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RESUMEN

La flor de manita (Chiranthodendron pentadactylon) es ampliamente utilizada
en la medicina tradicional para el control de diversas enfermedades en forma de te e
infusion principalmente para controlar afecciones del corazon (regular la presion
arterial). En estudios farmacologicos se ha determinado que el extracto de la flor de
manita presenta acciones: antibacteriana, antiviral, antiparasitaria, anti-colinérgica y
vasorrelajante.

Hasta el momento no se han reportado datos de toxicidad de esta planta por
lo que de acuerdo a sus propiedades farmacoldgicas se considera una planta como
una fuente potencial de productos terapéuticos de origen natural que puedan ser
consideradas como alternativa en tratamientos.

Hasta la fecha solo se han identificado la presencia de flavonoides a los
cuales se les atribuyen sus acciones farmacoldgicas, y hasta el momento no existen
reportes de lectinas, por lo que en este trabajo se reporta por primera vez la
identificacion, purificacion y caracterizacion de una lectina de la flor de manita, y la
evaluacion de la actividad biologica relacionada con la hipertension.

La identificacion de las lectinas del extracto crudo se realizo mediante
ensayos de hemaglutinaciéon obteniéndose como resultado mayor actividad con el
grupo A, GalNAc-Gal-Fuc, una vez identificada la presencia de lectinas se procedio
a purificarlas mediante precipitacion fraccionada, presentando mayor actividad la
fraccion 60-80%. A esta fraccion se le realizo cromatografia hidrofébica seguida de
cromatografias de exclusion molecular. A la lectina pura se comprob6 el grado de
pureza y se determinaron sus caracteristicas fisicoquimicas como son peso
molecular aparente, punto isoeléctrico, a ésta lectina pura se le denomino “Lectina
de Chiranthodendron pentadactylon (CpL)” que presenta las siguientes
caracteristicas: PM 32,812; Punto isoeléctrico: 5.01, estructura secundaria con
presencia de hélices alfa, grado de glicosilacion de 19%, la especificidad de los
carbohidratos es: Man > Gal > GalNAc > GalAcet > NANA > Lac > Glc, GIcNAc>
Fruc > Fuc > Rib > Sac > Xyl. Presenta dependencia de los cationes Ca™, K"y Na".
Con estabilidad en un intervalo de pH de 5.8-7.6 y de temperatura de 17-60°C.

Respecto a la actividad bioldgica analizada (vasorrelajacion) se analizd la
actividad del extracto crudo obteniéndose como resultado un 100% de relajacion del
tejido arterial. También se analiz6 la actividad de sus componentes como son los
pigmentos y la lectina, los pigmentos presentaron un 60% de relajacién del tejido y
para la lectina de un 40% de relajacion. El mecanismo de accién de la lectina es
mediante la activacion de la via oxido nitrico sintasa.

Los resultados confirman el uso de la flor de manita en la medicina tradicional
para el control de la hipertension arterial, lo que representa una potencial alternativa
para controlar esta enfermedad que es de las mas frecuentes de nuestro pais y
representa un problema de salud publica.



INTRODUCCION
1.-PLANTAS MEDICINALES

El uso de plantas y hierbas con propdsitos medicinales se ha venido
utiizando desde la antigiedad por nuestros antepasados para atender
problemas, dolores y malestares de salud a nivel mundial, desde entonces su
empleo a sido documentado y se siguen utilizando por razones histoéricas y
culturales a pesar de la presencia de la medicina moderna (Saenz, 2003).

Los primeros estudios cientificos sobre las plantas mexicanas fueron
realizadas en 1517-1586 por Francisco Hernandez médico espafol enviado por
Felipe Il, estas investigaciones no pudieron ser publicadas al regreso a Espafia,
por lo que tuvieron que pasar 200 afios para que se iniciara la investigacion de
nuevo de las plantas mexicanas especialmente de aquellas con usos
medicinales: actualmente se estima que existen mas de 26,000 especies de
plantas en nuestro pais de las cuales mas de 6,000 son utilizadas con fines
terapéuticos, pero solo el 10% han sido estudiadas a nivel farmacoldgico,
microbioldgico y fitoquimico (Pacheco C. 1888; Sanchez de L. 2000; Osegueda
& col, 2005).

En nuestro pais el uso de plantas medicinales constituye una tradicion
desde las culturas prehispanicas pues se estima que cerca del 70-80% de la
poblacion recurre a las plantas medicinales para curar padecimientos que van
desde un simple resfriado, mal de ojo, enfermedades gastrointestinales,
dermatitis, diabetes, dolor de cabeza, etc., (Pacheco C. 1888).

Algunos ejemplos de estas plantas son la Ginkgo biloba util para la
perdida de la memoria y flujo sanguineo, gordolobo (Gnaphalium) Gtil como
expectorantes. (Osegueda & col, 2005).

En la terapeuta actual algunas plantas son la principal fuente para la
obtencién de diferentes farmacos, es por ello que en algunos laboratorios
farmacéuticos diversos materiales vegetales son sometidos a procesos
guimicos como la extraccion, purificacion evaluacién de la actividad entre otros,
después se preparan en diferentes formas farmacéuticas como; jarabes,
cremas, tabletas etc., para ponerlos en el mercado. Entre algunos de los
farmacos de origen natural tenemos a la morfina y codeina alcaloides
obtenidos del opio, los glucidos cardiotonicos: digoxina obtenidos de Digitalis
lanata.

La cantidad de principios activos en las plantas es muy amplia por lo que
se estan realizando una gran cantidad de estudios comparativos en el que el
uso de productos de origen natural resultan mas favorables para el tratamiento
y control de una gran cantidad de enfermedades en comparacion con
medicamentos farmacéuticos cuyos efectos adversos son mas drasticos y
dafiinos.



2.- DESCRIPCION DE LA FLOR DE MANITA

La flor de manita (Chiranthodendron pentadactylon) la produce un arbol
frondoso, de tronco ancho y gran altura entre 10 y 15 metros, se desarrolla en
climas calidos, semicalidos y templados en bosque mesofilo de montafia entre
pinos y encinos, en alturas que van desde los 200 a 2,600 metros sobre el nivel
del mar. Este &rbol es originario de nuestro pais pues se encuentra en los
estados de: Guanajuato, Michoacan, Oaxaca Chiapas, Guerrero, Puebla,
Estado de México y ademéas en Centro América (Argueta & col, 1994; Brocca
& col, 1997; Linares & col, 1986).

Sus hojas son simples, alternas grandes entre 12 a 30 cm de largo,
anchamente ovada, con bordes puntiagudos, glabrescente en la cara superior,
vellosa ferruginea en la cara inferior, base cordada, peciolada, su terminacién
es en punta, ver figura 1. Las flores crecen solitarias miden de 3.5 a 4.5 cm de
largo, son lefiosas, caliz acampanado, profundamente exertos, sus pétalos son
carnosos de color café, tiene 5 estambres que se disponen de tal manera que
asemejan a la de una mano extendida; ovario supero, 5-carpelar, estilo exerto
de la columna de estambres, el polen es de color amarillo presente tras los
estambres figura 2, sus frutos tienen forma capsular lefioso, con 5 costillas de
10 a 15 cm de largo figura 3 (Argueta & col, 1994; Linares y col, 1986).

Figura 1. Hojas del arbol de manita. En la figura se observan los diferentes tamafios
de las hojas, asi como la cara superior e inferior.



Figura 2. Flor de manita. Imagen de la flor de manita (Chiranthodendron
pentadactylon).

Figura 3. Frutos y semillas. En la imagen se observa el fruto en forma de drupa, con
una de sus costillas entre abierta observandose algunas semillas

Esta flor fue usada por los aztecas, quienes la llamaban Macpalxéchitl
(Flor de palma de mano) y, desde antes de la independencia de México,
desperté la curiosidad de naturalistas y exploradores extranjeros, como
Alejandro von Humbolt. Actualmente, es el simbolo de la Sociedad Botanica de
México, aunque auln no se han realizado suficientes estudios para determinar el
tipo de sustancias curativas que contiene. (Argueta y col, 1994; Kung, S. 2007).

En nuestro pais se le conoce como: arbol de las manitas, camxdchitl,
canaco, canague, huiahuonahua, limaneshmu, macpalxochicuahuitl, mano de
dragon, palo de mecate, mano de ledn, mapasuchil, teyacua, teyeque. En
Centro América se le conoce como: manita, cacpalxdchitl, canac, flor de
manita, macpalxochitl, majagua, mano de leén, mano de mico, mapilxochit,
palo de tayyo, palo de yaco, palo de tayuco, papasuchil, ranac, tayuyo, teyagua
(Quattrocchi, F.L.S. 2000; Linares & col, 1986).



A la flor de manita se le ha asignado la siguiente Clasificacion cientifica:
pertenece al Reino: Plantae, Subreino: Tracheobionta, Division: Magnoliophyta,
Clase: Magnoliopsida, Subclase: Dilleniidae, Orden: Malvales, Familia:
Malvaceae, Subfamilia: Bombacoideae, Genero: Chiranthodendron, Especie:
pentadactylon (Quattrocchi, F.L.S. 2000; Argueta & col, 1994,
http://es.wikipedia.org/wiki/Chiranthodendron).

2.1 Usos en la medicina tradicional

Durante mucho tiempo la flor de manita (Chiranthodendron
pentadactylon), se ha venido utilizando en la medicina tradicional debido a que
tiene una amplia variedad de usos medicinales, esta se utiliza principalmente
en forma de te e infusion para controlar afecciones del corazén (regular la
presion arterial), y como tranquilizante del sistema nervioso. Ademas también
para el tratamiento de Ulceras cronicas, antiinflamatorio (inflamacién de los
ojos), dolor de dientes, hemorroides, pero, sobre todo, antiepiléptico, e
insomnio, también para combatir el "vacio emocional" y para "clarificar la
conciencia, ademas se utiliza como planta de sombra y ornato en parques y
jardines, por su follaje y por la belleza de las flores (Argueta & col, 1994; Broca
& col, 1997; Martinez & col, 2006; Kung, S. 2007; Linares & col, 1986 ).

2.2 Propiedades farmacolégicas

Debido al amplio uso que se le ha dado a la flor de manita en la
medicina tradicional se han realizado varios estudios cientificos en los que se
han determinado diversas acciones farmacolégicas, las cuales se describen
brevemente a continuacion:

2.2.1 Accion anti-colinérgica

Se evalub un extracto polar de las flores de manita, administrado por via
intraperitonial en raton a la dosis de 300mg/kg, el cual ejerci6 un efecto
anticolinérgico, observandose piloereccion, ligera pérdida del tono muscular,
catatonia y aumento del diametro pupilar (Argueta & col, 1994;
http://www.medicinatradicionalmexicana.unam.mx/monografia.php?l=3&t=&id=
7950).

2.2.2 Accion anti-protozoaria

Otro de los estudios fue el andlisis de la actividad antiprotozoaria de
extractos metandlicos de C. pentadactylon, contra trofozoitos de Entamoeba
histolytica (HM1-IMSS) y Giardia lamblia (IMSS:1090:1) causantes de diarrea y
disenteria en nuestro pais, en la cual se observo que tiene actividad
especificamente contra Entamoeba histolytica, con una concentracion
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inhibitoria 1Csp <30 pg/mL, lo cual indica que efectivamente si tiene efectos
cuando se utiliza en la medicina tradicional para el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales (Calzada & col, 2006).

2.2.3 Accién anti-bacteriana

Respecto a ésta actividad, se estudiaron los efectos de 26 plantas
medicinales entre las cuales se encuentra Chiranthodendron pentadactylon,
contra ocho cepas de bacterias causantes de diarrea y disenteria en la
poblacion mexicana. Las bacterias utilizadas en este estudio fueron:
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli 0157:H7, dos especies de
Shigella sonnei; dos especies de Shigella flexneri; y dos de Salmonella sp y
Escherichia coli ATCC 25922 fue utilizada como control. Se evaluaron los
extractos a una concentracion de 8 mg/mL. Los resultados de estos estudios
mostraron que los extractos metandlicos y acuosos de la flor de manita poseen
efectos antibacterianos, obteniendo mayor actividad con extractos metandlicos,
los resultados se presentan en porcentajes de inhibicion bacteriana:
Escherichia coli ATCC 25922 (56.8 %), E. coli 0157:H7 (59.0 %), Shigella
sonei-1 (73.3 %), Sh Sonnei-2 (71.4%), Sh. flexneri-1 (42.9 %), Sh. flexneri-2
(51.5 %) Salmonella sp-1 (50.0 %), S. sp-2 (50.0 %) (Alanis & col. 2005).

2.2.4 Actividad antidiarreica

De acuerdo con lo indicado en la medicina tradicional se evalué la
actividad antidiarreica de 26 plantas incluyendo a la flor de manita, se utilizo un
modelo diarrea causada por la toxina de Vibrio cholerae en intestino de rata, los
extractos que se emplearon fueron tanto acuosos como metandlicos a una
dosis de 300 mg/kg los cuales se administraron por via oral, obteniéndose
como resultados de la flor de manita: con el extracto metandlico una inhibicién
de la diarrea del 87.6+15.3% y del extracto acuoso 84.8+17.4% (Veldzquez &
col, 2006).

Siguiendo el mismo procedimiento en otro estudio se analizé la actividad
inhibidora de la diarrea causada por la toxina Vibrio cholerae en intestino de
ratas, evaludndose los flavonoides aislados de Chiranthodendron
pentadactylon. En el andlisis de los flavonoides se encontraron los siguientes
compuestos que fueron evaluados; tirilosido, astragalina, quercetina 3-O-
glucosa epicatequina y catequina, los cuales fueron analizados con una
concentracion de 10mg/Kg, teniendo solamente un mayor efecto antidiarreico la
catequina 57.7%, epicatequina 56.07% Yy la quercetina-3-O-glucosa 54.6%, con
lo que se explica en alguna medida su uso en la medicina tradicional para el
tratamiento de la diarrea y disenteria (Velazquez & col, 2002).



2.2.5 Actividad antiviral

En este estudio se evalu6 la actividad antiviral de los extractos
etandlicos de 12 plantas utilizadas en la medicina tradicional entre ellas a la flor
de manita contra el virus de la polio y el virus de la estomatitis vesicular VSV,
obteniéndose como resultado la inhibicion de la replicacion del virus de la
estomatitis vesicular VSV ( Abad & col, 1997).

2.2.6 Efecto vaso-relajador

En particular, en un estudio cientifico con la flor de manita, se demostré
el efecto vaso-relajador en arterias de aorta aisladas de ratas Wistar, utilizando
un equipo con cémara para Organo aislado, las cuales fueron contraidas
inicialmente con Noradrenalina (NA) 10°M, posteriormente se les administro el
extracto acuoso (3.6 y 12 mg/mL) de C. Pentadactylon, observandose un efecto
vaso-relajacién en el 6rgano aislado, y de esta manera determinandose una
concentracion inhibitoria ICso de 18 mg/mL para el extracto acuoso de la flor de
manita, con lo que se concluye que los componentes de la flor de manita
principalmente los pigmentos (flavonoides) podrian estar relacionados con
estos efectos (Perusquia & col, 1994).

2.2.7 Toxicidad

Con el objetivo de determinar el grado de toxicidad de la flor de manita
se realizaron estudios donde se comprobé que las infusiones de flores no
poseen toxicidad aguda en el raton por via oral en dosis superiores de 3g/kg
(equivalente a 2 flores), este resultado indica que el uso en la medicina
tradicional no causa ningun efecto toxico debido a que las personas en él te
solo utilizan de 8 a 10 flores o un pufiado de flores (Méndez, 2006).

2.3 Componentes activos

En la basqueda de los componentes activos de la flor de manita que
podrian estar participando en las actividades descritas anteriormente, se ha
determinado que contiene grandes cantidades de mucilago (Argueta & col,
1994), pero principalmente altas concentraciones de pigmentos fendlicos entre
ellos los flavonoides totales presentes en los extractos naturales de esta planta.
Por lo que a continuacién se describen brevemente a estos compuestos y sus
acciones (Velazquez & col, 2002).

En uno de los estudios realizados en esta planta se determino la
presencia de fenoles totales en el extracto de flor de manita, esta
determinacion se realizo utilizando una concentracion estandar de acido galico
que se utiliza para la determinacion e identificacion de fenoles en este tipo de
muestras, y para la determinacion de flavonoides totales se utilizo una solucion
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+-estandar de catequina. Obteniéndose como resultados una concentracién de
fenoles totales de 221.4 mg acido gélico (GA)/g extracto y 164 mg/g de extracto
de flavonoides totales, por lo que se ha propuesto que la alta concentracion de
estos componentes podrian ser los responsables de sus efectos en relacion
con el hombre en la medicina tradicional para el tratamiento de trastornos
cardiacos, del sistema nervioso, actividades antibacterianas, antiparasitarias,
efectos vaso-relajantes, entre otros (Garcia, 2003; Fernandez & col, 2007).

Como se menciond anteriormente en el analisis de los componentes de
la flor de manita se identificaron los siguientes flavonoides; tirilosido,
astragalina, quercetina 3-O-glucosa epicatequina y catequina, (Velazquez &
col, 2002). Por lo que a continuacion se describen brevemente a estos
compuestos (flavonoides) y algunas de sus acciones.

2.4. Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en cualquier parte de
los vegetales (flores, hojas, semillas, raices, tallos, frutas y verduras), son
compuestos polifendlicos constituyentes de la parte no energética de la dieta
humana y aun no se han reportado efectos téxicos de estos componentes en
las concentraciones presentes en plantas (D"Mello, 1997; Fernandez & col,
2003; Martinez & col, 2002).

Pueden aparecer desde simples moléculas fendlicas de bajo peso
molecular hasta compuestos muy polimerizados con pesos moleculares
superiores a los 30,000 Da. La mayoria de los flavonoides se encuentran
comunmente unidos a metabolitos secundarios como: arabinosa, galactosa,
glucosa y xilosa. Existen 13 subclases de flavonoides con un total de mas de
5,000 compuestos, 10 de ellos presentando un esqueleto hidrocarbonado del
tipo C6-C3-C6 (difenil-propano) derivado del acido shiquimico y de 3 restos de
acetato (Garcia, 2003; Martinez, 2005; Pérez, 2007).

