se disuelve primero en
un medio dodecilsulfato sédico (SDS, “Dodecil Sulfato de Sodio”), un
detergente anionico que rompe casi todas interacciones no covalentes en las
proteinas nativas. También se afiade mercaptoetanol (2-tioetanol) o ditiotreitol
para reducir los puentes disulfuro, finalmente se somete a la electroforesis.



Cuando la electroforesis se acaba, las proteinas en el gel se pueden visualizar
tinéndolas con plata o con un colorante como el azul Coomassie, que
manifiesta una serie de bandas. Al tefiir con plata, las proteinas que se pueden
detectar son incluso menores que las de la tincibn con azul Coomassie
(~0,02ug) Los marcajes radioactivos se pueden detectar colocando una hoja de
pelicula de rayos X sobre el gel, este procedimiento es conocido como
autorradiografia. Esta técnica es rapida, sensible y capaz de un alto grado de
resolucion.
Il JUSTIFICACION
» Existe un solo reporte de una lectina de semillas de Hibiscus sabdariffa,
L que ha sido utilizada para distinguir diferentes tipos de eritrocitos
(Yang EK et al 1982).
« Enlaflor de la jamaica no hay reportes de lectinas.

+ Por sus propiedades nutricionales y farmacolégicas reportadas, el
extracto es una fuente potencial de productos terapéuticos utiles.

Il HIPOTESIS

Las flores de jamaica Hibiscus sabdariffa L contienen lectinas.

IV OBJETIVOS

¢ Objetivo General

Purificar las lectinas en el extracto de flor de Jamaica

¢ Objetivo Especifico

1. ldentificar la presencia de lectinas en extractos de flores de Jamaica
y sus afinidades para carbohidratos.

2. Caracterizar las propiedades bioquimicas de la (s) proteina (s)
purificada (s).



V MATERIAL

a) Infusién de flores secas de jamaica Hibiscus sabdariffa L. (5009)

b) Reactivos con grado analitico

c) Panel de Fenotipo conocido con los cuatro grupos sanguineos, donado
por el Quim. José Luis Alcaraz. Del Banco Central de Sangre, Siglo XX,
IMSS, México.

VI METODOS

Obtencion del Extracto Puro

Se utilizé una infusion de jamaica que se elaboré utilizando 500g peso seco de
las flores de jamaica (Hibiscus sabdariffa L) que se hirvieron en 1L de agua
desionizada por 15 min a 100°C, se filtré y se conservo en refrigeracion a -20°C
hasta su uso ulterior. A este sobrenadante se le llamoé extracto crudo (EC).

Precipitacion fraccionada
La precipitacion fraccionada con sulfato de amonio (NH4)2, SO4 permite la
separacion de proteinas en base a su solubilidad y peso molecular.

Determinacion de proteinas

El método por el que se determinaron las proteinas fue el de Bradford MM,
1976, el cual se basa en la union del colorante Coomassie G-250 azul a la
proteina presente en la muestra, la cuantificacion de proteinas se obtiene al
leer la absorbancia a 595nm, al interpolarla en una curva patrén (0-10mg/mL).

Didlisis
Para realizar las dialisis se utilizaron membranas Spectra-Por MWCO: 3500
(Spectrum Laboratories, Inc.) y agua tridestilada por lo menos tres lavados.

Cromatografia de intercambio Iénico

Se utilizé una resina hidrofébica (Octyl-Sepharose) que se monta en una
columna de 9.5 X 1 cm. El amortiguador es PBS 0.1M pH 7.5 con 0.3M de
(NH4) 2SO4. El gradiente de 100 a 0% se generd con agua tridestilada.

Determinacion del Peso Molecular

El peso molecular se determiné utilizando electroforesis en microgeles de
dodecil sulfato de amonio-poliacrilamida (SDS-PAGE) de 1cm de grosor por 6
cm de longitud utilizando un sistema de amortiguadores de Laemmli (1970) en
camaras Mini-Protean |l (Bio-Rad Richmond, CA). La concentracién de
acrilamida fue al 12% en el gel separador y de 4% en el gel concentrador.
Las muestras se corrieron bajo condiciones reductoras en la presencia de 5%
2-mercaptoetanol y no reductores. Las muestras se calentaron 10 min a 100°C.
Los geles se tifieron con plata. Los marcadores moleculares (Pharmacia,
Sweden) utilizados, fueron los siguientes: fosforilasa b (Mr, 97,400), albumina
(67,000), ovalbumina (43,000), anhidrasa carbénica (30,000), inhibidor de
tripsina (20,100) y a-lactalbumina (14,400). La absorcion y posicion de las
bandas se leyeron con un densitometro. Para construir una curva de calibracion
se trazé el logaritmo de peso molecular contra el logaritmo de movilidad
relativa.



Ensayos de Hemaglutinacion

Se realiz6é utilizando un panel de fenotipo conocido, formado por los
siguientes tipos sanguineos humanos (A1, Az, B y O), donado por el Banco
Central de Sangre, IMSS México. Este ensayo se desarrollé en placas de 96
pozos (Corning Incorporatedd NY 14831) utilizando el proceso de dilucion
serial (Debray, et al., 1981). Los resultados se expresan como unidades de
hemaglutinacion y como actividad especifica. Una unidad de hemaglutinacion
se define como la cantidad de lectina capaz de aglutinar y por lo tanto
precipitar el 75% de los eritrocitos en suspension después de 60 min (Bonay y
Fresno, 2000). Las unidades de hemaglutinaciéon se obtienen en la ultima
dilucion en la que se observa aglutinacion, la actividad especifica se expresa
como el resultado de las unidades de hemaglutinacion/mg proteina. La
concentracidn minima de proteinas necesaria para producir hemaglutinacion
se obtiene con la ultima dilucidbn que conserva la actividad. El ensayo se
desarroll6 con un control negativo (carente de hemaglutinacion) y con uno
positivo (con una fuerte hemaglutinacion), se utilizé un extracto crudo de
esponja (Fenton NB, et al., 2003).

Afinidad para carbohidratos

La especificidad para carbohidratos se obtuvo al comparar la actividad
inhibidora de varios carbohidratos en la hemaglutinacién inducida por la lectina.
Los resultados se expresan como la minima concentracion requerida para
inhibir completamente la actividad de la lectina a estudiar (Zenteno et al 1988).
Los carbohidratos utilizados fueron: D-galactosa, N-acetil-galactosamina, D-
glucosa, N-acetil-glucosamina, D-fucosa, D-manosa, D-lactosa, D-ribosa,
galactosa-acetilada.

Termoestabilidad

Se analiz6 la termoestabilidad utilizando el ensayo de hemaglutinacién
como se describié anteriormente utilizando diferentes temperaturas que fueron:
4, 17 (temperatura ambiente promedio), 20, 40, 80 y 100°C.

Dependencia de Cationes divalentes

Para analizar la dependencia de cationes la muestra se traté con 75mM
de EDTA por 2horas a temperatura ambiente y dializada contra 0.15M de NaCl
a 4°C por toda la noche. Posteriormente se probo la dependencia de cationes
en presencia de 5 mM de Potasio (KH,PQO,), Magnesio (MgCl,), Calcio (CaCly)
y sodio (NazHPOy), en 0.15M NaCl.

Analisis Estadistico

A los valores obtenidos en cada parametro analizado se les realizaron los
siguientes calculos:
Media ( X ), Desviacién Estandar (DE), varianza (5), EE= DE/vn, Coeficiente de
variacion s/ X

Se realiz6é un analisis de varianza (ANOVA) de dos factores para cada uno de
los parametros analizados. Con este analisis se obtuvieron media, DE, EE y la
fuente de varianza. En las tablas se utilizaron analisis de Bonferroni, las
diferencias de p<0.05 se consideraron significativas.



VI RESULTADOS

Actividad del Extracto Crudo

Para explorar la presencia de lectinas en el extracto crudo de flores de
jamaica, se le realizé un ensayo de hemaglutinacién empleando los cuatro tipos
sanguineos humanos (A1, Ay, B y O), el ensayo tiene un control positivo y uno
negativo, con el que se comprueba que la actividad observada se relaciona con
la muestra a estudiar. Como se puede observar en la Tabla 5 y Figura 3., se
obtuvo actividad con los cuatro grupos sanguineos, lo que indica la presencia
de una mezcla de lectinas en éste extracto crudo.

Grupo Sanguineo UHE AE C
A 1760 * 480 3142+784 | 35+12
A, 4480 * 640 8000+ 1085 | 12+ 2
B 4480 + 640 8000+ 1232 | 12+ 3
) 2800 + 1341 | 5000 + 2377 | 58 + 31

Tabla 5. Actividad del Extracto Crudo. Los resultados representan la media + DE (n= 7) de ensayos
independientes por duplicado. Se observa actividad hemaglutinante del extracto crudo con los cuatro
grupos sanguineos.

UHE.- Unidades de hemaglutinacién, AE.- Actividad especifica (UHE/Concentracion de proteina mg/mL) y
C es la Concentracion minima de proteina necesaria para generar una aglutinacion en pg/mL. Proteina:
0.56+0.01 mg/mL.

En la Figura 3, se esquematiza la actividad especifica del extracto crudo
utilizando los diferentes grupos sanguineos. Como se puede observar con A,
aparenta una menor actividad que el resto de los grupos. En el analisis
estadistico se utilizaron como medidas de dispersion a la desviacion estandar.
El ajuste de los resultados se realizo con el método de Bonferroni, las
diferencias de p<0.05 se consideraron significativas, los coeficientes de
correlacion obtenidos fueron: A4: 0.064; A,: 0.167; B: 0.6 y O: 0.173. Como se
puede apreciar, el analisis mostré que no existen diferencias significativas entre
los grupos sanguineos humanos utilizados.
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Figura 3. Actividad del Extracto Crudo. Los resultados representan la media + DE (n= 4) de ensayos
independientes por duplicado La mayor actividad se observa con los grupos sanguineos Az, B y O. Las
letras indican las diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos sanguineos, en donde se puede
observar, que no hay diferencia significativa.



Como se demostro que el extracto crudo tiene lectinas, se procedi6 a realizar la
purificacion.

Precipitacion Fraccionada con Sulfato de Amonio

La precipitaciéon se realizd6 anadiendo concentraciones crecientes de
sulfato de amonio en los intervalos de: 0-20, 20-40, 40-60, 60-80 y 80-100%. A
continuacion se presentan los resultados obtenidos del analisis de actividad de
lectinas en cada una de las concentraciones utilizadas.

Concentracion 0-20%

Las lectinas que precipitan en la concentracién de 0-20% presentan los
siguientes resultados, en la Tabla 6 y en la Figura 4., donde se puede observar
que hay mayor actividad hemaglutinante con el grupo O.

Grupo Sanguineo |UHE AE C
Ay 26920 + 19317 | 52287 + 37525 1327
A, 26880 + 18827 | 52524 + 36886 9 t4
B 27560 + 19057 | 53458 + 37028 11+7
0 36840 + 17377 | 71487 + 33720 5 +4

Tabla 6. Actividad de la Concentracién 0-20% de Sulfato de Amonio. Los resultados representan la
media + DE (n= 4) de ensayos independientes por duplicado. Se observa actividad hemaglutinante del
extracto crudo con los cuatro grupos sanguineos.

UHE.- Unidades de hemaglutinacion, AE.- Actividad especifica (UHE/Concentracién de proteina mg/mL) y

C es la Concentracion minima de proteina necesaria para generar una aglutinacion en pg/mL. Proteina:
0.5147+0.000765 mg/mL.

Se utilizo un analisis de Bonferroni, y las diferencias de p<0.05 se
consideraron significativas, el coeficiente de correlacion para cada grupo
sanguineo obtenido (comparandolo con los demas) fueron: A; de 0.005,
para A, de 0.400, B de 0.393 y para O de 0.311. Como podemos ver en la
Figura 6, no hay diferencia significativa.
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Figura 4. Actividad concentracién 0-20% de Sulfato de Amonio. Los resultados representan la media
+ DE (n= 4) de ensayos independientes por duplicado. Las letras indican las diferencias significativas
(p<0.05) entre los grupos sanguineos en donde se observa que no existe diferencia significativa con
ninguno de los diferentes grupos sanguineos.



Concentracion 20-40%

En la siguiente concentracion de sulfato de amonio utilizada, de 20-40%,
se obtuvo una mayor actividad con los grupos sanguineos A; y B, en
comparacion con los otros dos grupos sanguineos, esto se puede observar en
la tabla 7.

Grupo Sanguineo UHE AE C
A 11520 + 3221 23040 + 6443 5+1
Ay 7040 + 1920 14080 + 3840 8+3
B 12480 + 9527 24960 + 19054 14+6
0 2080 + 1024 4160 + 2049 33+ 11

Tabla 7 Actividad de la Concentracion 20-40% de Sulfato de Amonio. Los resultados
representan la media + DE (n= 4) de ensayos independientes por duplicado. Se observa un
ligero incremento en la actividad hemaglutinante de B comparado con A Se observa una
diferencia significativa de B al compararla con los otros grupos sanguineos. UHE.- Unidades de
hemaglutinacion, AE.- Actividad especifica (UHE/Concentracién de proteina mg/mL) y C es la
Concentracion minima de proteina necesaria para generar una aglutinacién en pg/mL. Proteina:
0.5+0.001 mg/mL.

En la figura 5, se muestra la diferencia significativa entre los grupos
sanguineos, de este precipitado. Se utilizo un analisis de Bonferroni, y las
diferencias de p<0.05 se consideraron significativas, el coeficiente de
correlacion para cada grupo sanguineo fueron las siguientes: para A4 de 0.010,
para Az 0.896, B de 0.047 y para O de, 0.014, y como se puede observar,
existen diferencias significativas entre Az, By O.
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Figura 5. Actividad concentracion 20-40% de Sulfato de Amonio. Los resultados representan la media
+ DE (n= 4) de ensayos independientes por duplicado Se observa que existen diferencias significativas
entre las actividades obtenidas con los diferentes grupos sanguineos. Las letras indican las diferencias
significativas (p<0.05) entre los grupos sanguineos. Las diferencia se puede observar en los grupos
sanguineos Az, By O.