Una de las principales funciones por la cual se caracterizan los
flavonoides es por su actividad antioxidante, pues su estructura quimica es
especialmente adecuada para ejercer esta accion varios estudios han
demostrado que estos componentes actuan inhibiendo oxidasas (enzimas),
como la lipoxigenasa (LO), la ciclooxigenasa (CO), la mieloperoxidasa (MPO),
la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa (XO) evitando la generacion de
especies reactivas del oxigeno (ERO) in vivo, por otro lado se ha determinado
gue actian como captores de radicales libres y donadores de protones
neutralizando peligrosas especies reactivas de oxigeno, asi como también la
guelacién de iones metalicos (Garcia, 2003; Lépez L. 2002; Pérez, 2007;
Ferrandiz & col 1991; Nijveldt & col, 2010).

Los flavonoides también tienen la capacidad de aumentar algunos
antioxidantes endogenos como por ejemplo los flavonoides aislados de la
Solanum melongena (Brinjal) ejercieron una potente actividad antioxidante,
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elevando, de manera significativa, los niveles de GSH vy la actividad de la CAT
en ratas, luego de la administracion intraperitonial de 1 mg de flavonoides del
Brinjal/100 g de peso corporal (Pérez, 2007).

También actuan inhibiendo sistemas enziméaticos relacionados con la
funcionalidad vascular como: la catecol O-metil transferasa (COMT), con lo que
aumentan la duracién de la accion de las catecolaminas, incidiendo por tanto
en la resistencia vascular; la histidina decarboxilasa, afectando por tanto a la
accion de la histamina; las fosfodiesterasas, por lo que inhiben la agregacion y
adhesividad plaquetaria etc. (L6pez L. 2002).

En otros estudios se ha comprobado que los flavonoides (4,5,7—
trinidroxi-flavanona, quercetina, hesperidina y hesperetina) presentes en
diversas plantas como la P. caliculatus, C prunifolia entre otras presentan un
efecto vasorrelajante del musculo liso de arterias aortas aisladas de ratas
Wistar dependiente de endotelio en el cual estan involucrados la activacién de
la via oxido nitrico sintasa (NO/GMPc), con el fin de determinar si los
compuestos vasorrelajantes de estas plantas activan esta via se utilizo
clorhidrato del metilester de Nw-nitro-L-arginina (-NAME) un bloqueante de la
enzima oxido nitrico (ON), observandose como resultado una reduccion
significativa del efecto vasorrelajador. En particular en el caso de la quercetina
que es uno de los flavonoides presentes en la flor de manita se determiné que
su mecanismo de accion involucraba de manera importante la activacion de la
via NO/GMPc (Martinez &col 2003; Onzaga & col 2008; Villagbmez & col,
2003. Sancén &col 2003).

Por otro lado en los resultados obtenidos del estudio del Proyecto
Ciencia, Vino y Salud sobre los efectos del consumo moderado y regular de
vino tinto (alto contenido de flavonoides) sobre la funcion endotelial en hombres
sanos que consumen dos dietas diferentes, muestran que el consumo
moderado de vino protege la funciébn endotelial de aquellos individuos
alimentados con dieta hipergrasa y la mejora en los individuos alimentados con
dieta rica en frutas y verduras (Leighton & col 1999).

Varios estudios han demostrado que la administracion por via oral de
flavonoides, en el modelo del edema de la pata de los ratones inducido por
carragenina, presentan un efecto antiinflamatorio, esta disminucién de la
inflamacion se cree que es probablemente por el mecanismo de inhibicion de
enzimas como la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa presentes en los leucocitos
disminuyendo de esta manera la produccién de agentes quimiotacticos y de
interleucinas mediadoras de la inflamacion. En otro estudio se evaluo la
actividad antiinflamatoria de los flavonoides de las hojas de la Uncaria
tomentosa en el modelo de Yamada en el cual la inflamacion intestinal cronica
fue inducida mediante una inyeccion de indometacina via sc (7.5 mg/kg) por
dos dias, en el presente estudio se demostrdé que al administrar los flavonoides
durante ocho dias reducen la formacion de ulceras en el tejido intestinal



comprobandose de esta manera la actividad antiinflamatoria (Giraldo & col,
2003; Ortega & col 1996; Nijveldt & col, 2010).

Por otro lado se ha determinado que algunos flavonoides presentan
actividad anti-fungica debido a que estos componentes tienen una alta afinidad
para unirse y de esta manera bloquear a las enzimas de los hongos necesarias
para infectar a las plantas (D Mello. 1997; Flores & col 2005).

Otra de las funciones que se han determinado en estos componentes es
que algunos flavonoides presentes en plantas usadas con fines terapéuticos en
la medicina tradicional presentan actividad antibacteriana, actualmente no se
sabe especificamente cual es el mecanismo por el cual presentan esta accién
por lo que se propone como posible sitio de accién la membrana celular donde
los terpenoides surtirian efecto desencadenando una serie de procesos que
podrian arribar a la muerte bacteriana (Avellaneda & col 2005; Flores & col
2005; Maguna & col 2006).

Con respecto a todo lo anterior se puede observar que los flavonoides
son muy importantes debido a que cumplen con una amplia variedad de
funciones en nuestro organismo y como se puede ver hasta el momento solo
se han identificado la presencia de pigmentos en la flor de manita, por lo que
en estudios previos de laboratorio hemos identificado la presencia de proteinas
y entre ellas a las lectinas las cuales se describen a continuacion.

3.-LECTINAS

El término de lectina proviene del latin: “legere” que significa escoger o
seleccionar. Estas sustancias fueron descritas hace mas de 100 afios por sus
propiedades hemaglutinantes sobre algunas células (eritrocitos, leucocitos,
levaduras etc.) por lo que fueron llamadas hemaglutininas o fitohemaglutininas
debido a que las primeras que se identificaron provenian de las plantas.
Posteriormente se les asigno el nombre de lectinas con el cual se siguen
llamando y se les dio la siguiente definicion (Castillo & col 2005; Gallego del Sol
& col 2006; Sharon & Lis 2001 & 2004)

3.1. Definicion

Las lectinas son un grupo proteinas o glicoproteinas que reconocen de
manera especifica y reversible a los carbohidratos (mono y oligosacaridos) ya
sea de la superficie celular o en suspension, no tienen actividad enzimatica y
en contraste con los anticuerpos no son producto de una respuesta inmune
(Barondes, 1988; Castillo & col 2005; Sharon & Lis 2001 & 2004; Gabius,
2002).

3.2. Descripcién



Una de las principales caracteristicas de estas proteinas es que
presentan por lo menos dos sitios o dominios de reconocimiento a
carbohidratos (DRC), las interacciones de las lectinas con los carbohidratos
son relativamente débiles (puentes de hidrogeno, fuerzas de van der Waals,
interacciones hidrofobicas entre otras) asegurando la especificidad, y
permitiendo la separacién cuando es necesario. Las interacciones entre una
superficie celular con carbohidratos y otra con lectinas recuerda la accion de
Velcro: cada interaccién es relativamente débil pero el conjunto es fuerte
(Stryer, 2003; Gallego del Sol & col 2006)

3.3.- Clasificacion

Este tipo de proteinas para su estudio se han clasificado de acuerdo a
su origen por ejemplo; las lectinas animales, de microorganismos y vegetales
ver figura 4 (Sharon & Lis 2001; Stryer, 2003; Gallego del Sol & col 2006).

e
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Figura 4. Representacion esquematica de glicoproteinas. En la figura se observa la
representacién esquematica de la amplia distribucion de las lectinas, asi como el
reconocimiento a carbohidratos de algunas superficies celulares.

3.3.1 Lectinas animales

Hasta el momento se han descubierto una amplia variedad de lectinas
animales principalmente en vertebrados pero también en invertebrados en las
gue sus estructuras tridimensionales, sus sitios de reconocimiento a
carbohidratos 'y arreglos modulares se encuentran perfectamente
caracterizados, por lo que las lectinas animales fueron clasificadas por
Dickamer de acuerdo a su secuencia de aminoacidos altamente conservada.
Tabla 1(Varki & col 2001; Sharon & Lis 2001). Se subdividen en las siguientes:
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Lectinas tipo-C: Se caracterizan por ser una de las mas grandes familias de
lectinas animales, son dependientes de iones como el Ca'", esta familia se
compone por subfamilias como las colectinas, selectinas, receptores
endociticos, compartiendo una homologia conservada en su sitio de
reconocimiento a carbohidratos que son de aproximadamente de 115-130
aminoéacidos. Las colectinas son un grupo de proteinas solubles encontradas
en suero de mamiferos y aves, contienen un dominio parecido al del colageno,
contienen varios sitios de reconocimiento a carbohidratos ya sea en forma de
ramillete o en forma cruciforme. Las selectinas estan constituidas por tres
miembros que son: E-selectinas, P-selectinas y L-selectinas, todas las
selectinas se caracterizan por reconocer el acido sidlico presente en el
antigeno sialil Lewis sLe* y sLe? se encuentran expresadas principalmente
sobre la membrana del endotelio vascular y leucocitos circulantes (Varki & col,
2001; Sharon & Lis 2001)

Galectinas: Otra familia de lectinas animales son las lectinas tipo-S o mejor
conocidas como galectinas, son independientes de iones, se encuentran en
forma de mondmeros y algunas en dimeros no covalentes con masas
moleculares de 14kDa, la mayoria son intracelulares su estructura
tridimensional es semejante a las de las de las leguminosas (Varki & col, 2001,
Sharon & Lis 2001).

Tipo-P: difieren en el sitio de reconocimiento de las lectinas tipo-C y tipo-S,
estas lectinas reconocen de manera especifica a la manosa-6-fosfato que se
encuentra de manera especifica en las enzimas lisosomales, su masa
molecular es muy variable algunas son de 300kDa y no son dependientes de
cationes para ser activas mientras que otras son de aproximadamente 45 kDa y
son de pendientes de Ca'" y la mayoria son transmembranales (Varki & col,
2001; Sharon & Lis 2001).

Tipo-l (inmunoglobulinas): son una familia de proteinas que se encuentran
dentro de la superfamilia de las inmunoglobulinas, dentro de esta familia se
encuentran las siglecs y las no siglecs, las siglecs reconocen de manera
especifica el acido sidlico las no siglecs reconocen otros como la manosa,
acido hialurénico, hepaina entre otros (Varki & col, 2001; Sharon & Lis 2001).
Pentraxinas: se caracterizan por tener una gran homologia en su secuencia
primaria, consisten en una estructura organizada en forma pentameérica,
reconocen de manera especifica a los [p-galactésidos, monosacaridos
sulfatados y fosforilados (Varki & col, 2001; Sharon & Lis 2001).

Como se puede observar anteriormente se describe que existe una
amplia variedad de lectinas animales en las que la mayoria se encuentran
perfectamente caracterizadas, asi como otras que no se encuentran bien
caracterizadas como las que se encuentran dentro de la clasificaciéon con
secuencias homologas no conocidas
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Tabla 1 Clasificacion de las lectinas animales

CLASE DE LECTINAS NUMERO DE | CARACTERISTICAS | DEPENDENCI | RECONOCIMIENTO A
MIEMBROS DEFINIDAS EN LA A DE CALCIO | CARBOHIDRATOS
SECUENCIA DE LA
PROTEINA
SECUENCIAS
HOMOLOGAS
CONOCIDAS
Tipo-C (selectinas y <20 Motivo de la Si Altamente variable
colectinas receptores secuencia de la lectina
endociticos) tipo-C
Tipo-S (galectinas) >10 Motivo de la No B-galactdsidos y poli-
secuencia de la lectina N-acetil-
Tipo -S Galactosamina.
Tipo-P (M6PRs) 2 Motivos repetidos Variable Man-6-P en glicanos
unicos tipo-N
Tipo-I >5 Dominios parecidos a | No (Siglecs) Acido sidlico
las inmunoglobulinas (No Siglecs)
hialurénico
(GIcNACB1-3GIUAB1—
4),, Heparina 'y
heparan sulfato,
manosa
Calnexina, Calireticulina | 2 Homologia con cada Si Manosa en glicanos
y calmegina una de las otras tipo-N
Proteinas que unen >5 Secuencias Si Cadenas de 4cido
acido hialurénico homologas en hialurénico.
regiones de unién
Lectinas de huevos de No conocida Secuencias Si Galactosa, acido
rana homologas sidlico, heparina.
SECUENCIAS
HOMOLOGAS NO
CONOCIDAS
Pentraxinas >5 Disposicion de Si Variable
unidades
pentaméricas
Proteinas que enlazan > 20 Acumulo de No Glicosaminoglicanos
glicosaminoglicanos aminoacidos basicos
ERGIC-53 Y VIP-36 No conocida Secuencias similares No Glicanos en las vias
a las lectinas de del reticulo
plantas endoplasmico
Receptor S4GGnM No conocida Dominios ricos en No Residuos con GalNac
cisteina en proteinas sulfatados en
gue unen manosa hormonas
glicoproteicas de la
pituitaria.
Proteinas que enlazan No conocida No conocida No Glicolipidos sialisados
gangliosidos
Proteinas que unen No conocido No conocida Si Glicolipidos
lipidos sulfoglucoronicos sulfoglucoronicos
Lectinas hemolinfas de No conocida No conocida No Acido siélico
los insectos
Interleucinas 1 Y Il No conocida No conocida No Oligosacaridos ricos en

manosa

12




3.3.2 Lectinas vegetales

Las lectinas vegetales se descubrieron decenios antes que las lectinas
animales, la mayoria de las lectinas de plantas han sido aisladas
principalmente de las semillas, pero ademas también se han obtenido de las
hojas, raices, frutos, cortezas y tallos (Sharon & Lis 2001).

Las primeras lectinas identificadas fueron las de Crotalus durissus en
1860 por S. Weir y la de Ricinus communis en 1888 por H. Stillmark que se
caracterizaron por tener propiedades hemaglutinantes, por lo que en 1898 M.
Elfstand introdujo el termino de Hemaglutininas. En el afio de 1919 J. B.
Summer fue el primero en aislar y cristalizar la primer lectina de la Canavalia
ensiformis la cual fue nombrada concanavalina A, pero fue hasta 1936 cuando
Summer y Howell demostraron que la Con A aglutinaba células como eritrocitos
y levaduras y que esta lectina era inhibida por sacarosa con lo que se demostré
gue las lectinas son especificas para reconocer carbohidratos, este hallazgo se
corroboro en numerosos estudios. En base a toda esta informacion se
realizaron numerosas investigaciones como por ejemplo; en 1948 y 1949 K. O.
Renkonen y de forma independiente W. C. Boyd y R. M. Reguera demostraron
gue algunas hemaglutininas de leguminosas aglutinaban eritrocitos humanos
del sistema ABO con lo que se demostré la presencia de carbohidratos en los
eritrocitos y la especificidad de estas hemaglutininas para reconocer a los
carbohidratos. A finales de 1960 P: C: Nowel demostré que las lectinas de
Phaseolus vulgaris presenta habilidad mitogénica. Todos estos estudios
permitieron seguir descubriendo la presencia de numerosas lectinas
principalmente en las plantas y de esta manera encontrandose diferentes
funciones y aplicaciones bioldgicas (Sharon & Lis 200, 2004; Varki & col, 2001,
Gallego del Sol & col 2006).

Las lectinas vegetales suelen clasificarse de varias maneras, por
ejemplo: de acuerdo a la especificidad hacia el tipo de carbohidrato que
reconocen o que inhiben su actividad hemaglutinante (Tabla 2), dentro de esta
clasificacion se encuentran las lectinas que reconocen carbohidratos unidos a
N-glicanos y O-glicanos.

Tabla 2. Clasificacion de las lectinas vegetales de acuerdo a su especificidad.

MONOSACARIDO LECTINA ABREVIATURA
a-D-manosa, a-D-glucosa Canavalia einsiformis ConA
Lens culinaris LCA
B-galactosa Ricinus comunis RCA
N-acetil-a-D-galactosamina Glycine max SBA
Arachis hypogaea PNA
Amaranhtus leucocarpus ALL
N-acetil-B-D-glucosamina Triticum vulgare WGA
a-D-fucosa Lotus tetragonolobus LTA
Ulex europeus UEA
a-N-acetilneuraminico Limulus polyphemus LPA
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Actualmente se ha propuesto una nueva clasificacion de lectinas
vegetales basandose en la gran cantidad de datos cristalograficos, la cual ha
remplazado a la basada en su especificidad. Dentro de esta clasificacion se
agrupan a seis grandes familias que guardan un parentesco estructural y
evolutivo. Ademas los miembros de cada una de estas familias se caracterizan
por la estructura conservada de sus dominios de unidon a carbohidratos. A
continuacion se describen estas familias (Tabla 3):

1).- El primer grupo es el de las leguminosas las mas numerosa y mayor
estudiadas con cerca de 100 lectinas conocidas de mas de 70 especies,
obtenidas principalmente de las semillas, constituidas por dos o cuatro
subunidades idénticas y contienen un sitio de union para iones metalicos como
el Ca™, Mn"" y Mg*™".

2).- Lectinas con dominios tipo heveina o especificas de quitina, cada
subunidad esta constituida por 4 dominios tipo heveina, se caracterizan por en
encontrarse principalmente en gramineas (trigo, cebada y arroz) y solanaceas
(papas, tomates entre otras).

3).- Lectinas aisladas de monocotiledonias especificas para manosa,
este grupo de lectinas pertenecen por ejemplo: Las orquideas, ajo y amaralis,
con secuencias de aminoécidos altamente conservados

4).- Lectinas tipo jacalina o en forma de prisma, en este grupo la mayoria
de lectinas presentas estructuras similares parecidas a la de Artocarpus
integrifolia (jacalina).