Concentracion 40-60%

Para la concentracion de 40-60%, se puede observar que se presenta un
incremento en la actividad de las lectinas al utilizar el grupo sanguineo A,, lo
que refleja la separacién de proteinas, esto se puede ver en la tabla 8, la cual
se muestra a continuacion.

Grupo Sanguineo | UHE AE C
A 1280+ 0 1641+ 0 490
A, 10880 + 9600 | 13949 + 12308 | 26 +23
B 6400 + 3840 8205 + 4923 15+9
960 + 320 1231 £ 410 74 + 25

Tabla 8. Actividad de la Concentracion 40-60% de Sulfato de Amonio. Los resultados
representan la media £+ DE (n= 4) de ensayos independientes por duplicado. Se observa un
incremento en la actividad hemaglutinante con el grupo sanguineo A UHE.- Unidades de
hemaglutinacion, AE.- Actividad especifica (UHE/Concentracion de proteina mg/mL) y C es la
Concentracion minima de proteina necesaria para generar una aglutinacion en pg/mL. Proteina:
0.78+0.001 mg/mL

En la Figura 6, se muestra la diferencia significativa entre los grupos
sanguineos, de este precipitado. Se utilizo un analisis de Bonferroni, y las
diferencias de p<0.05 se consideraron significativas, el coeficiente de
correlacion fue para A1 de 0, para Ay, B y O fue de 1, mostrando diferencias
significativas con el grupo sanguineo A,y B.
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Figura 6. Actividad concentracion 40-60% de Sulfato de Amonio. Los resultados representan
la media + DE (n= 4) de ensayos independientes por duplicado. Se observa un incremento en la
actividad hemaglutinante con el grupo sanguineo A; que es significativamente diferente de B, A1
y O, no se observan diferencias significativas entre los grupos A y O. Las letras indican las
diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos sanguineos.



Concentracion 60-80%

En la fraccibn que corresponde a la concentracion de 60-80% se
observé una mayor actividad con los grupos sanguineos A, B y O. Es
importante resaltar que en esta fraccion se obtuvo la mayor actividad en
unidades de hemaglutinacion y en actividad especifica en comparacién con el
resto de las fracciones de sulfato de amonio. En la tabla 9, la cual se muestra a
continuacion, se presentan estos resultados.

Grupo Sanguineo UHE AE C
A 23400 + 19996 31206 + 21439 15+8
A, 65000 + 37643 82822 + 38394 8+7
B 77160 + 31721 97436 + 31034 1+0.33
68200 + 36094 81026 + 38440 3+2

Tabla 9. Actividad de la Concentracion 60-80% de Sulfato de Amonio. Los resultados
representan la media + DE (n= 4) de ensayos independientes por duplicado. Se observa un
incremento en la actividad hemaglutinante con los grupos sanguineos Az, B y O. UHE.- Unidades
de hemaglutinacion, AE.- Actividad especifica (UHE/Concentracién de proteina mg/mL) y C es la
Concentracion minima de proteina necesaria para generar una aglutinacion en ug/mL. Proteina:
0.64+0.067 mg/mL.

En la Figura 7, se muestra la diferencia significativa entre los grupos
sanguineos, de este precipitado. El analisis estadistico mostré que el
coeficiente de correlacion obtenido fue para A1.0.375, A,. 0.008, B: 0.904 y para
0: 0.9454, y como se puede observar, existen diferencias significativas con el
grupo sanguineo A;.
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Figura 7. Actividad concentracion 60-80% de Sulfato de Amonio. Los resultados representan
la media £ DE (n= 4) de ensayos independientes por duplicado Se observa un incremento en la
actividad hemaglutinante con el grupo sanguineo A; B y O. Las letras indican las diferencias
significativas (p<0.05) entre los grupos sanguineos.



Concentracion 80-100%

La ultima concentracion para llegar a la saturaciéon fue de 80-100 % los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla 10 y Figura 8. Como se observa
en la tabla 8, claramente se puede ver un incremento en la actividad al utilizar
el grupo sanguineo O. La actividad observada con el grupo sanguineo A es
despreciable.

Grupo Sanguineo UHE AE C
A 853 +213 1263 + 316 71+ 14
A, 5333 +2773 7890 + 4103 34 +26
B 23893 + 9031 38349 + 13128 3+1
o) 58240 + 52873 | 86163 + 78222 30+27

Tabla 10. Actividad de la Concentracién 60-80% de Sulfato de Amonio. Los resultados
representan la media + DE (n= 4) de ensayos independientes por duplicado. Se observa un
incremento en la actividad con los grupos sanguineos Az, B y O UHE.- Unidades de
hemaglutinacién, AE.- Actividad especifica (UHE/Concentracion de proteina mg/mL) y C es la
Concentracion minima de proteina necesaria para generar una aglutinacion en pg/mL. Proteina:
0.68+0 mg/mL.

En la figura 8, se muestra la diferencia significativa entre los grupos
sanguineos, del precipitado 80-100%. Se utilizo un analisis de Bonferroni, y las
diferencias de p<0.05 se consideraron significativas, el coeficiente de
correlacion para cada grupo sanguineo que se obtuvo fueron: para A; de O,
para A; de 0.998, B de 0.998 y para O de, 0.793, y como se puede observar,
existen diferencias significativas con el grupo sanguineo Az, By O.
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Figura 8. Actividad de la concentracién 80-100% de Sulfato de Amonio. Los resultados
representan la media + DE (n= 4) de ensayos independientes por duplicado Se observa un
incremento en la actividad hemaglutinante con el grupo sanguineo O. Las letras indican las
diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos sanguineos.



Especificidad para carbohidratos

Extracto Crudo

Para determinar la especificidad por carbohidratos en el extracto crudo
se realizé el ensayo utilizando el grupo sanguineo A;. Se probd contra los
carbohidratos presentados en la tabla 11. La afinidad del extracto crudo para
carbohidratos de mayor a menor fue la siguiente: GalNAc >Galactosa
>Galactosa acetilada >Ribosa >Glucosa >GluNAc >Lactosa >Manosa >Fucosa
>Sacarosa >Xilosa.

Carbohidrato Extracto Crudo
(umol) A,
GalNAc 0.097

Gal 0.097
Gal acet 0.097
Rib 0.097
Glu 1.56
GIluNAc 1.56
Lac 3.125
Man 25
Fuc 25
Sac 200
Xyl 200

Tabla 11 Especificidad de carbohidratos extracto crudo. Los resultados representan la
minima concentracion de carbohidratos (en pmol) que se requiere para inhibir completamente la
actividad hemaglutinante. Se utilizd el grupo sanguineo A,. La afinidad por los carbohidratos fue
la siguiente: GalINAc>Gal> Gal acetilada >Rib >Glu >GluNAc >Lac>Man>Fuc>Sac >Xyl.

Sulfato de amonio 0-20%

Para la siguiente concentracion de sulfato de amonio 0-20%, el grupo
sanguineo que se escogi6 fue el O como se puede ver en la Tabla 6, fue con el
que se obtuvo la mayor actividad. En la tabla 12 se presentan los resultados del
analisis realizado, como se puede apreciar, no se logra distinguir una diferencia
entre las especificidades para los siguientes carbohidratos: Gal, GalNAc, Gal
Acetilada, Glu, GluNAc, Fuc, Man, Lac y Rib.

Es notable esta alta sensibilidad ya que utilizando alrededor de 250 ng
de proteina y alrededor de 0.01nmol de carbohidratos no se observan
diferencias con estos carbohidratos. Por lo que podemos concluir que con esta
concentracidn salina, las lectinas presentes no se han separado y por lo tanto
tampoco se aprecia una diferencia en la sensibilidad, con la mayoria de los
carbohidratos listados en la tabla. Sorprendentemente no muestran afinidad
con los carbohidratos sacarosa y xilosa.



Carbohidrato O (umol)
Gal 0.097
GalNAC 0.097
Glu 0.097
GluNAC 0.097
Fuc 0.097
Man 0.097
Lac 0.097
Rib 0.097
Gal Acet 0.097
Sac 200
Xyl 200

Tabla 12. Especificidad de carbohidratos 0-20%. Los resultados representan la minima
concentracion de carbohidratos (en pmol) que se requiere para inhibir completamente la
actividad hemaglutinante. Se utilizé el grupo sanguineo O La afinidad por los carbohidratos fue la
misma para todos los carbohidratos con excepcion de Sacarosa y Xilosa.

Sulfato de amonio 20-40%

En la concentracion 20-40% de sulfato de amonio, se utilizé el grupo sanguineo
A1. Los resultados que se pueden observar en la tabla 13, la mayor afinidad fue
para Galactosa, N-acetil-galactosamina y Glucosa, que coincide totalmente con
los carbohidratos de los grupos sanguineo con los que se obtuvo la mayor
actividad (Tabla 7). La afinidad del precipitado de 20-40% para carbohidratos
de mayor a menor fue la siguiente: Gal>GalNAc>Glu > GluNAc, Fuc, Ribosa,
GalAcetilada > Man, Lac, Sacarosa, Xilosa.

Carbohidrato A; (umol)
Gal 0.097
GalNAC 0.097
Glu 0.097
GIuNAC 100
Fuc 100
Rib 100
Gal Acet 100
Man 200
Lac 200
Sac 200
Xyl 200

Tabla 13 Especificidad de carbohidratos 20-40%. Los resultados representan la minima
concentracion de carbohidratos (en pmol) que se requiere para inhibir completamente la
actividad hemaglutinante. Se utilizé el grupo sanguineo A; La afinidad por los carbohidratos fue
la siguiente: Gal>GalNAc>Glu > GIluNAc, Fuc, Ribosa, GalAcetilada > Man, Lac, Sacarosa,
Xilosa.



Sulfato de amonio 40-60%

La fraccion 40-60% presenta la afinidad por carbohidratos que se
observan en la tabla 14. Se utilizd el grupo sanguineo A,. Y la afinidad
encontrada fue la siguiente: Ribosa, Gal Acetilada,>GalNAc, Glu> Gal, Man,
Lac> GIuNAc, Fuc> Sac, Xyl.

40-60% A,
Rib 1.5625
Gal Acet 1.5625
GalNAC 3.125
Glu 3.125
Gal 6.25
Man 6.25
Lac 6.25
GIuNAC 12.5
Fuc 12.5
Sac 200
Xyl 200

Tabla 14 Especificidad de carbohidratos 40-60%. Los resultados representan la minima
concentracion de carbohidratos (en pmol) que se requiere para inhibir completamente la
actividad hemaglutinante. Se utilizé el grupo sanguineo A, La afinidad por los carbohidratos fue
la siguiente: Rib, Gal Acetilada,>GalNAc, Glu> Gal, Man, Lac> GIuNAc, Fuc> Sac, Xyl.

Sulfato de amonio 60-80%

En el precipitado 60-80%, se utilizdé el grupo sanguineo B, uno de los
cuales se obtuvo la mayor actividad. En la tabla 15 se resumen los resultados.
La afinidad obtenida fue la siguiente: Gal, GalNAc> Gal Acetilada, Glu >
GluNAc, Fuc> Rib, Man, Lac > Sac, Xyl.

Carbohidrato B (umol)
Gal 0.3906
GalNAC 0.3906
Gal Acet 0.78125
Glu 0.78125
GIluNAC 1.5625
Fuc 1.5625
Rib 6.25
Man 6.25
Lac 6.25
Sac 200
Xyl 200

Tabla 15 Especificidad de carbohidratos 60-80%. Los resultados representan la minima
concentracion de carbohidratos (en pmol) que se requiere para inhibir completamente la
actividad hemaglutinante. Se utilizé el grupo sanguineo B, La afinidad por los carbohidratos fue
la siguiente: Gal, GalINAc> Gal Acetilada, Glu > GIuNAc, Fuc> Rib, Man, Lac > Sac, Xyl



Sulfato de amonio 80-100%

Por ultimo, en la concentracién que llega a la saturacion (80-100%)
presento los resultados que se observan en la tabla 16 al utilizar el grupo
sanguineo O (Tabla 16). La afinidad para carbohidratos de mayor a menor fue
la siguiente: Gal Acetilada >Rib >Glu, Gal >Lac >GalNAc >Fuc >Man >GIluNAc
>Sac >Xyl.

Carbohidrato O (umol)
Gal Acet 0.3906
Rib 0.7812
Gal 3.125
Glu 3.125
Lac 6.25
GalNAC 12.5
Fuc 25
GIuNAC 50
Man 50
Sac 200
Xyl 200

Tabla 16 Especificidad de carbohidratos para 80-100%. Los resultados representan la minima
concentracion de carbohidratos (en pmol) que se requiere para inhibir completamente la
actividad hemaglutinante. Se utilizo el grupo sanguineo B, La afinidad por los carbohidratos fue la
siguiente: Gal Acetilada >Ribosa >Glu, Gal >Lac >GalNAc >Fuc >Man >GIuNAc >Sac >Xyl.

En tabla 17 podemos observar una comparacién del extracto crudo y los pasos
de purificacion al final se encuentra la lectina pura. La especificidad varié de
acuerdo a la separacion y purificacion de componentes. La afinidad de la
lectina pura (HLS) muestra una mayor especificidad en comparacion con los
pasos anteriores.