5).- Toxinas que inactivan a ribosomas, forman parte de los venenos
mas téxicos con estructuras moleculares muy complejas, constituidas por dos
cadenas la A (responsable de la toxicidad) y la B (actividad de lectina).

6).- Las lectinas tipo amaranto constituyen un grupo pequeiio, aisladas
de semillas provenientes de diferentes especies de amaranto como por ejemplo
Amaranthus caudatus, Amaranthus leucocarpus.

Tablas 3. Clasificacion de las lectinas vegetales de acuerdo a su estructura

Clase Especificidad Subunida | Subunidad | Sitios de | Puentes | Dependencia
des unién por | disulfuro | de metales
m.w.(kD) unidad

Leguminosas Diversa 25-30 2-4 1 No ca™, Mn" y

Mg™.

Heveina Quitina 2 1 Si No

Monocotiledénias | Manosa 12 3 1 No No

Tipo jacalina N-acetilgalactosamina, 4 4-8 No No

maltosa y manosa

Toxinas que | a-D-manosa-GIcNAc, 60 2 2-4 Si No

inactivan a | D-galactosa,

ribosomas D-glucosa.

Tipo amaranto N-acetilgalactosamina, 1 1-2 No No

a-D manosa.
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3.3.3 Lectinas de microorganismos

Dentro de las lectinas de microorganismos se encuentran principalmente
las Hemaglutininas, adhesinas y toxinas, distribuidas principalmente en
bacterias, virus, parasitos y algunos hongos, la mayoria de las lectinas de estos
microorganismos se encuentran presentes en la superficie celular; por ejemplo
las bacterias como la Escherichia coli contiene pilis o fimbrias tipo-I las cuales
reconocen de manera especifica carbohidratos como la manosa presente en la
mucosa intestinal, otro de los ejemplos es el virus de la influenza el cual
contiene hemaglutininas que reconocen de manera especifica al acido N-
acetilneuraminico, presente en las glicoproteinas de las superficies celulares y
de esta manera poder infectar cierto tipo de células del tracto respiratorio. En la
tabla 4 se describen algunos ejemplos de microorganismos (virus, bacterias,
parasitos) con el tipo de glicoproteina presente en ellos asi como los
carbohidratos que estan reconociendo para poder infectar a cierto tipo de
células en especifico. (Varki & col, 2001; Stryer, 2003).

Tabla 4. Ejemplo de microorganismos y sus glicoproteinas.

MICROORGANISMO LECTINA RECONOCIMIENTO

CARBOHIDRATO

DE | SITIO DE INFECCION

VIRUS

Influenza A 'y B | Hemaglutinina Neu5Aca2-6Gal Mucosa del tracto

(humano) respiratorio

Influenza A y B (aves y | Hemaglutinina Neu5Aca2-3Gal Mucosa intestinal

porcina)

Influenza c Hemaglutinina 9-O-Acetil-Neu5Ac Mucosa del tracto
esterasa respiratorio

Herpes simple Glicoproteina gB, | 3-O-heparan-sulfato Mucosas superficiales
gC,gD. de nariz, ojos boca y

genitales.

HIV Gp120 V3 asa (loop) | Heparan sulfato Linfocitos CD4

BACTERIAS

Bordetella pertussis Filamento Heparina y Glicolipidos | Epitelio ciliado y tracto
hemaglutinina (FHA) | sulfatados respiratorio

Escherichia coli Fimbria tipo p Gala1-4GalB- Tracto urinario

Escherichia coli

Fimbria tipo s

Gangliosidos GM3, GM2

Neural

Escherichia coli

Fimbria tipo 1

Mana1-3(Mana6)Man

Tracto urinario

Helicobacter pylori

BabA

Le®

Estomago

PARASITOS

Entamoeba histolytica

Receptor de 260 kD

Residuos terminales de

Gal/GalNAc

Mucosa intestinal

Tripanosoma cruzi

VSGs

Glicanos con acido sidlico

Eritrocitos de la sangre
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3.4. Funciones

Debido a la habilidad de las lectinas de reconocer carbohidratos, estas
tienen la capacidad de descifrar la informacion de los carbohidratos, al ofrecer
superficies complementarias donde se pueden unir perfectamente y de una
manera especifica (Garcia-Hernandez, 1999). De esta manera, las lectinas
participan en una gran cantidad de funciones relacionadas con el
reconocimiento célula-célula. Esta funcion se considera como una de las
primeras caracteristicas que debieron aparecer en las células para el
establecimiento de la condicion pluricelular, este reconocimiento celular se
presenta en diferentes funciones celulares como son: simbiosis como por
ejemplo las lectinas presentes en las raices de leguminosas que reconocen a
los carbohidratos presentes en la pared celular de las bacterias fijadoras de
nitrégeno especies de Rhizobium, por otro lado en cuanto a la toxicidad se
encuentra la ricina obtenida de Ricinus communis que esta constituida por dos
subunidades la A y la B, la subunidad B es la que tiene actividad de lectina
responsable de unirse a la pared celular y la subunidad A es la responsable de
la toxicidad (actividad de N-glicosidasa sobre el ribosoma que inactiva la
traduccion).

Regulan procesos de infeccidbn por microorganismos por ejemplo las
lectinas presentes en la superficie de macréfagos reconocen de manera
especifica a los carbohidratos de diversos microorganismos para poder llevar a
cabo la fagocitosis, fertilizaciébn (reconocimiento del ovulo y del esperma),
regulacion del tejido conectivo, apoptosis (muerte celular programada), en
respuestas inflamatorias (en infecciones locales), en el sistema inmune (por
ejemplo en la artritis reumatoide), y en la determinacién y diferenciacién tisular,
tal es el caso de las lectinas de Vicia villosa y de la Salvia sclarea que
reconocen de manera especifica al N-acetilgalactosamina-O-serina/treonina
antigeno presente en la superficie celular del 90 % de los carcinomas
humanos, en otros estudios se ha demostrado que la lectina de frijol tépari
(Phaseolus acutifolius) inhibe el desarrollo de lineas celulares de diferentes
tipos de cancer humano: mama (MCF-7 y ZR-75), cérvico-uterino (HelLa, SiHa
y C33A) y colon (CaCo2), se cree que esta funcion esta efectuada por el
reconocimiento de los carbohidratos de superficies celulares que producen la
inhibicion de la sintesis de DNA, RNA y proteinas (Castillo & col 2005; Lopez &
col 2004).

Ademas existen numerosos reportes de la intervencion de las lectinas en
procesos infecciosos como por ejemplo el protozoario Tripanosoma cruzi se
adhiere a la membrana celular a través de su lectina que reconoce al acido
sialico mediante un enlace a-2-3 a galactosa lo que asegura su anclaje para la
infeccion (Varky & col 2001).

Uno de los estudios que ha llamado la atencion en las lectinas de
plantas es la produccion de oxido nitrico (Andrade & col, 1999) pero
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principalmente el efecto vasorelajante de arterias aortas con endotelio, pues se
ha demostrado que lectinas como la Concavalina A (Con A), la hemaglutinina
del germen del trigo (WGA) y la lectina aglutinante de la lenteja (LCA), Dioclea
grandiflora (DGL) presentan efectos vasorrelajadores en arterias aortas
aisladas de ratas y conejos debido a que estas lectinas se unen a sitios
glicosilados o glicoproteinas de la superficie celular del endotelio. Se ha
demostrado que este efecto de vasorrelajacion se lleva a cabo de una manera
similar al producido por el factor relajante derivado del endotelio EDRF también
llamado oxido nitrico, en donde el agonista se une a receptores acoplados a
proteinas G, produciéndose un aumento en la liberacion del calcio del reticulo
endoplasmico (RE) debido a que el agonista estimula la fosfolipasa C y la
consiguiente produccién de inositol trifosfato IP3 a partir de los fosfolipidos de
la membrana, el aumento intracelular de calcio promueve la activacion de la
sintasa de oxido nitrico (NSO) aumentando la produccién de ON a partir de L-
citrulina. De esta manera el ON difunde a través del subendotelio hasta llegar a
las células del musculo liso, activando al GMPc y de esta manera reducir la
concentracion citoplasmatica de calcio, produciéndose el efecto de
vasorrelajacion completa del tejido arterial, con el objetivo de comprobar el
mecanismo de vasodilatacién de dichas lectinas se realizaron estudios para
comprobar la activacién de la sintasa de oxido nitrico, donde se utilizo un
inhibidor de esta enzima L-NAME, comprobandose de esta manera la
activacion de la enzima sintasa de ON por las diferentes lectinas. De la misma
manera este efecto se ha comprobado con lectinas de algas marinas
Bryothaminion triquetrum (BTL) las cuales fueron inhibidas con mucina para
comprobar si efectivamente las lectinas estaban reconociendo sitios
glicosilados en la superficie celular, obteniéndose como resultado una
inhibicién del efecto vasorrelajante (Kleha & col, 1991-1993; Lima & col 2004:
Onzaga & col 2008).

3.5 Aplicaciones

Consecuentemente, se han realizado numerosos estudios en varias
areas de investigacion basica y aplicada como son: inmunologia, biologia
celular, bioguimica, biomedicina, inmunologia, genética y adaptacion/evolucion.
Actualmente se realizan estudios de identificacion de lectinas con el objeto de
ser utilizadas como herramienta de deteccibn temprana de células
cancerigenas y son explotadas como herramientas en la investigacion como
son en estudios histoquimicos, bioquimicos y de biologia molecular, por
ejemplo en la tipificaciébn de grupos sanguineos y bacterianos, por otro lado
estas proteinas inmovilizadas en un soporte inerte son utilizadas para la
purificacion de macromoléculas como son enzimas, hormonas, glicoproteinas y
diversos receptores de membrana como por ejemplo el receptor para la insulina
(Gabius, 1997; Garcia-Hernandez, 1999; Sharon & Lis, 1989, 1997, 2001).
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4.- HIPERTENSION ARTERIAL

Una de las principales aplicaciones por la cual se caracteriza la flor de
manita tanto en la medicina tradicional como en sus acciones farmacologicas
es la relacionada con la hipertension arterial, por lo que a continuacion se
abordan los principales aspectos de esta enfermedad

4.1. Definicion

La hipertension arterial sistémica (HAS) es una enfermedad croénica,
controlable de etiologia multifactorial, que se caracteriza por un aumento
sostenido en las cifras de la presion arterial sistolica (PS) por arriba de 140 mm
Hg (milimetros de mercurio), y/o de la presion arterial diastélica (PD) igual o
mayor a 90 mmHg. Se deben de tomar en cuenta que los intervalos
establecidos para la presion sanguinea normal pueden variar por ejemplo otros
autores dicen que la presién sanguinea normal en PS es de 120 mm Hg y PD
es de 80 mm de Hg (Guyton & Hall, 2001; Merck & col, 2003).

4.2. Descripcion

La hipertension arterial sistémica es un importante problema de salud
publica, no sélo por su alta incidencia y prevalencia, sino por su estrecha
asociacion con el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares y cerebro-
vasculares, de acuerdo con la organizacion mundial de la salud OMS se estima
gue mas de 600 millones de personas en el mundo presentan este tipo de
enfermedad (Veladzquez & col, 2000; Guyton & Hall, 2001; Merck & col, 2003).

4.3. Clasificacion

La Hipertension Arterial que puede ocurrir sin una causa previa que es
desconocida es llamada Hipertension Arterial Esencial y se sabe que entre el
85% y 90% de las personas con presién arterial elevada padecen hipertension
esencial, se cree que por lo general las causa de esta alteracion estan
relacionado con anomalias hereditarias que afectan la constricciéon de los vasos
sanguineos y con esto un gasto cardiaco aumentado (Velazquez & col, 2000;
Guyton & Hall, 2001; Merck & col, 2003).

Cuando existe una causa conocida la afeccion se denomina
Hipertension Arterial Secundaria: Se calcula que entre el 10% y 15% de la
poblacion con presion arterial elevada, presentan este tipo de hipertension
(Guyton & Hall, 2001; Merck & col, 2003).
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4.4. Incidencia

De acuerdo con a la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT
2006), la prevalencia de hipertension arterial en la poblacién de 20 afios o0 mas
en México resulto de 30.8 %. Sin embargo, 2 de cada 3 hipertensos desconoce
su enfermedad, de éstos poco mas de la mitad reciben tratamiento
antihipertensivo y sdlo el 14.6% logran su control tensional. En las mujeres, el
porcentaje obtenido por diagndstico médico previo fue mayor (18.7%) que el
mismo tipo de diagndstico realizado en los hombres (11.4%). Una relacion
inversa se observo en el hallazgo de hipertension por la encuesta, con 20.1%
en hombres y 12.1% en mujeres. (Olaiz & col, 2006).

De forma global los datos de esta encuesta indican que mas del 50% de
los hombres a partir de los 60 afios presenta hipertension arterial, mientras
que, en las mujeres, la afeccion se presenta en casi 60% para el mismo
periodo de edad. Es importante destacar que la mayor parte de los
diagndsticos en las mujeres eran ya conocidos por ellas, mientras que la mayor
parte de los hombres fueron diagnosticados en el levantamiento de esta
encuesta. (Olaiz & col, 2006).

4.5. Causa de hipertension arterial

Entre las causas mas frecuentes de la Hipertension Arterial Secundaria
se encuentran los Trastornos Renales y entre ellos se encuentra la estenosis
de la arteria renal, pielonefritis, glomerulonefritis, inflamacién renal,
traumatismos radioterapia que afecta a los rifiones etc., asi como también
trastornos hormonales como: Sindrome de Cushing (aumento del cortisol); el
Hiperaldosteronismo (hiperproduccion de aldosterona por la glandula
suprarrenal); hipertiroidismo (hiperactividad de la glandula tiroides). Otra de las
causas importantes de esta alteracion es el es el uso de ciertos farmacos como
por ejemplo; antiinflamatorios no esteroideos, anticonceptivos orales,
corticosteroides eritropoyetina y cocaina etc., (Guyton & Hall, 2001; Merck &
col, 2003).

De la misma manera es importante mencionar que entre los principales
factores de riesgo de la Hipertension Arterial Esencial se encuentra: la
obesidad, alto consumo de Sal, la vida sedentaria, el habito de fumar, abuso
del alcohol, el estrés, bajo peso de nacimiento, Diabetes Mellitus entre otras
(Merck & col 2003).

4.6. Tratamiento

Hasta el momento se utiliza una amplia variedad de farmacos para el
control de esta enfermedad, estos se clasifican de acuerdo a su mecanismo
de accion: Diuréticos; son los farmacos de primera eleccion para el
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tratamiento de esta enfermedad, se caracterizan por ayudar a la eliminacion
de agua y sodio del organismo a través de la orina de esta manera
disminuyen la cantidad de liquido en todo el organismo y con esto
reduciendo la presion arterial. Inhibidores de la ECA; estos farmacos se
caracterizan por inhibir la enzima convertidora de angiotensina qua
convierte la angiotensina | en angiotensina Il que produce la constriccion de
las arteriolas al unirse a los receptores ATj.

Antagonistas de los receptores AT; de la Angiotensina Il (ARA II); los
medicamentos antagonistas al unirse a los receptores de la angiotensina I,
producen de esta manera la relajacion del mudsculo liso, ademas un
incrementan la excrecidon renal de sal y agua reduciendo por lo tanto el
volumen plasmético, y de esta manera favoreciendo la vasodilatacion o
disminucién de la presion arterial. Antagonistas de los receptores Beta-
adrenérqicos; estos farmacos actian inhibiendo los receptores adrenérgicos
produciendo una disminucion de la tension arterial mediante la disminucion
de la contractilidad del miocardica, ademas el bloqueo de estos receptores
produce un decremento de la produccion de renina con disminucion
resultante de la angiotensina IlI, produciendo de esta manera una
disminucion de la tension arterial. Antagonistas de los receptores Alfa -
adrenérgicos: estos farmacos bloquean de manera selectiva los receptores
a-adrenérgicos reduciendo de esta manera la resistencia arteriolar.
Blogueadores de los canales de calcio: estos farmacos bloquean la entrada
de calcio principalmente a las células del muasculo liso arteriolar y
aminorando la resistencia vascular, y de esta manera disminuyen la presion
arterial.

Todos estos farmacos mencionados son muy eficaces para controlar
o regular la presion arterial, pero, todos presentan reacciones adversas que
pueden alterar la salud del paciente, estos efectos adversos se describen a
continuacion (Merck & col 2003; Olaiz & col, 2006; Goodman & col, 1997).

4.7. Efectos adversos

En la actualidad se utilizan una amplia variedad de farmacos para el
tratamiento adecuado de problemas de hipertension, pero presentan efectos
secundarios adversos para el paciente. Por ejemplo: el grupo de los diuréticos
generan elevacion de la concentracion de glucosa, acido uUrico y colesterol
circulante en sangre, reduccion de las concentraciones de potasio y magnesio,
trastornos digestivos, en los hombres disfuncién sexual y en las mujeres
irregularidades menstruales. En el grupo de bloqueantes adrenérgicos se
presentan; desmayos con la primera dosis, percepcion de latidos cardiacos
rapidos, mareo, retencion de liquidos, edema, bronco-espasmos, insuficiencia
cardiaca, aumento de triglicéridos, depresion, suefios vividos, alucinaciones,
entre otros. El grupo de los a-agonistas de accion central; provocan
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somnolencia, sequedad de boca, frecuencia cardiaca anormalmente lenta,
disfuncién sexual, cansancio, enfermedades autoinmunes y hepéticas. Para el
grupo de los inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina e
inhibidores de la angiotensina Il provocan; tos, elevacion de la concentracion
de potasio, angioedema, mareo, dafios fetales, entre otras (Guyton & Hall,
2001; Merck & col, 2003). Los bloqueantes de los canales de calcio producen
principalmente; mareos, retencion de liquidos en los tobillos, rubor cefalea
pirosis, encias hinchadas, taquicardia, trastornos del sistema de conduccion
eléctrica del corazén. El grupo de los vasodilatadores directos los efectos
adversos son; cefalea, frecuencia cardiaca anormalmente acelerada y
retencion de liquidos (Merck y col 2003: Olaiz y col, 2006).
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II.- SITUACION

Las lectinas vegetales han sido ampliamente estudiadas analizando sus
propiedades, estructuras, pues se ha demostrado su alta correlacion con las
diferentes funciones biolégicas que poseen.