Extracto
Carbohidrato Crudo 0-20% 20-40% 40-60% 60-80% 80-100% | Lectina Pura
(umol) As ©) A4 As B 0 B
Gal 0.097 0.097 0.097 6.25 0.097 3.125 0.097
GalNAc 0.097 0.097 0.097 3.125 0.097 12.5 0.097
Gal acet 0.097 0.097 100 1.56 0.78 0.39 0.097
Glu 0.097 0.097 0.097 3.125 0.78 3.125 1.56
GIluNAc 1.56 0.097 100 12.5 1.56 50 12.5
Rib 1.56 0.097 100 1.56 6.25 0.78 200
Fuc 25 0.097 100 12.5 1.56 25 6.25
Man 25 0.097 200 6.25 6.25 50 200
Lac 3.125 0.097 200 6.25 6.25 6.25 100
Sac 200 200 200 200 200 200 200
Xyl 200 200 200 200 200 200 200

Tabla 17 Tabla comparativa de la especificidad para carbohidratos.
Se muestra la especificidad para carbohidratos en los distintos pasos de
purificacion. Se observan diferentes especificadades en cada grupo, lo
que indica la separacion de las lectinas. La afinidad para carbohidratos de
mayor a menor fue la siguiente para el extracto crudo: GalNAc >Gal >Gal
acetilada >Rib >Glu >GIluNAc >Lac >Man >Fuc >Sac >Xyl, para la lectina
HLS: Gal >GalNAc > Gal acetilada >Glu >GluNAc >Lac>Rib >Fuc >Man
>Sac >Xyl.




Termoestabilidad

Extracto Crudo

Para evaluar la dependencia a la temperatura se desarrollo el ensayo
utilizando diferentes temperaturas de incubacion. La temperatura ambiente fue
de 17°C. En la tabla 18, se muestran los resultados en la actividad especifica,
con los cuatro grupos sanguineos humanos (A1, Az, By O).

Temperatura (°C) Aq A, B O
4 1134 567 9075 1134
17 3081 7746 7843 4963
20 3629 9075 7259 567
40 4537 9075 9075 9075
80 1814 3629 3629 9075
100 3629 4537 9075 9075

Tabla 18 Termoestabilidad Extracto Crudo. Se analizé la dependencia a la temperatura. Como
se puede observar se mantiene la actividad especifica en las temperaturas analizadas utilizando
los cuatro grupos sanguineos.

En la Figura 9, se aprecia que la actividad hemaglutinante de las lectinas
del extracto crudo son termoestables al utilizar diferentes temperaturas. Esto es
evidente, ya que con el grupo sanguineo B se mantiene con muy pocas
diferencias en las diferentes temperaturas. Incluso se observa un ligero
incremento con las temperaturas mas elevadas (80 y 100 °C).
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Figura 9. Termoestabilidad del Extracto Crudo. Se observa que con las diferentes
temperaturas se mantiene la actividad especifica con los cuatro grupos sanguineos A+, A2, By O
utilizados.



Sulfato de amonio 0-20%

En la tabla 19, se muestran los resultados en la actividad especifica, con

el grupo sanguineo O.

Temperatura (°C) O
4 29565
17 29782
20 19891
40 19891
80 19946
100 19946

Tabla 19 Termoestabilidad concentracion 0-20%. Se analizé la dependencia a la temperatura.
Como se puede observar se mantiene la actividad especifica en las temperaturas analizadas

utilizando el grupo sanguineo O.

En la Figura 10, se aprecia que la actividad hemaglutinante de las
lectinas de la concentracién 0-20% son termoestables al utilizar diferentes
temperaturas. Esto es evidente, ya que con el grupo sanguineo O se observo

una diferencia minima con el resto de las temperaturas empleadas.
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Figura 10 Termoestabilidad Concentracién 0-20%. Se observa que con las diferentes

temperaturas se mantiene la actividad especifica con el grupo sanguineo O utilizado.




Sulfato de amonio 20-40%

En la tabla 20, se muestran los resultados en la actividad especifica, con
los grupos sanguineos Ay B.

Temperatura (°C) A B
4 30960 | 21920
17 20480 | 20480
20 20480 | 10240
40 10240 | 20480
80 15120 | 10240
100 15120 | 15120

Tabla 20 Termoestabilidad 20-40%. Se analizé la dependencia a la temperatura. Como se
puede observar se mantiene la actividad especifica en las temperaturas analizadas utilizando los
grupos sanguineos A1y B.

En la Figura 11, se aprecia que la actividad hemaglutinante de las
lectinas de la concentracién 20-40% son termoestables al utilizar diferentes
temperaturas. Con excepcion de la temperatura menor (4°C) el resto no
muestra diferencias entre los grupos sanguineos y las temperaturas.
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Figura 11 Termoestabilidad Concentracion 20-40%. Se observa que con las diferentes
temperaturas se mantiene la actividad especifica con los grupos sanguineos A1 y B utilizados.



Sulfato de amonio 40-60%

En la tabla 21, se muestran los resultados en la actividad especifica, con
los grupos sanguineos A, y B.

Temperatura(°C) A, B
4 13028 15064
17 12564 16041
20 16041 16041
40 16041 13282
80 16021 14010
100 18021 11003

Tabla 21 Termoestabilidad Concentracion 40-60%. Se analizd la dependencia a la
temperatura. Como se puede observar se mantiene la actividad especifica en las temperaturas

analizadas utilizando el grupo sanguineo Aj.

En la Figura 12, se aprecia que la actividad hemaglutinante de las
lectinas de la concentracién 40-60% son termoestables al utilizar diferentes
temperaturas. Esto es evidente, ya que con los grupos sanguineos A; y B, se
mantiene con muy pocas diferencias en las diferentes temperaturas. Incluso se
observa una estabilidad en las temperaturas mas elevadas (80 y 100 °C).
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Figura 12 Termoestabilidad Concentracion 40-60%. Se observa que con las diferentes
temperaturas se mantiene la actividad especifica con el grupo sanguineo Aa.



Sulfato de amonio 60-80%

En la tabla 22, se muestran los resultados en la actividad especifica, con
el grupo sanguineo B.

Temperatura (°C) B
4° 30073
17 30073
20 35018
40 37509
80 37509
100 37509

Tabla 22 Termoestabilidad Concentracion 60-80%. Se analizé la dependencia a la
temperatura. Como se puede observar se mantiene la actividad especifica en las temperaturas
analizadas utilizando el grupo sanguineo B.

En la Figura 13, se aprecia que la actividad hemaglutinante de las
lectinas de la concentracion 60-80% son termoestables al utilizar diferentes
temperaturas. Se utilizé el grupo sanguineo B.
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Figura 13 Termoestabilidad Concentracion 60-80%. Se observa que con las diferentes
temperaturas se mantiene la actividad especifica con el grupo sanguineo B.



Sulfato de amonio 80-100%

En la tabla 23, se muestran los resultados en la actividad especifica, con
el grupo sanguineo O.

Temperatura(°C) o]
4 30598
17 30299
20 15150
40 18093
80 18093
100 18093

Tabla 23 Termoestabilidad 80-100%. Se analizé la dependencia a la temperatura. Como se
puede observar se mantiene la actividad especifica en las temperaturas empleadas. Se utilizo el
grupo sanguineo O.

En la Figura 14, se aprecia que la actividad hemaglutinante de las
lectinas de la concentracion 80-100% son termoestables.

En todas las diferentes concentraciones de sulfato de amonio utilizadas
se mantiene la actividad especifica con minimas diferencias. Por lo que se
puede afirmar que la jamaica posee lectinas termoestables.
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Figura 14 Termoestabilidad Concentracion 80-100%. Se observa que con las
temperaturas 40 y 80 °C se mantiene la actividad especifica con las diferentes
temperaturas. Se utlizé el el grupo sanguineo O.



Dependencia de cationes

Para comprobar la dependencia a cationes se utilizaron los siguientes
cationes divalentes que son K (KH,PO4), Mg (MgCl,), Ca (CaCl;) y Na
(NaxHPOy,).

Después de tratarlos con un agente quelante por toda la noche, se probd
la actividad. En la tabla 24 se muestran las actividades obtenidas en el extracto
crudo y en las distintas concentraciones de sulfato de amonio. Como se puede
apreciar, no se observan diferencias en las actividades con y sin el tratamiento
con EDTA, de la misma manera no se observan diferencias entre los cationes
utilizados.

Por lo que podemos afirmar que las lectinas contenidas en el extracto de
flor de jamaica no son dependientes de cationes.



EXTRACTO CRUDD 0-20% 20-40% 40-60% 60-80% 80-100%

Cation AAEDTA A, |O#HDTA| 0 |AfEDTA| A | meora| B | BeEDTA| B | O+EDTA| O
KH,PO, 790383 190388 | 318260 | 318260 | 327680 | 327680 | 210051 | 220051 | 30073 | 30073 | 242393 | 242393
MgCL 790383 190388 | 318260 | 318260 | 327680 | 327680 | 210051 | 210051 | 30073 | 30073 | 242393 | 242393
Latl; 290283 290388 | 318260 | 318260 | 327680 | 327680 | 210051 | 210051 | 30073 | 0073 | 242393 | 42393
Na,HPO, 790283 190388 | 318260 | 318260 | 327680 | 327680 | 210051 | 210051 | 30073 | 0073 | 242393 | 42393

Tabla 24 Tabla Comparativa de la Dependencia de cationes. Se
muestra la dependencia de cationes en el extracto crudo y en las
concentraciones crecientes de sulfato de amonio. Como se puede
observar, las actividades obtenidas en cada grupo no varian al utilizar los
cationes descritos en la tabla.




Cromatografia de intercambio I6nico

La fraccion con la que se obtuvo la mayor actividad hemaglutinante, fue
la de 60-80% (Tabla 9). Por esta razdn se escogid para continuar la purificacion
de lectinas. Se utilizd una resina de interaccién hidrofébica (Octyl-Sepharosa).
El amortiguador utilizado fue PBS (0.1M pH 7.5) con 0.3M Sulfato de amonio.
El gradiente se form¢ al anadir concentraciones crecientes de agua tridestilada.

A cada una de las fracciones colectadas se les analizé la actividad
hemaglutinante. Como se puede apreciar en la Figura 15 se muestra un patrén
representativo de las cromatografias de intercambio iénico realizadas., en esta
figura y en la Tabla 30., se aprecian los picos (fracciones) obtenidos en
condiciones hidrofébica (PBS+ 0.3M (NH4).SO4) que carecen de actividad,
mientras que los obtenidos en condiciones hidrofilica, presentan actividad
(marcados con una flecha).
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Figura 15. Cromatografia de intercambio i6nico hidrofébica. Patrén representativo
obtenido con una resina de Intercambio idnico, se utilizé como amortiguador PBS (0.1M
pH 7.5) adicionado con 0.3M de sulfato de amonio, el gradiente se obtuvo utilizando
agua tridestilada. Se muestra la separacion de los componentes de la fraccion 60-80%
de sulfato de amonio. En la fraccién hidrofébica los componentes carecen de actividad,
mientras que los picos hidrofilicos contienen a las lectinas debido a que presentan
actividad hemaglutinante.

En la Tabla 25. Se muestran los resultados del analisis de la actividad
hemaglutinante de cada fraccién con actividad obtenida en esta cromatografia.
Las fracciones 27 a la 30 y 36 presentan actividad con los grupos sanguineos
B y O, mientras que la 31 y 32 tienen actividad con los cuatro grupos
sanguineos, esto indica claramente una separacion de lectinas.



UHE AE C
Fraccion 27
A
Az
B 81920 2409411.76 0.033
o] 1280 37647.0588 2.14
Fracciéon 28
A
Az
B 81920 2560000 0.03
o] 40960 1280000 0.06
Fraccion 29
A
Az
B 163840 5285161.29 0.000015
O 20480 660645.161 0.00012
Fracciéon 30
A
Az
B 20480 386415.094 0.2
O 10240 193207.547 0.418
Fraccion 31
A 80 1509.43396 53.53
Ao 80 1509.43396 53.53
B 81920 1545660.38 0.05
O
Fraccion 32
A 1280 49230.7692 1.66
Ao 640 24615.3846 6.65
B 163840 6301538.46 0.012
O 10240 393846.154 0.2
Fracciéon 36
A
Az
B 81920 3723636.36 0.02
O 40960 1861818.18 0.04

Tabla 25. Anélisis de la actividad de cada una de las Fracciones de la Cromatografia de
Intercambio iénico. En esta tabla se puede observar que la mayor actividad hemaglutinante
se lleva a cabo con los grupos sanguineos B y O, y donde los grupos A; y A, no tienen
actividad.



Se decidio tomar a las fracciones 29 y 30 para continuar con la
purificacion, esto es porque los resultados del ensayo de aglutinaciéon muestran
proteinas con una muy alta afinidad con los grupos sanguineos B y O, ya que
se requiere una minima concentracién de proteinas para obtener actividad.
Ademas son las fracciones con mayor concentracion de proteinas.

Las fracciones que mostraron las mismas caracteristicas se unieron y
posteriormente se separaron utilizando ahora una separaciéon en base a su
peso molecular.

Cromatografia de exclusion molecular

Las fracciones con actividad aglutinante se sometieron a una cromatografia de
exclusién molecular. En la Figura 16, se puede observar un patron
representativo de las cromatografias que se realizaron. En esta figura, se
puede observar dos fracciones (picos) donde las sefaladas con una flecha son
las que tuvieron actividad hemaglutinante.
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Figura 16. Cromatografia de exclusion molecular. Se utilizé6 amortiguador PBS 0.1M pH 7.5.
Las flechas muestran las fracciones con actividad hemaglutinante.



Electroforesis SDS-PAGE

A la fraccion # 9 obtenida en la cromatografia de exclusion molecular, se
analizoé su grado de pureza y el peso molecular, mediante una electroforesis
SDS-PAGE. Como se muestra en la Figura 17, se obtuvo una fraccién
mayoritaria en esta fraccion lo que indica que la lectina esta pura.
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Figura 17. Electroforesis SDS-PAGE. Geles con una concentracion del 12%
en condiciones nativas. Carril A.- Marcadores Moleculares, B.- Fraccion #:9 de
Cromatografia de Exclusion Molecular, D.- Lectina de Hibiscus sabdariffa (HSL)
PM 32,500 Da., E.- Extracto Crudo (1:100)

A la lectina pura se le llamé lectina de Hibiscus sabdariffa o HSL
(Hibiscus sabdariffa lectin). Tiene un peso molecular de 32,500 Da. A esta
lectina se le analizaron sus propiedades fisicoquimicas que se explican a
continuacion:



Propiedades Fisicoquimicas de HSL
Peso Molecular:

La lectina pura se le llamé “ Lectina de Hibiscus sabdariffa” HLS tiene
un peso molecular aparente de 32,500 Da
Dependencia a Cationes

La actividad hemaglutinante no se vio afectada por tratamientos con
EDTA o la adicion de cationes divalentes (%mM). Lo que indica que HLS no
requiere iones metalicos.