En la flor de manita, hasta donde sabemos, no existen reportes de
lectinas, por lo que el presente trabajo de investigacion constituye el primer
estudio, a nivel mundial que generard un aporte al conocimiento de estas
proteinas en el &rea de glicobiologia.

Por otro lado, es evidente que esta planta es una fuente potencial de
productos terapéuticos, sorprendentemente no existen datos en la literatura en
los que se reporten proteinas en la flor de manita. Por lo que ademas de
identificar y purificar lectinas se tiene como objetivo estudiar el posible efecto
biolégico en la hipertensibn ya que se utiliza en la medicina tradicional
principalmente para regular la presion arterial y ademéas se han reportado sus
acciones vaso-relajadoras del extracto acuoso de esta planta.

En la actualidad se utilizan una amplia variedad de farmacos para el
tratamiento adecuado de problemas de hipertension, pero todos presentan
efectos secundarios adversos para el paciente. Por ejemplo: el grupo de los
diuréticos generan elevacion de la concentraciéon de glucosa, &cido Urico y
colesterol circulante, trastornos digestivos y en los hombres disfuncion sexual;
En el grupo de bloqueantes adrenérgicos, se presentan desmayos, mareo,
edema, bronco-espasmos, insuficiencia cardiaca, aumento de triglicéridos,
depresion, entre otros. El grupo de los a-agonistas de accion central provocan
somnolencia, cansancio, enfermedades autoinmunes y hepaticas. El grupo de
los inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina e inhibidores de la
angiotensina Il provocan tos, angioedema, mareo, dafios fetales, entre otras
(Guyton & Hall, 2001; Merck & col, 2003).

En el tes o infusidén de esta planta no se ha reportado toxicidad (Méndez,
2006). Por lo que genera una alternativa que apoye a un tratamiento médico
adecuado y que mejore la calidad de vida de los pacientes con el beneficio de
que los efectos secundarios antes descritos no se presenten. Ademas se ha
reportado que algunas lectinas de plantas como la concavalina-A, la aglutinina
del germen del trigo entre otras, activan la sintasa de oxido nitrico produciendo
un efecto de vasorrelajacion en anillos integros de arterias aisladas.
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.- HIPOTESIS:

e Las lectinas presentes en la flor de manita contienen actividad
vasorelajadora.

IV.- OBJETIVO GENERAL:

¢ Identificar la presencia de lectinas en la flor de manita y analizar su
funcién vaso relajadora.

V.- OBJETIVOS PARTICULARES:

e Comprobar la actividad hemaglutinante en extractos crudos de flor de
manita (Chiranthodendron pentadactylon).

e Purificar y caracterizar la(s) lectina(s) presentes en los extractos de flor
de manita.

e Analizar la participacion en funciones biolégicas (vasorrelajantes)
presentes tanto en los extractos crudos, en las fracciones proteicas y en
las lectinas purificadas.
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VI MATERIAL

e Extracto crudo de flor de manita Chiranthodendron pentadactylon.

¢ Ratas macho Wistar (250-3509)

e Reactivos con grado analitico

e Panel de fenotipo conocido formado por los siguientes tipos sanguineos
humanos (A;, A2, B y O) donado por el Banco Central de Sangre, IMSS
México.

e Sangre de animales (bovino, equino, caprino y ovino).

VIl METODOS

Obtencion del extracto crudo

Para la obtencién del extracto crudo se utilizaron 300g de flor de manita
(Chiranthodendron  pentadactylon) se homogenizaron en  mortero,
posteriormente se filtro el homogenizado paséandolo por varios filtrés de
diferente didmetro del poro, posteriormente se centrifugd (1500rpm por 30 min
a 4°C) y al sobrenadante se le denomino extracto crudo.

Ensayo de hemaglutinacion

El ensayo de hemaglutinacion consiste en la agregacion sistematica de células
mediada por macromoléculas especificas (anticuerpos o lectinas) que
reconocen estructuras moleculares determinadas (antigenos) sobre la
superficie celular, este ensayo se realizo utilizando un panel de fenotipo
conocido formado por los siguientes tipos sanguineos humanos (A1, Az, By O)
donado por el Banco Central de Sangre, IMSS México. Este ensayo se
desarrollo en placas de 96 pozos (Corning incorporatedd NY 14831) utilizando
el proceso de dilucion serial (Debray & col, 1981). Los resultados se
expresaron 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 los 60 minutos (Bonay & Fresno, 2000). Las unidades de
hemaglutinacion se obtienen en la ultima dilucibn en la que se observa
aglutinacion, la actividad especifica se expresa como el resultado de las
unidades de hemaglutinacion /mg proteina. La concentracion minima de
proteinas necesaria para producir hemaglutinacién se obtiene con la dltima
dilucion que conserva la actividad. El ensayo se desarrollo con un control
negativo (carente de hemaglutinacion) y con uno positivo (con una fuente de
hemaglutinacion (Fenton NB & col, 2003; Rodriguez & col, 2004).
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Cuantificacion de proteinas

Un procedimiento simple para la determinacion de la concentraciéon de la
proteina en soluciones es el andlisis de proteina por el método de Bradford. La
cuantificacion de proteinas por este método involucra la unién de un colorante,
el Coomassie Brillant Blue G-250 (CBB) a los grupos aminos del enlace
peptidico de las proteinas. La solucion del colorante libre es de color rojizo
(méxima absorcién a 465 nm) y cambia al azul (maxima absorcion a 595 nm).
La union es un proceso rapido (aproximadamente 2 minutos) y el complejo
colorante-proteina se mantiene estable hasta una hora después de producido.
En este ensayo se realizo una curva patron utilizando BSA (albamina bovina),
Buffer y Bradford, se miden con 595 nm y la concentracion de muestras
problema se obtienen interpolando las absorbancias obtenidas en la curva
(Reyes &col 1985).

Determinacion de carbohidratos
Reaccion de Benedict

Una de las reacciones mas comunes en la identificacion de
carbohidratos es la reaccion de Benedict. Esta reaccion es especifica para
azucares con grupo reductores libres (C=0). Todos los monosacaridos poseen
un grupo reductor libre. Los disacéridos maltosa y lactosa tienen grupos
reductores libres, pero la sacarosa no los posee, ya que se pierden los grupos
reductores de sus componentes cuando ésta es formada. Esta reaccion se
basa en la capacidad del carbohidrato de reducir el Cu?* (cobre oxidado) en un
medio alcalino. Este Cu®* (cobre reducido) se oxida y precipita en forma de
Cu;0, lo que proporciona la coloracion positiva de la reaccion. La coloracién
dependera de la concentracion de 6xido de cobre y ésta a su vez de la
reduccion del cobre; va desde verde, amarillo, anaranjado o rojizo,
dependiendo de la coloracidn, las muestras se hacen reaccionar con el reactivo
de Benedict, llevandose a ebullicion, los resultados de cambio de coloracién se
comporan en la curva obtenida para con glucosa bajo diferentes
concentraciones medida a 490 nm (Quifiones Z, 2004).

Reaccion Fehling

El reactivo de Fehling, también conocido como Licor de Fehling, es una
disolucion descubierta por el quimico aleman Hermann von Fehling que se
utiliza como reactivo para la determinacion de azucares reductores. Se basa en
el caracter reductor de los monosacaridos. Si el glucido que se investiga es
reductor, se oxidara dando lugar a la reduccién del sulfato de cobre (ll), de
color azul, a 6xido de cobre (1), de color rojo-anaranjado (Quifiones Z, 2004).
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Determinacion de carbohidratos método de Dubois

Otro de los métodos de gran importancia para la determinacion e
identificacion de azucares simples, oligosacaridos, polisacaridos y sus
derivados es el método de Dobois, este método involucra la reaccion de fenol y
de acido sulfarico concentrado con las muestras mencionadas dando una
coloracién naranja-rosado. Se elabora una curva patrén de 10 a 100 pug/mL con
un carbohidrato elegido (glucosa). Se leen las muestras a 490nm para hexosas
y a 480nm para pentosas. Las absorbancias obtenidas de las muestras
problema se interpolan en la curva, dando como resultado la concentracion
presente en estas muestras. Esta reaccion es muy sensible y la coloracion es
estable por varias horas. Esta metodologia es muy Util en la determinacion de
pequefias cantidades de carbohidratos presentes en diversas sustancias
(Dubois, 1956).

Precipitacion salina

La mayoria de las proteinas son menos solubles a concentraciones
elevadas de sal, un efecto llamado precipitacion salina. Las concentraciones de
sal en la que precipita una proteina varian de una proteina a otra; de aqui que
se puede utilizar para fraccionar proteinas en base a su peso molecular y
solubilidad (Stryer & col, 2003). Una de las sales de mayor uso en la
precipitacion salina es el sulfato de amonio. El sulfato de amonio (NH4)2SO4 es
el reactivo de mayor uso en la bioquimica, y se debe a su gran solubilidad en el
agua, permitiendo alcanzar fuerzas iénicas muy elevadas y tradicionalmente
utilizado para la precipitacion de lectinas (Lehninger, 2003). Es de gran
importancia tomar en cuenta que al llevar a cabo una precipitacion fraccionada
se requiere de un control cuidadoso de la concentracion activa del reactivo a un
nivel adecuado y predeterminado (Skoog & col, 2001). El ensayo de
precipitacion salina se realizo en base a las concentraciones de sal
establecidas en la metodologia publicada por (Dawson & col 1969).

Dialisis

La dialisis es un procedimiento en el que componentes de alto peso
molecular, se pueden separar de las moléculas pequefias a través de una
membrana semipermeable, como puede serlo una membrana porosa como el
celofan (acetato de celulosa) es el material de didlisis que se emplea mas
comunmente, aunque se emplean de modo semejante nitrocelulosa y colodion.
Las moléculas con dimensiones significativamente mayores que el diametro del
poro se retienen dentro la bolsa de didlisis mientras que las moléculas mas
pequefias tales como las del disolvente, sales y metabolitos pequefios
atraviesan los poros de esta membrana y aparecen en el dializado fuera de la
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membrana porosa de la didlisis. Esta técnica es muy util para retirar la sal u
otras moléculas pequefas pero no discriminara de forma efectiva las proteinas
entre si (Stryer & col, 2003; Voet & col, 2003). Para realizar las dialisis se
utilizaron membranas Spectra-Por MWCO: 3500 (Spectrum Laboratories, Inc.)
y agua tridestilada por lo menos tres lavados.

Liofilizado

El procedimiento de la liofilizacion consiste en la eliminacion del
disolvente mediante el procedimiento de sublimacion, en el cual la muestra es
congelada y sometida a una camara de alto vacio, para favorecer que los
solventes pasen del estado sdlido a vapor, lo que permite la concentracion de
la muestra (Lehninger, 2003; Voet & col, 2003;
es.wikipedia.org/wiki/Liofilizacion).

Cromatografia de exclusion molecular

También llamada cromatografia de filtracion en gel o cromatografia de
tamiz molecular, en esta las proteinas se separan de acuerdo a su tamafio y
formas. Para realizar la separacion la muestra se coloca en lo alto de una
columna rellena de bolitas porosas compuestas de un polimero insoluble, pero
altamente hidratado, normalmente es un polisacarido entrecruzado como;
Dextrano, Agarosa o Poliacrilamida. Sephadex, Sepharosa y Biogel que son
preparaciones comerciales. Se elige la porosidad del gel de modo que las
moléculas mas pequefias de la mezcla puedan penetrar en las esferas
mientras que las mayores no pueden hacerlo. El resultado es que las
moléculas pequefas se distribuyen principalmente en el interior, mientras que
las moléculas grandes se localizan solamente en la disolucion. Por lo que las
moléculas grandes fluyen mas rapidamente a través de la columna y por lo
tanto saldran primero de la columna. Las moléculas que son de tamafio
intermedio y que pueden penetrar en las bolitas solo parcialmente fluirdn de la
columna en posiciéon intermedia y las moléculas pequefias, que siguen un
camino mas largo saldran al ultimo. En este trabajo se utilizo Sephadex G 75 la
cual fue hidratada y montada en una columna de 9.5 X 1 cm, utilizandose como
amortiguador PBS 0.1M con 0.3M de (NH4)2SO4 (Mathews & col, 2002; Stryer
& col, 2003).

Electroforesis en SDS-PAGE (Gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato
de Sodio).

Las proteinas se pueden separar de acuerdo con Ssus masas
moleculares utilizando electroforesis en gel de poliacrilamida, en condiciones
desnaturalizantes. La mezcla de proteinas se disuelve primero con dodecil
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sulfato sodico (SDS sodium dodecyl sulfate) detergente anidnico que rompe
casi todas las interacciones no covalentes en las proteinas. También se afiade
mercaptoetanol al 5% o ditiotretiol para reducir los puentes disulfuro,
formandose complejos SDS-proteina, para esto se calienta la muestra 10min a
100°C. Una vez preparada la muestra se preparan los microgeles de 1cm de
grosor por 6 cm de longitud utilizando un sistema de amortiguadores Laemmli
(1970) en camaras Mini-Proteam Il (Bio-Rad Richmond,CA), el el gel
concentrador se prepara al 4% de acrilamida y al 12% en el gel separador, una
vez solidificado el gel las muestras se colocan en cada una de las muescas
practicadas en la parte superior del gel y la corriente se mantiene conectada
hasta que la banda del colorante este cerca de la parte inferior del gel. Por
altimo se retiran los geles y se tifien las proteinas presentes en estos ya sea
con plata o con un colorante como el azul de Comassie. Como resultado las
proteinas pequefias se desplazan rapidamente a través del gel, mientras que
las grandes se quedan arriba, junto al lugar de aplicacibn de muestra,
posteriormente se elabora una curva con las distancias recorridas por los
marcadores y se interpola la distancia recorrida por la muestra problema (rf)
obteniéndose el peso molecular aparente (Mathews & col, 2002. Stryer & col,
2003).

Electroelucion de proteina a partir de gel de poliacrilamida.

La electroelucién es un método que nos permite la recuperacion de
proteinas a partir de geles de poliacrilamida para su posterior analisis y
aplicacion. Una vez realizada la electroforesis se corta el gel de poliacrilamida
de forma horizontal donde se encuentra la banda que se desea purificar y es
introducida dentro de un tubo de vidrio de la cAmara de electroelucion el cual
tiene un filtro y una membrana por donde pasan las proteinas al aplicar la
corriente eléctrica, una vez obtenida la muestra se realiza la didlisis para la
eliminacién de sales (John & col. 2007).

Isoelectroenfoque

Las proteinas también pueden separarse electroforéticamente en base a
sus contenidos relativos de aminoacidos acidos o basicos, es importante
mencionar que el punto isoeléctrico de una proteina es el pH en el que la carga
neta es cero. Este método para separar proteinas de acuerdo a su punto
isoeléctrico se conoce como Isoelectroenfoque. El gradiente de pH en el gel se
consigue sometiendo a electroforesis previa una mezcla de polianfolitos
(polimeros pequefios con multiple carga) con diferentes valores de pl. Esta
metodologia permite distinguir proteina que difieren en sus pl tan poco como
0.01 lo que significa que se pueden separar proteinas que difieren en una sola
carga neta. Para realizar el isoelectroenfoque se utilizo un kit de marcadores
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Phast-Gel IEF 3-9 con un equipo de separaciéon y control de unidades Phast
System (Stryer & col, 2003).

Afinidad para carbohidratos

Para determinar la actividad especifica de la lectina presente en la flor
de manita se realizo comparando la actividad inhibidora de varios carbohidratos
en la hemaglutinacion inducida por la lectina, se inicia realizando una dilucién
1:24 de los carbohidratos a una concentracion 200 milimolar mM,
posteriormente se incorpora la muestra problema (lectina) para la evaluacion
con el tipo sanguineo al cual es especifica esta lectina. Los resultados de este
estudio se expresan como la minima concentracion requerida para inhibir
completamente la actividad de la lectina en estudio. Los carbohidratos
utilizados para este analisis fueron; D-Galactosa (Gal), N-acetil-galactosamina
(GalNAc), Galactosa acetilada (GalAcet), D-glucosa (Glc), N-acetil-glucosamina
(GIcNAc), D-fucosa (Fuc), D-manosa (Man), D-fructosa (Fruc), D-xilosa (Xyl), D-
sacarosa (Sac), D-ribosa (Rib), D- lactosa(Lac) y acido N-acetilneuraminico
(NANA) (Hernandez C, 2005).

Dicroismo circular (CD)

Es una técnica espectroscopica de absorcibn muy ampliamente utilizada
para proveer informacion sobre la estructura de macromoléculas bioldgicas, en
el caso de las proteinas permite determinar la estructura secundaria, asi como
los cambios que pueda sufrir al tratarla con metabolitos como temperatura,
urea, cambios de pH, aminoacidos etc. Este método se basa en la diferencia
entre las Absorbancia (A) de la luz polarizada circularmente hacia la izquierda
() y hacia la derecha (r): para que exista esta diferencia de absorbancia las
moléculas a analizar deben ser quirales, es decir, no disponer de un plano de
simetria y no ser superponibles con su imagen especular, al resultado de la
diferencia de esta absorbancia se le conoce como fenomeno de dicroismo
circular. En este método se utiliza poco material: 200 uL de 0.5 mg/mL de
solucion. Es un método no destructivo. Estudio de cambios de entorno: pH,
agentes desnaturalizantes, Temperatura. Desempeia un papel importante en
la determinacion de los componentes estructurales de las proteinas. Es rapido
y se puede utlizar para analizar un numero de proteinas candidatas a
posteriores estudios estructurales mas detallados como RMN y Rayos-X.
Capacidad de detectar cambios estructurales en una proteina que ha sufrido
alguna perturbacion. Comparacién de estructuras manipuladas por ingenieria
de proteinas frente a la especie nativa

La absorbancia del solvente interfiere en la regién de UV. Hay que
trabajar con amortiguadores muy diluidos y que no absorban a < 200 NM-
Medidas sujetas a errores experimentales. La determinacién de los porcentajes
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de elementos de estructura secundaria no es realista. Se obtiene poca
informacion de  estructura terciaria o0 cuaternaria  (Fina, 2006;
http://www.physics.nus.edu.sg/~Biophysics/pc3267/CD-2007.pd).

El espectro del DC se midid utilizando un espectropolarimetro (JASCO J-
720) equipado con un adaptador de celdillas termostatico Peltier. Se utilizaron
celdillas de 1 mm de cuarzo para ser evaluadas en el lejano UV. Corregidos
con la linea basal del solvente utilizado.

La solucion de la muestra contenie una concentracion final de 0.5 mg/mL
en H,O, amortiguador de fosfatos (monobésico 0.05M) y PBS (0.1M) se
filtraron con membranas de 0.22 ym (Millipore, Ireland). Se realiz6 a 25°C y el
espectro de DC se monitore6 entre 200 y 260 nm.

Tres mediciones se reunieron y se promediaron para obtener el espectro
final en todos los casos. Los resultados se expresan como la media de la
elipcicidad [0] mrv, utilizando un valor de 109.86 g /mol para el peso molecular
del residuo promedio. La estimacion de la estructura secundaria del UV lejano y
el espectro CD se calcul6 utilizando CDNN (B6hm, G.; Muhr, R.; Jaenicke, R.
Quantitative analisis of protein far UV circular dichroism spectra by neural
Networks. Protein Eng. 1992, 5: 191-195).

Actividad biolégica
Andlisis de la actividad vaso relajante

Para la realizacion de este método se utilizaron ratas Wistar (macho) de
250 a 350q, las cuales fueron sacrificadas con dioxido de carbono, una vez
sacrificada la rata se removié la arteria aorta marcando el segmento toraxico y
abdominal depositdndolas en solucion de Krebs-Heinseleit, cuya composicion
(M) es: NaCl 41.4g, KCI 2.1g, CaCl, 2.2g, NaHCO3; 12.6g, KH,PO,4, 0.964,
MgS0,4.7H,01.74g, EDTA 0.06g y Dextrosal2.6g pH 7.4 (onzaga & col 2008;
Perusquia & col 1995). Se .elimina el tejido adiposo y conectivo, posteriormente
se cortaron en anillos de 4-5 milimetros aproximadamente. Los anillos de aorta
fueron montados en camaras de incubacion de 10ml con la soluciéon de Krebs
manteniéndose a burbujeo constantemente con una mezcla de gas carbogeno
(95% de O, y 5% de CO;) a un pH de 7.4. Quedando de esta manera las
arterias conectadas mediante ganchos de acero inoxidable al transductor
isométrico el cual envia las sefales al equipo de adquisicion de sefiales
BIOPAQ A-CE. A cada uno de los anillos montados se les ajusto la tension
basal a 3g dejandose en reposo durante 60 minutos renovandose la solucion
de Krebs-Heinseleit cada 15 minutos. La viabilidad del tejido se determino
mediante la estimulacion de vasoconstriccion con fenilefrina -6M 'y
posteriormente la adicion de carbacol a la -6M. Una vez comprobada la
viabilidad e integridad del tejido se deja en reposo durante 60 min para poder
estimular nuevamente con FE-6M y posteriormente poder adicionar y evaluar la
muestra problema (Klea & col, 1991; Feelisch & col, 1999; Lima & col, 2004;
Moran & col, 2008).
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Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados de este trabajo se aplicaron

medidas de tendencia central como: media (X ), medidas de dispersion como:
Desviacion estandar (DE), error estandar (EE), una vez obtenidos los datos
mediante estas pruebas se realizo un analisis de varianza (ANOVA) el cual
sirve para comparar si los valores de un conjunto de datos numeéricos son
significativamente distintos a los valores de otro 0 mas conjuntos de datos.
Posteriormente se aplicaron pruebas de contraste (Dunnett) las diferencias con
un valor de p<0.05 se consideraron significativas. Para realizar este andlisis se
utilizo el programa GraphPad Prisma 4.0 y Sigma Stat ver 3.1.
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RESULTADOS

EXTRACTO CRUDO

Actividad hemaglutinante del extracto crudo

Para determinar la presencia de lectinas en la flor de manita
(Chiranthodendron pentadactylon), se llevo a cabo un ensayo de
hemaglutinacion utilizando los cuatro grupos sanguineos humanos (A1, Az, By
0), este ensayo se realiza con un control positivo y uno negativo con el cual se
compara y comprueba que la actividad observada se relaciona con la muestra
a estudiar. Como se puede observar en la tabla 5 y figura 5 se observa
actividad con los cuatro grupos sanguineos, lo que indica que existen mas de
una lectina presentes en el extracto de esta planta.

Tabla 5. Actividad hemaglutinante del extracto crudo

GRUPO SANGUINEO UHA AE
Aq 32123 + 8298 85291 + 27401
A; 73280 + 19859 156489 + 40510 *
B 63803 + 20261 111189 + 39431 1+04
©) 62228 + 22482 136792 + 45258 1+0.3

Los resultados representan la media + E.E. (error estdndar) de n=10 ensayos
independientes por duplicado. Se observa actividad hemaglutinante de éste extracto con los
cuatro grupos sanguineos UHE.- Unidad de hemaglutinaciéon, AE.- Actividad especifica
(UHE/Concentracion de proteina mg/mL y C: Minima concentracion de proteina necesaria para
generar una aglutinacién pg/mL. Concentracion de proteina 0.510 £ 0.027 mg/mL.

En la Figura 5 se esquematiza la actividad especifica del extracto crudo
utilizando los cuatro diferentes grupos sanguineos, como se observa con A; se
obtuvo una menor actividad que con el resto de los demas grupos. Sin
embargo, cuando se realizdé el andlisis estadistico ANOVA de una via los
resultados muestran diferencias no significativas. Lo que indica que el extracto
crudo presenta una mezcla de lectinas con una afinidad similar para los
diferentes tipos de carbohidratos.
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Figura 5. Actividad hemaglutinante del extracto crudo- Los resultados representan
la media £ EE (error estandar) de n=10 ensayos independientes por duplicado. Las letras
iguales indican que no existe diferencia estadistica significativa p>0.05 (Tukey) entre los grupos
sanguineos.

Separaciéon de pigmentos (metandlicos y alcohdlicos)

Una vez determinada la presencia de lectinas en la flor de manita se
inicio con la remocién de pigmentos o flavonoides que pudieran interferir con la
caracterizacion y purificacion de las lectinas presentes en el extracto crudo,
para la remocion de pigmentos se utilizo acetona: en esta fraccion (acetonica)
se eliminan pigmentos (amarillos e incoloros) poco hidroxilados como
epicatequina y catequina tabla 6. Una vez removidos la mayor parte de estos
pigmentos se continua con la remocion de los demas pigmento altamente
hidroxilados o glicosilados como tirilosido, astragalina, quercetina 3-O-glucosa
mediante alcohol etilico, en esta fraccién (alcohdlica) se eliminan los pigmentos
de color amarillo, naranja, rojos e incoloros tabla 6.

Tabla 6. Remocion de pigmentos de extracto crudo

PIGMENTOS
FRACCION ACETONICA Epicatequina y catequina Amarillo e incoloras
Tirilosido, astragalina, Amarillo, naranja, rojo e
FRACCION ETANOLICA guercetina 3-O-glucosa incoloras

Cuantificacion de carbohidratos

Con el objetivo de determinar el grado de separacion y purificacion de
las proteinas (lectinas) del extracto crudo, una vez obtenidas las fracciones
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aceténicas y alcohdlicas se determino la concentracion de carbohidratos
presentes en estas fracciones mediante la reaccion de Feheling, obteniéndose
como resultado una gran eliminacion de carbohidratos durante el proceso de
remocidn de pigmentos, los resultados se pueden observar en la tabla 7.

Tabla 7. Cuantificacion de carbohidratos reaccion de Feheling

EXTRACTO CRUDO 17.9 mg/mL 100%
FRACCION CETONICA 8.4 mg/mL 47%
FRACCION ETANOLICA 6.6mg/mL 36%

Actividad hemaglutinante con eritrocitos humanos y animales

Al obtener cada una de las fracciones libres de los componentes no
proteicos se determino la actividad hemaglutinante de cada una de ellas, con el
objetivo de corroborar la presencia e integridad de lectinas en cada una de las
fracciones, los resultados se observan en la tabla 8, también con el fin de
determinar la heterogeneidad de las lectinas se determino la actividad
hemaglutinante con eritrocitos de animales (bovino, caprino, ovino, equino).

Tabla 8. Actividad hemaglutinante con eritrocitos animales

GRUPO FRACCION
SANGUINEO EXTRACTO CRUDO [FRACCION ACETONICA ETANOLICA
A 69917 + 19277 238762 + 24412 191187 + 27479
A, 138888 + 45082 131916 + 53896 279783 + 11511
B 113717 + 46391 80451 + 26595 57122 + 13463
O 109120 + 44679 42642 + 14019 191187 + 27479
BOVINO 27749 + 11679 25885 + 10144 13953 +4147.1
CAPRINO 95833 + 9574 85765 + 23342 62112+ 24634
OVINO 221993 + 94434 38809 + 26668 204025 + 15887
EQUINO 266868 + 26818 27643 +3663 285885 + 140054

Los resultados representan la media + EE (error estandar) de n=10 ensayos
independientes por duplicado para extracto crudo y n=6 para fraccion aceténica y metandlica.
Numéricamente se observa una mayor actividad hemaglutinante con el tipo sanguineo humano
A, y de animales con equino y ovino. UHE.- Unidad de hemaglutinacién, AE.- Actividad
especifica (UHE/Concentracion de proteina mg/mL y C: Minima concentracion de proteina
necesaria para generar una aglutinacién pg/mL.
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Una vez determinada la presencia de lectinas en el extracto crudo y
realizada la remocion de los componentes no proteicos que pudieran interferir
con la purificacion de las lectinas, se procedio a realizar la purificacion.
Precipitacion fraccionada con sulfato de amonio

La precipitacion se realizo afiadiendo concentraciones crecientes de
sulfato de amonio en los intervalos de 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80%, 80-
100%, a continuacion se presentan los resultados obtenidos al realizar el
analisis de la actividad hemaglutinante de cada una de las concentraciones
utilizadas.

Concentraciéon de 0-20%

Las lectinas que precipitan bajo esta concentracion salina presentan los
siguientes resultados Tabla 9 y Figura 6. Se observa mayor actividad
hemaglutinante con el grupo A; lo que esta indicando que las lectinas que
precipitaron en esta concentracion tienen mayor especificidad hacia los
carbohidratos GalNAc-Gal-Fuc.

Tabla 9. Actividad de la concentracion 0-20% de sulfato de amonio.

GRUPO SANGUINEO UHE AE C
Ay 61440 +14482 383383 + 90364 0.1+0.02
Ay 30720 + 6477 191697 + 24151 0.2 +0.02
B 7680 + 1810 47922 + 11296 1+0.2
®) 7680 + 1810 47922 + 11296 1+0.2

Los resultados representan la media y EE (n=5) de ensayos independientes por
duplicado. Se observa actividad hemaglutinante con los cuatro grupos sanguineos con mayor
especificidad hacia el grupo A; p<0.001 (Tukey). UHE.- Unidad de hemaglutinacion, AE.-
Actividad especifica (UHE/Concentracién de proteina mg/mL) y C Minima concentraciéon de
proteina necesaria para generar una aglutinacion ug/mL. Concentracion de proteina 0.186 +
0.07 mg/mL.

Al realizar el andlisis de varianza ANOVA de una via seguido de una
prueba de contraste de Tukey se puede observar en la Figura 4 que
anicamente entre los grupos B y O no existe diferencia significativa.
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Figura 6 Actividad Hemaglutinante del intervalo 0-20% de sulfato de amonio. Los
resultados representan la media y EE (n=5) de ensayos independientes por duplicado. Las
letras diferentes indican las diferencias significativas p<0.001 (Tukey) entre los grupos
sanguineos en la que se observa que Unicamente entre los grupos B y O no existe diferencia
significativa.

Concentracion de 20-40%

En la siguiente concentracion de sulfato de amonio utilizada, 20-40% se
obtuvo una mayor actividad con los grupos sanguineos A; y A, comparados
con los grupos B y O quienes tuvieron muy poca actividad. Esto indica que las
lectinas presentes en esta fraccibn reconocen con mayor especificidad los
carbohidratos terminales del grupo A; y A, (GalNAc-Gal-Fuc), tabla 10.

Tabla 10.- Actividad de la concentracion 20-40% de sulfato de amonio.

GRUPO
SANGUINEO UHE AE C
Ay 61440 + 144812 378589 + 11379 0.1+0
A, 20640 + 7680 198049 +74320.1 14+5
B 80 + 47 354 + 250 28 + 13
0 160 + 113 708 + 500 14+5

Los resultados representan la media y EE (n=5) de ensayos independientes por
duplicado. Se observa actividad hemaglutinante con los cuatro grupos sanguineos p<0.001
(Tukey). UHE.- Unidad de hemaglutinacién, AE.- Actividad especifica (UHE/Concentracién de
proteina mg/mL) y C: Minima concentracion de proteina necesaria para generar una
aglutinacion pg/mL. Concentracion de proteina 0.140+ 0.003 mg/mL.

Para el analisis de estos datos se realizo un prueba de varianza ANOVA
de una via seguido de una prueba de contraste de Tukey con la cual se
determino que entre el grupo B y O no hay diferencia significativa, figura 7. Es
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importante mencionar que esta diferencia se debe a la separacion salina en
base a su peso molecular.
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Figura 7. Actividad Hemaglutinante del intervalo 20-40% de sulfato de amonio.
Los resultados representan la media y EE (n=5) de ensayos independientes por duplicado. Las
letras indican las diferencias significativas p<0.001 (Tukey) entre los grupos sanguineos. En la
que se observa que no existe diferencia significativa entre el grupo By O.

Concentracion de 40-60%

En este intervalo de concentracion de sulfato de amonio se puede
apreciar que se presenta una mayor actividad hemaglutinante con el grupo
sanguineo B lo que indica que se esta llevando a cabo una separacion
adecuada de las proteinas presentes y que este tipo de lectinas estan
reconociendo con mucho mayor especificidad a los carbohidratos Gal-Fuc-Fuc
presentes en este tipo sanguineo. Lo anterior se presenta en la Tabla 11 y en

la Figura 8.
Tabla 11. Actividad de la concentracion 40-60% de sulfato de amonio.
GRUPO
SANGUINEO UHE AE C

Ay 41000 + 28935 325 + 229 31+11
A, 1920 + 241 15593 + 1964 2.9+0.4
B 92160 + 5068 249494 + 58806 0.2 +0.04
0 82000 + 57869 21441 + 12242 16+ 7.4

Los resultados representan la media y EE (n=5) de ensayos independientes por
duplicado. Se observa actividad hemaglutinante con los cuatro grupos sanguineos, p<0.001
(Tukey). UHE.- Unidad de hemaglutinacién, AE.- Actividad especifica (UHE/Concentracion de
proteina mg/mL) y C: Minima concentracion de proteina necesaria para generar una
aglutinacion pg/mL. Concentracion de proteina 0.111+ 0.014 mg/mL.
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Como se puede apreciar en la figura 8, al utilizar el grupo sanguineo B
se obtuvo la mayor actividad, esta es significativamente diferente al resto de los
tipos sanguineos, por lo que las lectinas contenidas en este intervalo salino
reconocen Gal-Gal-Fuc.
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Figura 8 Actividad Hemaglutinante del intervalo 40-60% de sulfato de amonio. Los
resultados representan la media y EE (n=5) de ensayos independientes por duplicado. Las
letras indican las diferencias significativas p<0.001 (Tukey) entre los grupos sanguineos, en la
que se observa un incremento en la actividad hemaglutinante del grupo B que es
significativamente diferencia de A; A, y O.

Concentracion de 60-80%

En la precipitacion fraccionada de 60-80% se puede observar que hay
una mayor actividad para el grupo sanguineo A; y A,. Lo que indica que las
lectinas presentes en estas fracciones tienen una gran especificidad hacia
GalNAc-Gal-Fuc (grupo A; y Ay). Estas actividades fueron significativamente
diferentes a las obtenidas con los grupos B y O los cuales presentaron una
actividad muy baja. Los resultados de la Tabla 12 y la Figura 9 son semejantes
a lo observado en el intervalo de 20-40%, sin embargo en esta concentracion
no se observan diferencias entre A1y Ao.

Tabla 12. Actividad de la concentracion 60-80% de sulfato de amonio.

GRUPOSANGUINEO UHE AE C
Ay 61440 + 14482 567617 + 133788 1+0.01
A, 61440 + 14482 567617 + 133788 1+0.01
B 320 + 216 2956 + 2090 4+2
640 £ 234 5912 + 2234 2+ 0.4

Los resultados representan la media y EE (n=5) de ensayos independientes por
duplicado. Se observa actividad hemaglutinante con los cuatro grupos sanguineos aunque en
una proporcion mucho mayor para A;y A., y en B es minima, p<0.001 (Tukey). UHE.- Unidad
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de hemaglutinacién, AE.- Actividad especifica (UHE/Concentracién de proteina mg/mL) y C:
Minima concentracidén de proteina necesaria para generar una aglutinacion en pg/mL.
Concentracién de proteina 0.110+ 0.002 mg/mL.
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Figura 9. Actividad Hemaglutinante del intervalo 60-80% de sulfato de amonio.
Los resultados representan la media y EE (n=5) de ensayos independientes por duplicado. Las
letras indican las diferencias significativas p<0.001 (Tukey) entre los grupos sanguineos, en la
que se observa un incremento en la actividad hemaglutinante del grupo A,y A, en las cuales no
hay diferencia significativa pero comparadas con B y O estas si presentan diferencia
significativa.