Temperatura

Presenta una termoestabilidad con las diferentes temperaturas de
incubacién utilizadas.

pH
La actividad hemaglutinante se mantuvo estable en el intervalo de pH de 6-8.
Especificidad de Grupo Sanguineo

Tanto la fraccién 60-80% como la lectina HLS presentaron la mayor
actividad con los grupos sanguineos humanos By O

Especificidad por Carbohidratos

La especificidad por carbohidratos de la lectina pura fue la siguiente:
Gal>GalNAc>Glu>GalAcet>GluNAc>Lac>Rib>Fuc>Man>Sac >Xyl



VII DISCUSION

Este trabajo de tesis se enfocé a la purificacion de una lectina a partir de
una infusion de flores de jamaica. La metodologia utilizada es la reportada
comunmente en éste tipo de proteinas. Hasta donde sabemos, este es el
primer trabajo en donde ademas de identificarlas por primera vez se realiza una
purificacién y caracterizacion parcial.

Al realizar el ensayo de hemaglutinacion se observé actividad
hemaglutinante en los cuatro grupos sanguineos, este ensayo se realizd
utilizando primero una concentracion pequefa de flores, este resultado indica
por un lado la presencia inequivoca de lectinas y por otro lado se tiene una
mezcla de lectinas ya que los resultados son con los cuatro grupos sanguineos.

Habiendo identificado la presencia de lectinas en infusiones de flores de
jamaica y cubriendo con el primer objetivo, se procedid a realizar la
purificacion, el extracto crudo, presenté afinidad con los cuatro grupos
sanguineos mostrando lectinas con afinidades para Ay y Ay: GalNAc-Gal-Fuc,
B: Gal-Gal-Fuc y O: Fuc-Gal (Tabla 5, Figura 3). El andlisis estadistico entre los
grupos mostré que no existen diferencias significativas.

A continuaciéon se inicié la purificacion utilizando una precipitacion
fraccionada con sulfato de amonio. Con esta técnica se consigue la separacion
de moléculas de mayor a menor peso molecular.

En la primer concentracion de sulfato de amonio (0-20%) se observo
practicamente los mismos resultados obtenidos con el extracto crudo, esto es a
pesar de que se separaron proteinas con alto peso molecular. Continua
presente una mezcla de lectinas.

A partir de la concentracion de 20-40% de sulfato de amonio se observo
diferentes afinidades para los grupos sanguineos, asi, en esta concentracion se
observé una mayor actividad en B. El andlisis estadistico mostré diferencias
significativas entre todos los grupos. Lo que indica la separacion de
compuestos.

En el intervalo de 40-60% de sulfato de amonio, se observd una mayor
actividad en el grupo sanguineo A,, estadisticamente diferente del resto de las
actividades especificas obtenidas.

Utilizando las concentraciones de 60 a 80% se observaron las mayores
actividades con A, B y O, no presentaron diferencias significativas entre estos
grupos. En esta fraccion se obtuvo la mayor actividad especifica con un
incremento de 15 veces en comparacion con el extracto crudo.

En el mayor intervalo de concentraciones de 80 a 100% la mayor actividad se
obtuvo utilizando el grupo sanguineo O.

Como se puede observar, se logro obtener una separacion de las
proteinas contenidas en el extracto crudo. Las diferentes actividades
encontradas indican que en cada una de estas fracciones con diferentes
concentraciones de sulfato de amonio contienen diferentes lectinas.

Para obtener la especificidad para carbohidratos en las muestras
obtenidas, se analizaron utilizando los carbohidratos habituales encontrados en
lectinas de plantas (Hernandez, et al., 2005). En el extracto crudo (Tabla 11) se
obtuvieron las siguientes afinidades: GalNAc >Gal >Gal acetilada >Ribosa >Glu
>GIuNAc >Lac >Man >Fuc >Sacarosa >Xilosa. Las mayores afinidades se
observaron con las primeras cuatro, que representa otro criterio con el que
podemos asegurar que este extracto crudo posee una mezcla de lectinas. En
las fracciones obtenidas con los diversos intervalos de sulfato de amonio se



obtuvieron diferentes afinidades que se resumen en la Tabla 17, como se
aprecia se van separando las proteinas que se visualizan en las diversas
especificidades. La lectina pura muestra también una mayor especificidad para
Gal, GalNAc, Glu y GIuNAc.

En cuanto a la termoestabilidad, como se muestra en los ensayos
realizados tanto al extracto crudo como en los diversos pasos de purificacion se
observo que las lectinas de la flor de jamaica son termoestables. Asi como se
aprecia en las figuras, 9 a la 14, la actividad especifica se mantiene incluso con
temperaturas de incubacién de 80 y 100°C observando en algunas una
pequefa disminucién que no es significativa con el resto de las temperaturas
probadas, este mismo comportamiento lo mostré la lectina pura.

Al llevar a cabo el ensayo de los cationes para el extracto crudo, se
puede observar en la tabla 22, que la actividad hemaglutinante no se ve
afectada por el tratamiento con EDTA y tampoco al afiadirle los cationes, este
mismo resultado se observo hasta el precipitado de 80-100% y por lo
consiguiente la lectina pura HSL. Se puede afirmar que no muestran
dependencia de los siguientes cationes: potasio, magnesio, calcio y sodio.

Se analizé ademas la dependencia al cambio de pH, los resultados
mostraron que tanto el extracto crudo, las fracciones correspondientes a la
purificaciéon y la lectina pura mostraron una estabilidad en el intervalo de pH 6.0
a 8.0.

La separacion de los componentes de la fraccion 60-80% que fue la que
presentd la mayor actividad (Tabla 9) se realizd utilizando primero
cromatografias de interaccién hidrofébica seguidas de cromatografias de
exclusion molecular (Figuras 15 y 16). Las fracciones con mayor actividad se
analizaron para evaluar la purificacion asi como el peso molecular aparente,
como se aprecia en la Figura 17 se obtiene una sola banda de 32,500 Da. A
Esta fraccion se le denomind lectina de Hibiscus sabdariffa (HSL). En esta
misma figura se puede apreciar la diferencia entre el extracto crudo y esta
lectina purificada.

Como se menciona anteriormente se inici6 con una mezcla de lectinas
de las cuales no se tenia informacién, por lo que el método utilizado en éste
trabajo de investigacion ofrece la ventaja en comparacion con las
cromatografias de afinidad, en el que por un lado no se pierden proteinas y por
otro permite analizar todos los componentes.