Concentracion de 80-100% precipitado (pp)

En la concentracién de 80-100% precipitado se puede observar que
existe actividad hemaglutinante con los cuatro grupos sanguineos aunque es
importante mencionar que la mayor actividad se presenta con el grupo
sanguineo A,, estos resultados se muestran en la Tabla 13 y Figura 10.

Tabla 13. Actividad de la concentracién 80-100% pp de sulfato de amonio

GRUPO SANGUINEO UHE AE C
Al 160 + 113 1047 + 740 10+5
A2 163840+ 0 1224110 £ 57411 0.03+0
30720 +7241 220027 + 33959 0.2 +0.02
O 6400 + 2716 51377 + 24483 1+0.6

Los resultados representan la media y EE (n=5) de ensayos independientes por
duplicado. Se observa actividad hemaglutinante con los cuatro grupos sanguineos aunque en
una proporcion mucho mayor para A,. p<0.001 (Tukey). UHE.- Unidad de hemaglutinacion,
AE.- Actividad especifica (UHE/Concentracion de proteina mg/mL) y C: Minima concentracion
de proteina necesaria para generar una aglutinacién pg/mL. Concentracion de proteina 0.111+
0.031 mg/mL.
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Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizo un andlisis de
varianza ANOVA de una via seguido de una prueba de Tukey el cual esta
indicando que existe una diferencia significativa entre el grupo A, y cada uno
de los demas grupos sanguineos tal como se puede observar en el grafico
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Figura 10. Actividad Hemaglutinante del intervalo 80-100% pp de sulfato de
amonio Los resultados representan la media y EE (n=5) de ensayos independientes por
duplicado. Las letras diferentes indican las diferencias significativas p<0.001 (Tukey) entre los
grupos sanguineos, A,, B y O, obteniéndose una mayor actividad hemaglutinante con el grupo
A,.

Concentracion de 80-100% sobrenadante (sb)

En este ultimo intervalo de concentracion se considera el sobrenadante
ya que también tiene la presencia de lectinas. Como se observa en la tabla 14
se puede ver una mayor actividad con el grupo sanguineo A, (GalNAc-Gal-Fuc)
gue es significativamente diferente al resto de los grupos sanguineos.

Tabla 14. Actividad de la concentracion 80-100% sb de sulfato de amonio

GRUPO SANGUINEO UHE AE C
Al 15360 + 3620 218347 + 51464 0.2+0.04
A2 122880 + 15481 1746776 + 220073 0.02+0
B 7680 + 1810 109173 + 25732 04+0.1
6400 + 2715 90977 + 38598 0.7+0.3

Los resultados representan la media y EE (n=5) de ensayos independientes por
duplicado. Se observa actividad hemaglutinante con los cuatro grupos sanguineos aunque en
una proporcion mucho mayor para A,. p<0.001 (Tukey). UHE.- Unidad de hemaglutinacion,
AE.- Actividad especifica (UHE/Concentracién de proteina mg/mL) y C Minima concentracion
de proteina necesaria para generar una aglutinacion pg/mL. Concentracion de proteina 0.102 +
0.041 mg/mL.
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A diferencia del precipitado, en el sobrenadante no se observan
diferencias significativas entre los grupos sanguineos A;, B y O observar Figura

11.
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Figura 11 Actividad de la concentracion 80-100% sobrenadante con sulfato de
amonio. Los resultados representan la media y EE (n=5) de ensayos independientes por
duplicado. Las letras diferentes indican las diferencias significativas p<0.001 (Tukey) entre los
grupos sanguineos. Se obtuvo una mayor actividad hemaglutinante con el grupo A,.
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Cromatografia hidrofébica

Para continuar con la purificacion de la lectina mayoritaria de la flor de
manita se utilizo la fraccion 60-80% debido a que esta fraccion presenta mayor
actividad hemaglutinante, a esta fraccion se le realizo una cromatografia
hidrofébica utilizando Octyl-Sepharosa el amortiguador utilizado fue PBS 0.1M
a pH de 7.4 con 0.3M de sulfato de amonio.

A las fracciones obtenidas se les realiz6 actividad hemaglutinante
obteniéndose en las fracciones, las fracciones obtenidas del 18 al 20
presentaron gran actividad con el grupo A,, confirmandose de esta manera la
separacion y obtencion de lectinas
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Figura 12. Cromatografia hidrofébica. Cada fraccién contiene 2 ml de muestra, la
fraccion 18 al 20 presentan actividad hemaglutinante con A,

Cromatografia de exclusion molecular

Una vez realizada la cromatografia de intercambio iénico, a las muestras
obtenidas con actividad hemaglutinante se sometieron a una cromatografia de
exclusion molecular. En los resultados expresados en la figura 13 se presenta
un grafico representativo de las cromatografias que se realizaron para obtener
la separacion de la lectina a purificar. El primer pico obtenido de la
cromatografia es el que presento la actividad hemaglutinante, por lo que este
punto esté indicando la presencia de la lectina a purificar.
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Figura 13. Cromatografia de exclusion molecular. El primer pico de la grafica es el que
presenta actividad hemaglutinante. Cada fraccion contiene 2ml.

Electroforesis SDS-PAGE

Para la determinacién de la pureza y peso molecular aparente de la
lectina a purificar, se analizo la fraccion # 7 figura 13 obtenida mediante
cromatografia de exclusion molecular. En la figura 14 Electroforesis SDS-
PAGE, se observa la presencia de la lectina en la fraccién analizada.

A B C

92491 >

66191 ——>

45000 ——

<—— 32812
31000 >

21498 — =

14401 >

43



Figura 14 Electroforesis SDS-PAGE. A) Marcadores moleculares, 92491, 66191,
45000, 31000, 21498, 14401 kDa. B) fraccion 60-80%, C) Fraccion # 7 de la cromatografia de
exclusién molecular, peso aparente de la lectina 32812 kDa.

Una vez comprobado que esta proteina se encuentra pura y que
mantiene la actividad hemaglutinante se le llamo lectina de Chiranthodendron
pentadactylon CpL. Posteriormente se continio analizando las propiedades de
esta lectina purificada.

Isoelectroenfoque

Continuando con la caracterizacion bioquimica de la lectina purificada,
se determino su punto isoeléctrico, es decir, el pH al cual la lectina presenta
una carga neutra, el resultado de este ensayo se puede observar en la figura
15, el punto isoeléctrico de la lectina es de 5.01 con respecto a los marcadores
utilizados. Este método permite confirmar la presencia absoluta de una sola
lectina.

Puntolsoeléctrico (pl)

3.50
3.75

4.55
5.20

5.85
6.55
6.85

7.35
8.15

8.45

8.65

RNy

9.30

Figura 15. Punto isoeléctrico. En esta figura se pueden observar en el primer carril
los marcadores con diferente punto isoeléctrico; Amiloglicosidasa (pl 3.5), Metyl red (pl 3.75),
Inhibidor tripsina (pl 4.55), B-lactoglobulina A (pl 5.20), Anhidrasa carbdnica B (bobina) (pl
5.85), Anhidrasa carbonica B (humana) (pl 6.55), Mioglobina acida (pl 6.85), Mioglobina, basica
(pl 7.35), Lectil lectin acid (pl 8.15), Lectil lectin middle (pl 8.45), Lectil lectin basic (pl 8.65),
Tripsinogeno (pl 9.30). El punto isoeléctrico de la lectina purificada es de 5.01.
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Dicroismo Circular (DC)

Con el objetivo de determinar la estructura secundaria de la lectina CpL,
se realiz6 un analisis de dicroismo circular a la lectina purificada (CpL), los
resultados se pueden observar en la figura 16. Como se puede observar se
obtuvo un claro patron de elipticidad entre 210 y 218 nm, lo que es un claro
patron de hélices alfa. Para la obtencion de este patron se realizaron tres
mediciones con diferentes buffer con el objetivo de descartar la interferencia de
las sales del buffer.
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Figura 16. Dicroismo Circular de CpL. Se muestra el patron obtenido de la lectina ChL.
Se utilizaron tres amortiguadores fosfatos 0.05 M (rojo), PBS 0.1M pH 7.4 (verde) y H,O mili Q
(negro). Se puede observar un patrén claro de elipticidad de alfa hélices

Determinacion de la Glicosilacion de la lectina

La determinacion de la presencia o ausencia de glicosilacion de la
lectina CpL se realizd mediante el método de Dubois el cual se basa en hacer
interaccionar el acido sulfarico-fenol con los carbohidratos, en la tabla 15 se
puede observar que la lectina purificada tiene un 19% de glicosilacion, este
resultado se obtuvo en comparacién con las lectinas presentes en el extracto
crudo.

Tabla 15. Glicosilacion de lectina CpL.
pa/mi %
MANITA EXC 77.72 100%
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FP ALCOHOLICA 64.57 83%
FP DIALIZADO 22.27 29%
LECTINA CpL 14.91 19%

Afinidad para carbohidratos

Extracto crudo

Para la determinacion de la especificidad de las lectinas presentes en el
extracto crudo de la flor de manita se realizo utilizando el grupo sanguineo A,,
debido a que al realizar el ensayo de hemaglutinacion con este extracto se
observa una actividad hemaglutinante numéricamente mayor en comparacion
que con los demas grupos sanguineos. El ensayo se realizo con los
carbohidratos presentes en la siguiente tabla 16, la especificidad de las lectinas
presentes en el extracto hacia los carbohidratos de mayor a menor fue la
siguiente: Man> GalNAc, GIcNAc > Fuc > Xyl > Fruc, Glc > NANA > Gal, Lac >
Sac > Rib, GalAcet.

Fraccion 0-20% sulfato de amonio precipitado

En la concentracion 0-20% se realizo el ensayo utilizando el grupo
sanguineo A; debido a que las lectinas presentes en esta fraccion presentan
una afinidad numéricamente mayor con este grupo en comparacion con los
demas grupos sanguineos. En los resultados de la tabla 17 se puede observar
gue las lecitinas presentes en esta fraccion tienen mayor afinidad hacia Gal,
GalAcet, GalNAc lo que concuerda con los carbohidratos presentes en la
superficie de los eritrocitos de este grupo sanguineo. En los resultados se
puede observar la especificidad de las lectinas hacia los carbohidratos de
mayor a menor: Gal, GalAcet > GalNAc > Fuc > GIcNAc, Man > NANA >Glc >
Lac > Fruc, Sac > Xyl > Rib.

Fraccion 20-40% sulfato de amonio precipitado

Para la determinacién de la afinidad para carbohidratos de la fraccién
20-40% se utilizo el grupo sanguineo A; de acuerdo con los datos reportados
en la tabla 10, en esta fraccion hay una mayor especificidad numéricamente
hacia este tipo sanguineo. En los datos reportados en la tabla 18 se puede
observar que la especificidad de las lectinas de esta fraccion hacia los
carbohidratos de mayor a menor fue la siguiente Gal > GIcNAc > Fru > Rib >
GalAcet, NANA >Fuc, Man, Lac > Glc, GalNAc > Sac > Xyl.

Fraccion 40-60 % sulfato de amonio precipitado

En la fraccion 40-60% sulfato de amonio se realizo el ensayo con el
grupo sanguineo B debido a que esta fraccion presenta mayor afinidad hacia a
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este grupo sanguineo. Por lo que los resultados se pueden observar en la tabla
19, que representa la especificidad de mayor a menor: Rib > NANA > Sac >
Fuc, Lac > Glc > Gal, Xyl > GIcNAc > GalNAc, Fru > GalAct > Man.

Fraccion 60-80 % sulfato de amonio precipitado

Para realizar la determinacion de la especificidad de las lectinas
presentes en esta fraccion se utilizo el grupo sanguineo A, debido a que esta
fraccion presenta numéricamente mayor actividad especifica hacia este grupo
sanguineo. En los resultados que se muestran en la tabla 20 se puede
observar que existe una mayor especificidad hacia Manosa y Galactosa, lo que
concuerda con los carbohidratos presentes en este grupo sanguineo. De la
misma manera podemos observar en esta tabla que la especificidad a
carbohidratos se presenta de mayor a menor de la siguiente manera: Man >
Gal > GIcNAc > GalNAc > GalAcet > NANA > Glc, Sac > Fruc > Lac> Rib > Xyl
> Fuc.

Fraccion 80-100 % sulfato de amonio precipitado

Al determinar la especificidad de las lectinas de la fraccién 80-100 pp se
utilizo el grupo sanguineo A, debido a que la afinidad de las lectinas de esta
fraccidbn es numéricamente mayor hacia este grupo sanguineo tabla 21. En el
analisis de estos datos se puede observar que la especificidad de las lectinas
presentes en esta fraccion de mayor a menor es la siguiente Fuc, Glc, Man >
Lac > Fru, GIcNAc > Xyl > NANA > GalNAc, Gal > GalAcet > Sac >Rib.

Lectina CpL

Para realizar la especificidad para carbohidratos de la lectina de la
fraccion 60-80 pp sulfato de amonio se utilizo el grupo sanguineo A, debido a
que en esta fraccion la lectina purificada tiene mayor afinidad hacia este grupo
sanguineo. En los resultados de la tabla 22 se puede observar que la lectina
presenta mayor afinidad hacia Man > Gal > GalNAc, dos de los carbohidratos
que se encuentran presentes en el grupo sanguineo A,. Los resultados de este
ensayo muestran que la especificidad de la lectina para los carbohidratos de
mayor a menor es la siguiente: Man > Gal > GalNAc > GalAcet > NANA > Lac >
Glc, GIcNAc> Fruc > Fuc > Rib > Sac > Xyl.

En la tabla 23 se puede observar la variacion de afinidad a carbohidratos de las
lectinas presentes en las fracciones con sulfato de amonio, esta variacién de la
afinidad a carbohidratos se debe a la separacion y distribucion de las lectinas
en base a su peso molecular, en la tabla se puede observar una gran similitud
de los resultados obtenidos para la lectina CpL y la fraccion 60-80% que es de
donde se purifico la lectina, de la misma manera los resultados de esta fraccion
son semejantes con los del extracto crudo
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Tabla 16. Afinidad para carbohidratos

extracto crudo

CARBOHIDRATO

extracto crudo

Tabla 17. Afinidad para
carbohidratos fraccion 0-20%

(umol) GRUPO A,
Man 4.76837E-05
GalNAc 0.001525879
GIcNAC 0.001525879
GalAcet 0.048828125
Fuc 0.09765625
Xyl 0.78125
Fruc 0.78125
Glc 1.5625
NANA 6.25
Gal 6.25
Lac 25
Sac 50
Rib 50

Lac > Sac > Rib.

Se presentan los resultados como la minima concentracién de
carbohidratos en pmol que se requiere para inhibir completamente la
actividad hemaglutinante. La afinidad para carbohidratos fue la siguiente:
Man> GalNAc, GIcNAc > GalAcet > Fuc > Xyl > Fruc, Glc > NANA > Gal,

FRACCION 0-20
CARBOHIDRATO |%
(umol) GRUPO A,

Gal 2.38419E-05
GalAcet 2.38419E-05
GalNAc 0.006103516

Fuc 0.048828125
GIcNAC 0.09765625

Man 0.09765625

NANA 0.390625

Glc 0.78125

Lac 3.125

Fru 6.25

Sac 6.25

Xyl 12.5

Rib 100

En la tabla se pueden observar los resultados como la minima
concentracion de carbohidratos en pmol que se requiere para inhibir

completamente la actividad hemaglutinante, utilizando el grupo sanguineo
A;. La afinidad para carbohidratos fue la siguiente: Gal, GalAcet > GalNAc
> Fuc > GIcNAc, Man > NANA >Glc > Lac > Fruc, Sac > Xyl > Rib.
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Tabla 18. Afinidad para
carbohidratos fraccion 20-40%

CARBOHIDRATO

FRACCION 20-40
%

(umol) GRUPO A;

Gal 0.1953125
GIcNAC 0.78125
Fru 3.125
Rib 6.25
GalAcet 12.5
NANA 12.5
Fuc 25
Man 25
Lac 25
Glc 50
GalNAc 50
Sac 100
Xyl 200

En los resultados se representa la minima concentracion de
carbohidratos en pmol que se requiere para inhibir completamente la
actividad hemaglutinante utilizando el grupo sanguineo A;. La afinidad
para carbohidratos fue la siguiente: Gal > GIcNAc > Fruc > Rib > GalAcet,
NANA >Fuc, Man, Lac > Glc, GalNAc > Sac > Xyl.

Tabla 19. Afinidad para carbohidratos
fraccion 40-60%

CARBOHIDRATO |FRACCION 40-60 %
(umol) GRUPO B
Rib 0.1953
NANA 0.7812
Sac 3.125
Fuc 6.25
Lac 12.5
Glc 12.5
Gal 25
Xyl 25
GIcNAC 25
GalNAc 50
Fru 50
GalAcet 100
Man 200

En los resultados se representa la minima concentracion de
carbohidratos en umol que se requiere para inhibir completamente la
actividad hemaglutinante utilizando el grupo sanguineo B. La afinidad para
carbohidratos fue la siguiente: Rib > NANA > Sac > Fuc, Lac > Glc > Gal,
Xyl > GIcNAc > GalNAc, Fru > GalAct > Man.
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Tabla 20. Afinidad para carbohidratos
fraccién 60-80%

FRACCION 60-
CARBOHIDRATO 80 %
(umol) GRUPO A,

Man 0.0488
Gal 0.0976
GIcNAC 0.1953
GalNAc 0.3906
GalAcet 0.3906
NANA 0.7812
Glc 1.5625
Sac 1.5625
Fruc 3.125
Lac 6.25
Rib 12.5
Xyl 50
Fuc 100

Los resultados se representan como la minima concentraciéon de
carbohidratos en umol que se requiere para inhibir completamente la
actividad hemaglutinante utilizando el grupo sanguineo A,. La afinidad
para carbohidratos fue la siguiente: Man > Gal > GIcNAc > GalNAc >
GalAcet > NANA > Glc, Sac > Fruc > Lac> Rib > Xyl > Fuc.

Tabla 21. Afinidad para carbohidratos
fraccion 80-100%

CARBOHIDRATO | MANITA 80-100%
(umol) GRUPO A,
Fuc 2.38419E-05
Glc 2.38419E-05
Man 2.38419E-05
Lac 0.0003
Fru 0.1953
GIcNAc 0.1953
Xyl 0.7812
NANA 1.5625
GalNAc 6.25
Gal 6.25
GalAcet 25
Sac 50
Rib 200

En los resultados se representa la minima concentracion de
carbohidratos en umol que se requiere para inhibir completamente la
actividad hemaglutinante utilizando el grupo sanguineo A,. La afinidad
para carbohidratos fue la siguiente: Fuc, Glc, Man > Lac > Fru, GIcNAc >

Xyl > NANA >GalNAc, Gal > GalAcet > Sac >Rib.
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Tabla 22. Afinidad para
carbohidratos de la lectina CpL.

CARBOHIDRATO Lectina 60-80 pp
(umol) GRUPO A2

Man 9.53674E-05
Gal 0.0001
GalNAc 0.0003
GalAcet 0.0061
NANA 0.0122
Lac 0.0244
Glc 0.0488
GIcNAC 0.0488
Fruc 0.0976
Fuc 25
Rib 200
Sac 200
Xyl 200

En los resultados se representa la minima concentracion de
carbohidratos en pmol que se requiere para inhibir completamente la
actividad hemaglutinante utilizando el grupo sanguineo A, el cual presenta
mayor actividad especifica esta lectina. La afinidad para carbohidratos fue
la siguiente: Man > Gal > GalNAc > GalAcet > NANA > Lac > Glc,
GIcNAc> Fruc > Fuc > Rib > Sac > Xyl.
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Tabla 23. Comparacion de afinidad a carbohidratos

EXTRACTO FRACCION 0-20% FRACCION 20- FRACCION 40- FRACCION 60- FRACCION 80-
CARBOHIDRATO CRUDO 40% 60% 80% 100% pp LECTINA CpL

(umol) A, Ay Ay B Az A, A,

Man 4.7683E-05 0.0976 25 200 0.0488 2.3841E-05| 9.53674E-05
GalNAc 0.0015 0.0061 50 50 0.3906 6.25 0.0003
GIuNAc 0.0015 0.0976 0.7812 25 0.1953 0.1953 0.0488
GalAcet 0.0488 2.3841E-05 12.5 100 0.3906 25 0.0061
Fuc 0.0488 0.0488 25 6.25 100 2.3841E-05 25
Xyl 0.0976 12.5 200 25 50 0.7812 200
Fru 0.7812 6.25 3.125 50 3.125 0.1953 0.0976
Glc 0.7812 0.7812 50 12.5 1.5625 2.3841E-05 0.0488
NANA 1.5625 0.3906 12.5 0.7812 0.7812 1.5625 0.0122
Gal 6.25 2.3841E-05 0.1953 25 0.0976 6.25 0.0001
Lac 6.25 3.125 25 12.5 6.25 0.0003 0.0244
Sac o5 6.25 100 3.125 1.5625 50 200
Rib 50 100 6.25 0.1953 12.5 200 200

En esta tabla se muestra la comparacion de la especificidad a carbohidratos de las lectinas de cada fraccion con respecto al extracto crudo. Cada
fraccion presenta diferente afinidad, debido a los pasos de purificacion. La especificidad de las lectinas presentes en el extracto crudo hacia los carbohidratos
de mayor a menor fue la siguiente: Man > GalNAc, GIcNAc > GalAcet, Fuc > Xyl > Fruc, Glc > NANA > Gal, Lac > Sac > Rib.
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Dependencia de cationes

Para la determinacion de la dependencia de cationes de cada una de las
fracciones se utilizaron los siguientes complejos io6nicos: Cloruro de calcio
(CaCly), cloruro de magnesio (MgCl,), fosfato de potasio (KH,PQO,) y fosfato de
sodio (NaHPO,) Cada una de las muestras fueron tratadas con un agente
quelante EDTA, posteriormente se realizo el ensayo de hemaglutinacion
comparando los resultados con muestras sin tratamiento de EDTA. En la tabla
24 se pueden observar los resultados de cada una de las fracciones con
tratamiento y sin tratamiento.

En los resultados para el extracto crudo y la fraccion 0-20 % se puede
apreciar que no existe diferencia tanto para la muestra tratada con EDTA como
para la muestra sin tratamiento por lo que estas lectinas no son dependientes
de cationes.

Al tratar las lectinas de la Fraccion 20-40% se observo un resultado
totalmente diferente a los demas debido a que la muestra tratada con EDTA
pierde por completo su actividad hemaglutinante en comparacién con la no
tratada con EDTA, esto indica que las lectinas pierden totalmente su estructura
tridimensional al retirar los cationes con EDTA y que estas no regresan a su
estado tridimensional normal al volver adicionar los diferentes cationes.

Para la fraccion 40-60% se observa un resultado similar al del extracto
crudo y al de la fraccion 0-20% en el que de la misma manera no hay
dependencia de cationes.

En la fraccién 60-80% como se puede ver en la tabla 24 la diferencia de
actividad en la muestra tratada con EDTA en comparacion con la no tratada
nos estd indicando que las lectinas presentes en esta fraccion son
dependientes de los iones Ca'™", K" y Na*, para cumplir con su actividad, es
decir, que son dependientes de iones metalicos.

De la misma manera para la fraccion 80-100% se observa que al tratar
las lectinas de esta fraccion con EDTA la actividad hemaglutinante disminuye
en comparacion con la que no fue tratada con EDTA por lo que se puede decir
que las lectinas presentes en esta fraccion son dependientes de iones
metalicos.

Al analizar los resultados de la lectina pura se puede observar la
disminucién en actividad hemaglutinante en la fraccion tratada con EDTA con
respecto a la no tratada lo que esta indicando que la lectina depende de los
iones Ca'", K" y Na"*, para mantener su actividad.
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Tabla 24. Dependencia de cationes.

EXTRACTO CRUDO | 0-20% 20-40% 40-60% 60-80% 80-100% LECTINA
CATIONES | A,+EDTA Az A+EDTA A1 A;+EDTA Ar B+EDTA B A+EDTA A1 Ax+EDTA Az Ax+EDTA Az
CaCl, 335911.1 | 335911.1 | 460635 | 460635 0 724995 1330633 | 1330633 | 179150 | 1433204 | 134026 1072212 | 189205 | 1513646
MgCl, 335911.1 | 335911.1 | 460635 | 460635 0 724995 | 1330633 | 1330633 | 1433204 | 1433204 | 1072212 | 1072212 | 1513646 | 1513646
KH.PO, 335911.1 | 335911.1 | 460635 | 460635 0 724995 1330633 | 1330633 | 358301 | 1433204 | 268053 1072212 | 189205 | 1513646
NaHPO, 335911.1 | 335911.1 | 460635 | 460635 0 724995 1330633 | 1330633 22393 1433204 16753 1072212 | 189205 | 1513646

En esta tabla se muestran los resultados para dependencia de cationes de las lectinas de cada una de las diferentes fracciones. Las muestras se
comparan con tratamiento de EDTA vy sin tratamiento. Los resultados se muestran en actividad especifica utilizando para cada fraccion el tipo sanguineo al
cual presentan mayor actividad hemaglutinante.
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Temperatura

Extracto crudo

En la determinacion de la termoestabilidad de las lectinas contenidas en
cada una de las fracciones de la flor de manita se utilizaron diferentes
temperaturas de incubacion asi como el grupo sanguineo al cual son afines las
lectinas de dichas fracciones. En la tabla 25 se pueden observar los resultados
obtenidos para extracto crudo utilizandose el grupo sanguineo A,.

En la figura 17 se puede observar que la actividad hemaglutinante de las
lectinas se mantiene en el intervalo de 17°-80°C, disminuyendo un poco a
temperaturas muy elevadas 80-100 °C, por lo que se puede decir que las
lectinas del extracto crudo presentan un intervalo amplio de termoestabilidad.

Fraccion 0-20% sulfato de amonio precipitado

Para la evaluar las lectinas de la fraccion 0-20% sulfato de amonio se
utilizo el grupo sanguineo Aj, los resultados se observan en la tabla 26.

En la figura 18 se observa la actividad hemaglutinante de la fraccion 0-
20%, como se puede observar las lectinas son termoestables: la actividad se
mantiene en los intervalos de temperatura utilizados, disminuyendo sélo a altas
temperaturas (80-100°C).

Fraccion 20-40% sulfato de amonio precipitado

En la tabla 27 se observan los resultados de termoestabilidad para la
fraccion 20-40% utilizando el grupo sanguineo A;. En la figura 19 se puede
observar que las lectinas presentes en esta fraccion no son termoestables: la
actividad hemaglutinante no se mantiene al aumentar o disminuir la
temperatura con referencia a 40°C.

Fraccion 40-60% sulfato de amonio precipitado

Los resultados de la fraccidon 40-60% se presentan en la tabla 28 en la
que se observa un resultado similar al de la fraccion 20-40%. Para realizar este
ensayo se utilizo el grupo sanguineo B debido a que las lectinas de esta
fraccién presentan mayor actividad hemaglutinante con este grupo.

Como se puede observar en la figura 20 las lectinas de esta fraccion no
son termoestables: al aumentar la temperatura a mas de 80°C y al disminuir la
temperatura a menos de 17°C la actividad hemaglutinante de las lectinas se
inhibe.

Fraccion 60-80% sulfato de amonio precipitado

En la tabla 29 se observan los resultados de termoestabilidad de la
fraccién 60-80% en los que se puede ver que existe actividad hemaglutinante
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en los diferentes intervalos de temperatura. En la figura 21 se puede observar
que la actividad hemaglutinante se conserva en el intervalo del17-80°C, lo que
esta indicando que las lectinas de esta fraccion son termoestables en este
intervalo de temperatura, de la misma manera se puede observar que estas
lectinas presentan menor actividad hemaglutinante a bajas y altas temperaturas
4°y 100°C.

Fraccion 80-100% sulfato de amonio precipitado

Los resultados de termoestabilidad de las lectinas de la fraccion 80-100% se
pueden observar en la tabla 30, para realizar este ensayo se utilizo el grupo
sanguineo A,. En la figura 22 se pueden observar que las lectinas de la
fraccion 80-100% no son termoestables debido a que como puede observarse
al aumentar a mas de 80°C la temperatura las lectinas de esta fraccion pierden
la actividad hemaglutinante conservandose la actividad de las lectinas en el
intervalo de 36-60°C.

Lectina CpL

Para la determinacion de la termoestabilidad de la lectina purificada se
utilizo el grupo sanguineo A, los resultados se muestran en la tabla 31 en
actividad especifica. En la figura 23 se pueden observar los resultados de
termoestabilidad de la lectina purificada, como se puede apreciar esta lectina
tiene una gran actividad a 36 °C pero conforme se va aumentando la
temperatura la actividad de la lectina se va perdiendo por lo que es estable
solamente de 17° a 60°C, al aumentar la temperatura a mas de 80°C se puede
ver gque la lectina pierde gradualmente la actividad hemaglutinante
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Actividad especifica

En la tabla 25 se muestran los resultados en actividad especifica a diferente
temperatura, utilizando el grupo sanguineo A,. Observandose mayor actividad de 17 a 80 °C.

(UHA/mg proteina)

Figura 17. Termoestabilidad de lectinas del extracto crudo. En la figura se
observan los resultados del extracto crudo en actividad especifica bajo diferentes
temperaturas (4°, 17°, 36° 40° 60° 80° 100°) utilizando el grupo sanguineo A,,
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B A,

Actividad Especifica
(UHA/mg proteina)

Tabla 26. Termoestabilidad de la
Fraccién 0-20%.

Temperatura °C Aq
4 2699
17 2699
36 3599
40 8997
60 3599
80 899
100 449

En la tabla se muestran los resultados en actividad especifica a diferente
temperatura, utilizando el grupo sanguineo A,, observandose mayor actividad en el intervalo
de 40°C.
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Figura 18. Termoestabilidad de lectinas de la fraccion 0-20%. Los resultados se
muestran en actividad especifica bajo diferentes temperaturas (4°, 17°, 36°, 40°, 60°, 80°,
100°) utilizandose el grupo sanguineo Ay, la actividad disminuye de de 80°-100°C.
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actividad especifica

Tabla 27. Termoestabilidad de

Fraccion 20-40%

la

Temperatura °C A
4 0
17 0
36 2124
40 113281
60 4248
80 0
100 0

Los resultados se muestran en actividad especifica a diferente temperatura,
utilizando el grupo sanguineo A;.
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Figura 19. Termoestabilidad de lectinas de la fraccion 20-40%. Los resultados
de la fraccion 20-40 % se muestran en actividad especifica bajo diferentes temperaturas (4°,
17°, 36°, 40°, 60°, 80°, 100°C) utilizando el grupo sanguineo A, la actividad disminuye de de
80°-100°C asi como de 17° a 4°C

Tabla 28. Termoestabilidad de

Fracciéon 40-60%

la

Temperatura °C B
4 0
17 0
36 7797
40 31187
60 3898
80 0
100 0

En esta tabla se presentan los resultados de termoestabilidad en actividad
especifica a diferente temperatura, utilizando el grupo sanguineo B.
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Figura 20. Termoestabilidad de lectinas de la fraccién 40-60%. Los resultados de la
fraccién 40-60% se muestran en actividad especifica a diferentes temperaturas (4°, 17°, 36°,
40°, 60°, 80°, 100°C) la actividad disminuye de de 80°-100°C asi como de 17° a 4°C, para
este ensayo se utilizo el grupo sanguineo B.
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En la tabla 29 se encuentran los resultados de termoestabilidad en actividad
especifica a diferentes temperaturas, utilizando el grupo sanguineo A,.

Actividad Especifica

Figura 21. Termoestabilidad de lectinas de la fraccion 60-80%. Los resultados
se expresan en actividad especifica a diferentes temperaturas (4°, 17°, 36°, 40°, 60°, 80°,
100°C), para este ensayo se utilizo el grupo sanguineo A,. La actividad se mantiene en los

(UHA/mg proteina)

Tabla 29. Termoestabilidad de la

Fraccién 60-80%.

Temperatura °C A,
4 4787.64
17 8397.683
36 15598.46
40 16795.37
60 8397.683
80 4198.841
100 749.517
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Tabla 30. Termoestabilidad de la

Fraccion 80-100%.

Temperatura °C A,
4 2094

17 2094
36 10471
40 25129
60 10471
80 0
100 0

Los resultados de termoestabilidad se representan en actividad especifica a
diferentes temperaturas, utilizando el grupo sanguineo A,.
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Figura 22. Termoestabilidad de lectinas de la fraccion 80-100%. En esta figura
se muestran los resultados en actividad especifica a diferentes temperaturas (4°, 17°, 36°,
40°, 60°, 80°, 100°C), para este ensayo se utilizo el grupo sanguineo A,. La mayor actividad
se mantiene en el intervalo de 36 a 60°C.
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Tabla 31. Termoestabilidad de la

Lectina CpL
Temperatura °C A,
4 35476
17 283809
36 189206
40 141904
60 94603
80 59127
100 0

En la tabla 31 se presentan los resultados de termoestabilidad en actividad
especifica a diferentes temperaturas, utilizando el grupo sanguineo A..
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Figura 23. Termoestabilidad de la lectina purificada. En esta figura se muestran
los resultados en actividad especifica a diferentes temperaturas (4°, 17°, 36°, 40°, 60°, 80°,
100°C), para este ensayo se utilizo el grupo sanguineo A,. La actividad hemaglutinante se
mantiene en los intervalos de temperatura de 17° a 60°C, teniendo mayor actividad
hemaglutinante a 36°C.
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Dependencia de pH

Extracto crudo

Para la evaluacion del pH en el cual presentan mayor estabilidad y
actividad las lectinas de la flor de manita, se realizo el ensayo de
hemaglutinacion con el extracto crudo utilizando solucién buffer con un
intervalo de pH de 5.0 a 8.6 asi como los cuatro grupos sanguineos humanos
A1, A2, By O. En la tabla 32 se muestran los resultados en los cuales se puede
observar que la actividad especifica de las lectinas presentes en el extracto
crudo conservan su activad hemaglutinante con los cuatro tipos sanguineos
debido a que en este intervalo no se inhibe por completo la aglutinacion, por lo
gue como se puede observar las lectinas del extracto crudo presentan actividad
tanto en medios acidos como alcalinos, de la misma manera se puede decir
que las lectinas bajo este intervalo de pH conservan en gran parte su estructura

tridimensional.

Tabla 32. Dependencia del pH del extracto

crudo
pH A, A, B 0

5 335911 335911 335911 1312
5.2 1312 10497 20994 656
5.4 83977 10497 5248 1312
5.6 656 5248 10497 335911
5.8 10497 41988 5248 83977

6 10497 1312 5248 656
6.2 83977 167955 20994 656
6.4 5248 2624 10497 656
6.6 41988 335911 20994 41988
6.8 41988 10497 83977 656

7 41988 41988 20994 328
7.2 10497 83977 10497 656
7.4 5248 10497 20994 20994
7.6 5248 41988 20994 5248
7.8 1312 41988 41988 20994

8 41988 10497 335911 656
8.2 328 10497 20994 164
8.4 164 10497 10497 328
8.6 10497 41988 10497 2624

Los resultados se representan como actividad especifica (AE) a diferente intervalo de
pH (5.0-8.6) utilizando los cuatro grupos sanguineos humanos A;, A, B y O. Al analizar la
actividad de las lectinas del extracto crudo se puede observar en esta tabla que la actividad
especifica se mantiene desde el intervalo de 5.0 hasta 8.6.
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Fraccion con sulfato de amonio 0-20% precipitado.