Este método ha sido utilizado ampliamente en la purificacion de lectinas
(Varki A, et al., 1999), la recuperacion de proteinas es baja (alrededor de 200
pug/mL), debido a que se trabajo con infusiones de flores, partiendo inicialmente
de una concentracion de 0.5 mg/mL. Sin embargo, cuando lo comparamos con
la literatura, los valores reportados en las purificaciones son similares, por
ejemplo la recuperacion de las lectinas de semillas de Artocarpus blancoi y
Barrington asiatica fue de 402 yg/mL (Merca FE. 2004). La concentracion de
proteinas en las semillas de plantas es superior a la encontrada en las flores
(http:/monografias.com/trabajarlo/compo/compo.shtnl), por lo que Ila
recuperacion lograda en este trabajo, claramente indica que la metodologia y
recuperacion de lectinas de infusiones fue la 6ptima.

En cuanto a las propiedades de la lectina purificada (HSL) mostré
afinidad para B-galactésidos, como se aprecia en la Tabla 17., esto es
congruente con lo previamente reportado para lectinas de plantas, en particular
en leguminosas (Varki, A., et al., 1999, Sharon & Lis, 1990). Por ejemplo, la



lectina de Glycine max, tiene especificidad por los carbohidratos p-Galactosa,
N-Acetli-a-D-galactosamina, en el caso de la lectina de Triticum vulgaris, es
especifica para N-Acetil-B-D-glucosamina y en el caso de Phaseolus vulgaris
reconoce GalNAc, todas estas pertenecen a leguminosas (Varki A., et al., 1999,
Hernandez, et al., 2005).

Para poderla clasificar correctamente se requiere tener la secuencia de
la proteina, esto se realizara posteriormente ya que se requiere una mayor
concentracion de lectina pura.

Es importante recalcar que en este trabajo se esta reportando una
lectina con sus propiedades, pero como se expuso con detalle en los
resultados, la infusion de jamaica se encuentra constituida por diferentes
lectinas, que comparten propiedades como es la afinidad para carbohidratos, y
que posteriormente podrian ser purificadas en el laboratorio.

El unico reporte de la presencia de lectinas en semillas de jamaica, las
identificaron con un extracto que posteriormente se utiliz6 para evaluar la
aglutinacion de células T, Tn y Th. Por lo que concluyen que se puede utilizar
como medio para distinguir diferentes tipos de eritrocitos (Yang et al., 1982). Es
importante resaltar que no purificaron a las lectinas, no las identificaron ni
aportan informacion con respecto a valores o concentraciones iniciales. Por lo
que este trabajo es el primer reporte de purificacion.

Como se menciond en la introduccion, la mayor parte de las funciones
de la jamaica se encuentran relacionadas con las antocianinas. Se han
utilizado extractos (acuosos o etandlicos) de jamaica, sin separar sus
componentes, en particular estas funciones no se han relacionado con
proteinas, ya que no estaban reportadas, siendo este el primer estudio a nivel
mundial que se enfoco a la identificacion y purificacién de lectinas.

Aunque este interesante aspecto no se ha estudiado, las funciones en
las que podrian estar participando las lectinas de la jamaica son como
antihipertensivo, como anticancerigeno y contra microorganismos patégenos.
Esto se debe a que existen amplias investigaciones donde se sabe que las
lectinas participan en fendmenos tales como el reconocimiento y la eliminacion
de glicoproteinas del sistema circulatorio, asi como de células envejecidas,
células tumorales y microorganismos (bacterias, virus y hongos), mediante un
proceso de opsonizacion y la participacién de células con actividad fagocitica,
identificando y destruyendo a células patogénicas, asi (Sharon y Lis, 2001;
Hernandez, et al., 2005; Muzquiz, 2005).

Respecto a la actividad de la jamaica como agente antitumoral y
anticancerigeno ha sido probado utilizando el extracto, sin definir que
compuesto es el que participa en estos procesos, en este aspecto es posible
que estén actuando las lectinas de la jamaica ya que previamente se ha
demostrado que otras lectinas de plantas tienen estas actividades, por ejemplo:
Phaseolus vulgaris, Concavalina A, Griffonia simplicifolia I-A, Tritucum vulgare,
Datura stramonium, Viscum album L coloratum, Viscum album, Agaricus
bisporus |, Vicia faba, Agrocybe aegerita, Glycine max, Triholoma mongolicum
y Korean mistleotoe. Cada una de estas lectinas tienen un mecanismo de
accion inhibitorio sobre un tipo de cancer o de tumores (Castillo, et al., 2005).
Algunas de estas lectinas comparten la afinidad por carbohidratos que tienen
las lectinas de la jamaica.

Las lectinas pertenecientes a la familia de las leguminosas, son
consideradas como factores que no tienen una funcion nutricional claramente



definida, pero que son benéficas para la salud, ya que contribuyen a prevenir o
curar enfermedades anticancerigenos, hipocolesterolémicos o hipoglucémicos.
Se les ha identificado como componente bioldgicamente activos, porque
proporcionan un beneficio para la salud incrementando el bienestar o
disminuyendo el riesgo de adquirir enfermedades (Muzquiz, 2005).



IX CONCLUSIONES

« Se comprobd la presencia de lectinas en el extracto de flor de jamaica.

+ El extracto crudo presenta actividad hemaglutinante con los tipos
sanguineos A1, A; (GalNAc-Gal-Fuc), B (Gal-Gal-Fuc) y O (Fuc-Gal).

+ La afinidad para los diferentes carbohidratos analizados, asi como el
analisis de los componentes en las electroforesis, indican la diversidad
de componentes, en el extracto crudo, esto es, la presencia de mas de
una lectina.

» La lectina purificada se le denomind “Lectina de Hibiscus sabdariffa”
(HLS) que presentd un peso molecular aparente de 32,500 Da.

« HLS .present6 una independencia de cationes divalentes.

+ HLS es termoestable cuando se incubd 60 min., utilizando las siguientes
temperaturas: 4, 17, 20, 40, 80 y 100°C.

« HLS tiene la mayor actividad con el grupo sanguineo B (Gal-Gal-Fuc).
» HLS es estable en el intervalo de pH de 6 a 8.

« HLS tiene la siguiente especificidad para carbohidratos
Gal>GalNAc>Glu>GalAcet>GluNAc>Lactosa>Ribosa>Fuc>Man>Sacaro
sa >Xilosa

+ Hasta donde sabemos, este trabajo constituye el primer estudio de
lectinas en infusiones de jamaica.



X PERSPECTIVAS

* Analizar el comportamiento de la lectina en solucién utilizando dicroismo
circular, asi como barrido dinamico de luz (DLS).

« Realizar la secuenciacion de HSL

* Analizar la secuencia y establecer el grado de homologia y de identidad
con secuencias de lectinas que se encuentran en los bancos de
secuencias.

« Estudiar las funciones de HLS.

« Purificar y caracterizar las otras lectinas identificadas en el extracto
crudo y realizar el analisis correspondiente a cada una
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