Al analizar los resultados de pH de la fraccién 0-20% sulfato de amonio
se puede observar que los datos expresados como actividad especifica de las
lectinas se mantienen en un intervalo menor que van desde 5.0-6.0 después de
6.6-6.8 y por ultimo de 7.4-8.0, esto indica la presencia de varias lectinas las
cuales se caracterizan por presentar mayor actividad en los intervalos de pH
mencionados anteriormente y que la mayor parte de estas proteinas funcionan
mejor en un medio acido tal como se observa en la tabla 33.

Tabla 33. Dependencia del pH de la fraccion 0-20 %

pH A1 A, B O
5 3598 1799 1799 3598
5.2 1799 899 1799 1799
5.4 224 899 899 7197
5.6 7197 3598 899 7197
5.8 3598 3598 57579 57579
6 28789 899 1799 1799
6.2-6.4 0 0 0 0
6.6 57579 115158 460635 115158
6.8 230317 28789 57579 1799
7-7.2 0 0 0 0
7.4 7197 14394 28789 28789
7.6 7197 14394 57579 115158
7.8 14394 14394 28789 7197
8 57579 14394 460635 899

Los resultados se representan como actividad especifica (AE) a diferente intervalo de
pH (5.0-8.6) utilizando los cuatro grupos sanguineos humanos A;, A, By O.

Fraccidn con sulfato de amonio 20-40 % precipitado.

En la fraccion 20-40% tabla 34 se puede observar un resultado similar al
de la fraccion 0-20% debido a que las lectinas presentes en esta fraccion (20-
40%) presentan actividad en los intervalos de pH que van desde 6.2-6.6 y
posteriormente de 7.4-7.8 esto esta indicando que las lectinas presentes en
esta fraccion se encuentran activas en estos intervalos de pH. Para la
realizacion de este ensayo se utilizo solucién buffer con un rango de pH de 5.0
a 8.6 asi como los cuatro grupos sanguineos humanos A;, A, By O.
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Tabla 34. Dependencia del pH de la fraccion 20-40 %

pH Ay A, B o)
6.2 90624.4 45312.2 11328.0 5664.0
6.4 708.0 1416.0 708.0 354.0
6.6 362497.8 724995.5 181248.8 181248.8

6.8-7.2 0 0 0 0
7.4 90624.4 22656.1 11328.0 11328.0
7.6 22656.1 22656.1 11328.0 11328.0
7.8 45312.2 22656.1 22656.1 5664.0

Los resultados se representan como actividad especifica (AE) a diferente rango de pH
(5.0-8.6) utilizando los cuatro grupos sanguineos humanos A;, A, By O.

Fraccion 40-60 % con sulfato de amonio precipitado.

De forma similar que para las muestras anteriores se realizo la
evaluacion del pH de las lectinas de la fraccién 40-60 % para la determinacion
del intervalo donde presentan mayor actividad especifica. Como se puede
apreciar en la tabla 35 la actividad hemaglutinante de las lectinas no se inhibe
por completo presentando actividad en el intervalo de pH de 5.2-8.4 pero solo
con los grupos sanguineos B y O, esto concuerda con la especificidad hacia los
grupos sanguineos B y O reportados en la taba 11 de la precipitacion salina.
De la misma manera se puede ver que las lectinas presentes en esta fraccion
también presentan actividad especifica hacia los grupos sanguineos A; y A;
pero solamente en los intervalos de pH 5.4-5.8 después 6.6-6.8 asi como 7.4-
7.6 y de 8.0 a 8.4. Los resultados anteriores muestran la presencia de lectinas

gue actian tanto en medios basicos como en acidos.

Tabla 35. Dependencia del pH de la fraccion 40-60 %

pH A1 Ay B (@]

5.2 0 0 166329 665316
5.4 1299 1299 20791 10395
5.6 1330633 1330633 5197 649
5.8 5197 5197 1330633 1330633

6 0 0 2598 2598
6.2 0 0 5197 1299
6.4 0 0 2598 1299
6.6 332658 332658 1330633 1330633
6.8 2598 649 5197 5197

7 0 0 1330633 1330633
7.2 0 0 1330633 1330633
7.4 1330633 1330633 1330633 1330633
7.6 1330633 1330633 1330633 1330633
7.8 0 0 1330633 1330633

8 649 649 1330633 1330633
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8.2 649
8.4 649

649
649

665316
649

665316
649

Los resultados se representan como actividad especifica (AE) a diferente intervalo de
pH (5.0-8.6) utilizando los cuatro grupos sanguineos humanos A;, A, By O.

Fraccion 60-80 % con sulfato de amonio precipitado.

Para la evaluacion del intervalo de pH en el cual presentan mayor
actividad las lectinas de la fraccion 60-80 % se utilizaron los cuatro grupos
sanguineos A;, A, By O. En la tabla 36 se puede apreciar que las lectinas de
esta fraccidon presentan actividad en el intervalo de pH que va desde 5.6 a 7.6
para los cuatro grupos sanguineos humanos A;, Az, B 'y O. y por ultimo se
puede ver que existe actividad en el intervalo de 7.8-8.0 para solo el grupo A,
A2 'y muy poca actividad para B. como se puede observar las lectinas presentes
en esta fraccion tienen una tendencia a presentar una mayor actividad en el
intervalo de pH acido y menor actividad en el alcalino.

Tabla 35. Dependencia de pH de la fraccién 60-

80%
pH A A B o)
5.6 2799 11196 2799 2799
5.8 5598 11196 1399 1399
6 5598 22393 5598 11196
6.2 22393 11196 2799 1399
6.4 44787 22393 5598 5598
6.6 179150 89575 22393 22393
6.8 89575 22393 5598 22393
7 22393 44787 11196 22393
7.2 44787 44787 5598 22393
7.4 179150 716602 89575 22393
7.6 22393 44787 5598 2799
7.8 5598 11196 699 0
8 2799 1399 0 0

Los resultados se representan como actividad especifica (AE) a diferente intervalo de

pH (5.0-8.6) utilizando los cuatro grupos sanguineos humanos A;, A, By O

Fraccion 80-100 % con sulfato de amonio precipitado.

En la fraccién 80-100% con sulfato de amonio precipitado figura 37 se
puede observar que las lectinas presentes en esta fraccion tienen actividad
solamente en el intervalo de pH de 6.6-7.8 con los cuatro grupos sanguineos
humanos A;, Az By O, lo que estd indicando que las que las lectinas tienen
actividad tanto en medio acido como alcalino pero con mayor proporcion en el
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medio alcalino, observandose de esta manera la buena separacion de las

proteinas en cada una de las fracciones analizadas.

Tabla 37. Dependencia del pH de la fraccién 80-100%

pH A A, B o)

6.6 8376 33506 16753 4188
6.8 8376 4188 4188 8376

7 8376 16753 4188 4188
7.2 16753 33506 4188 4188
7.4 26805 536106 134026 134026
7.6 134026 134026 16753 2094
7.8 8376 8376 4188 523

Los resultados se representan como actividad especifica (AE) a diferente intervalo de
pH (5.0-8.6) utilizando los cuatro grupos sanguineos humanos A;, A, By O.

Lectina CpL

Para la evaluacion del pH en la lectina pura se realizo utilizando los
cuatro grupos sanguineos humanos A;, A, B y O. en la tabla 38 se puede ver
que la lectina a caracterizar presenta actividad en el intervalo de 5.8-7.6 de pH
con una tendencia de mayor actividad en el intervalo acido, lo que concuerda
con la actividad en el medio acido de las lectinas de la fraccion 60-80% que fue
de donde se aislo esta lectina. Con esto puede decir que la lectina presenta

una mayor actividad bajo un pH acido.

Tabla 38. Dependencia del pH de Lectina CpL

pH Al A2 B @)

5.8 11825.3 5912.7 23650.7 5912.7

6 2956.3 1478.2 739.0 1478.2
6.2 11825.3 23650.7 1478.2 739.0
6.4| 189205.8 189205.8 756823.4 1513646.8
6.6 378411.7 378411.7 47301.5 756823.4
6.8 23650.7 94602.9 23650.7 5912.7

7 23650.7 189205.9 5912.7 23650.7
7.2 94602.9 23650.7 756823.4 1513646.8
7.4| 1513646.8 378411.7 189205.9 94602.9
7.6 2956.3 5912.7 1478.2 5912.7

Los resultados se representan como actividad especifica (AE) a diferente rango de pH
(5.0-8.6) utilizando los cuatro grupos sanguineos humanos A;, A, B y O. En los resultados de la
lectina pura se puede observar que la actividad especifica se mantiene en el rango de pH 5.8-
7.6 para el grupo A;, A, yByO.
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En la tabla 39 se resumen cada una de las propiedades fisicoquimicas
de la lectina purificada desde actividad especifica AE hasta dependencia de
pH.

TABLA 39. Propiedades fisicoquimicas de la lectina CpL

Actividad especifica con A, 236507 + 90575
Actividad especifica con equino 189253 + 45287
Peso molecular 32812 kDa
Punto isoeléctrico 5.01

Estructura (DC) Hélices alfa
Glicosilacion 19%

Afinidad para carbohidrato Manosa (Man)
Dependencia de cationes Ca™, K'yNa’',
Termoestabilidad 17-60 °C
Dependencia de pH 5.8-7.6

Actividad biolégica

Se evalué la actividad biolégica de: extracto crudo, pigmentos, fraccion proteica
y la lectina purificada CpL, para esto se utilizaron anillos integros de arterias
aortas de ratas Wistar, utilizando un equipo con cdmara para 6rgano aislado,
una vez montados los anillos fueron contraidos con fenilefrina (204ug/mL) para
la posterior evaluacion de cada una de las fracciones a diferentes
concentraciones, el resultado fue comparado utilizando un grupo control de
anillos contraidos con fenilefrina (204ug/mL) expresado graficamente en
porcentajes.

Extracto crudo

La actividad biolégica del extracto crudo se evaludé en los segmentos
toracicos y abdominales de las arterias, como se puede apreciar en la figura 24
a la arteria se le aplico una tension con una concentracion de FE 204ug,
posteriormente se evalud el extracto crudo de manera acumulada obteniéndose
como resultado una disminucion de la tension arterial de casi el 100%.

Para el andlisis estadistico se realizo una prueba de ANOVA de una via
asi como también una prueba de contraste (Tukey), los datos estadisticos
muestran que existe una diferencia significativa con p<0.001 entre el grupo
control al cual se le administrd la fenilefrina con respecto de los grupos a los
gue se les administro el extracto crudo.
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Figura 24. Evaluacion del extracto crudo (EC) en arteria toracica. Los resultados
muestran la media y EE (n=10) en porcentaje de tensién. Las letras diferentes indican las
diferencias significativas p<0.001 (Tukey), entre el grupo control con respecto a cada una de
las muestras de extracto crudo.

En los datos obtenidos de los segmentos abdominales figura 25 se
observa un resultado similar al de los segmentos toracicos, el analisis
estadistico muestra que existe una diferencia significativa entre el grupo control
con respecto al grupos a los cuales se les administro la muestra problema.

(%) TENSION

Figura 25. Evaluacién del extracto crudo (EC) en arteria abdominal. Los resultados
expresados en esta figura muestran la media y EE (n=10) en porcentaje de tensién. Las letras
diferentes indican las diferencias significativas p<0.001 (Tukey) entre el grupo control y cada
una de las muestras de extracto crudo.

Pigmentos

En los resultados obtenidos en la evaluacion de los pigmentos figura 26
se puede observar primeramente la contraccion de las arterias toracicas con
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FE 204ug, posteriormente al evaluar los pigmentos bajo diferentes
concentraciones se observa una disminucion de la tension arterial de de casi
un 60%, la administracidn de los pigmentos se realizo de manera acumulada.

En el andlisis estadistico de los pigmentos se realizo una prueba de
ANOVA de una via seguida de una prueba de (Tukey), en la gréfica se observa
qgue existe una diferencia significativa p<0.001 del control (FE 204ug) con
respecto a cada una de las muestras.
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Figura 26. Evaluacion de los pigmentos en arteria toracica. Los resultados
expresados en esta figura muestran la media y EE (n=10) en porcentaje de tensién. Las letras

diferentes indican las diferencias significativas p<0.001 (Tukey) entre el grupo control con
respecto de las muestras de pigmentos avaluados.

En los segmentos abdominales figura 27 se puede observar que de la
misma manera que para los segmentos toracicos se presenta una disminucion
de la tension la cual es de casi el 60%. En el analisis estadistico se observa
gue existe una diferencia significativa (p<0.001) del control con respecto a cada
una de las muestras tratadas con pigmentos a diferentes concentraciones.
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Figura 27. Evaluacién de los pigmentos en arteria abdominal. Los resultados
expresados en esta figura muestran la media y EE (n=10) en porcentaje de tensién. Las letras
diferentes indican las diferencias significativas p<0.001 (Tukey) entre el grupo control con
respecto a cada una de las muestras de pigmentos a diferentes concentraciones.

Fracciéon proteica

En la evaluacion de la fraccion proteica que es donde se encuentran las
lectinas figura 28 se puede observar que existe una disminucion de la tensién
de aproximadamente un 50% al duplicar y cuadruplicar la concentracion. El
andlisis estadistico indica que existe una diferencia significativa (p<0.005) entre
el segundo y tercer grupo problema con respecto del grupo control y que no
existe diferencia significativa entre el control con respecto del primer grupo
problema.
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Figura 28. Evaluacion de la fraccién proteica (FP) en arteria toracica. Los
resultados expresados en esta figura muestran la media y EE (n=10) en porcentaje de tension.
Las letras diferentes indican diferencias significativas p<0.005 (Tukey) entre el grupo control y
las muestras evaluadas.

En los datos obtenidos para la fraccion proteica de los segmentos
abdominales los resultados son semejantes con los del segmento toracico
obteniéndose una disminucion de la tension de casi el 40% figura 29.
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Figura 29. Evaluacién de la fraccion proteica en arteria abdominal. Los resultados
expresados en esta figura muestran la media y EE (n=10) en porcentaje de tensién. Las letras
diferentes indican las diferencias significativas p<0.002 (Tukey) entre el grupo control y las
muestras proteicas evaluadas.

Lectina CpL purificada

Los resultados obtenidos para la lectina CPL figura 30 muestran que
conforme se aumenta la concentracion desde 2.4ug hasta 44.8ug de manera
acumulada la tension arterial disminuye de forma gradual hasta casi un 50%
con respecto a la tensién obtenida en el tejido por la FE 204ug. En el analisis
estadistico se realizo una prueba de ANOVA de una via asi como también una
prueba de contraste (Tukey), obteniéndose como resultado una diferencia
significativa de p<0.001 del grupo control con respecto a la muestra problema.
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Figura 30. Evaluacion de la lectina CPL en arteria toracica. Los resultados

expresados en esta figura muestran la media y EE (n

10) en porcentaje de tensién. Las letras

diferentes indican las diferencias significativas p<0.001) (Tukey) entre el grupo control y las

muestras proteicas evaluadas.

En la evaluacion de la lectina CPL de los segmentos abdominales se

puede observar figura 31 un resultado similar al obtenido en los segmentos

toracicos, la tensién disminuye gradualmente hasta casi un 50% con respecto a

la tension obtenida con la FE 204pug.
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Figura 31. Evaluacion de la lectina CPL en arteria abdominal.

expresados en esta figura muestran la media y EE (n

Las letras

on.

10) en porcentaje de tensi

71



diferentes indican las diferencias significativas p<0.001 (Tukey) entre el grupo control y las
muestras proteicas evaluadas.

Concavalina A

Como se puede observar los resultados que se tienen para la lectina
purificada CpL son semejantes a los obtenidos con la concavalina A (ConA) de
grado analitico, en la grafica 32 se puede observar principalmente la
estimulacién de los anillos toracicos con FE 204ug induciendo como resultado
una contraccion de los tejidos, posteriormente se puede observar la
administracion de ConA de manera acumulativa a diferentes concentraciones
(1 a 100 pg) obteniéndose como resultado una disminucién gradual de la
tension de aproximadamente el 60%, comprobandose de esta manera el efecto
de las lectinas vegetales sobre el tejido endotelial de las arterias.
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Figura 32. Evaluacién de la Concavalina A segmento torécico. Los resultados se
muestran en porcentaje de tension utilizando diferentes concentraciones de ConA de manera
acumulada. Las letras diferentes indican las diferencias significativas entre el grupo control y

las muestras administradas p<0.001 (Tukey).

En la siguiente figura se puede observar un resultado similar al obtenido
para el segmento toracico, la administracion de la lectina ConA de forma
acumulativa induce la disminucién de la tensién hasta un 60% figura 33.
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Figura 33. Evaluacion de la concavalina A segmento abdominal. Los resultados se
muestran en porcentaje de tension utilizando diferentes concentraciones de ConA de manera

acumulada. Las letras diferentes indican las diferencias significativas p<0.001 (Tukey) entre el
grupo control y las muestras evaluadas.

Determinacién de oxido nitrico

En la figura 34 se pueden observar los resultados obtenidos para la
determinacion de la produccion de oxido nitrico por las arterias al ser
estimuladas con las diferentes muestras obtenidas, se utilizo carbacol como
control debido a que este activa la oxido nitrico sintasa, aumentando la
concentracion del oxido nitrico, en la figura 34 se puede observar que la
produccion de oxido nitrico de la lectina purificad es comparable con la
producida por la ConA utilizada como control.
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Figura34. Determinacién de oxido nitrico en arterias. La concentracion de oxido
nitrico de cada una de las muestras evaluadas se representa en micromolar, se utilizo carbacol

como control y ConA para comparar
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DISCUSION

El presente trabajo de investigacion de maestria se enfoco en la
identificacion, purificacion y caracterizacion de una de las lectinas presentes en
extractos de flor de manita (Chiranthodendron pentadactylon), asi como su
determinacion de la actividad biolégica con la cual esta intimamente
relacionada con los usos que se le atribuyen a esta planta en la medicina
tradicional, principalmente en el efecto hipotensor arterial (Perusquia & col,
1994).

En los estudios previamente reportados para la flor de manita no se ha
identificado la presencia de proteinas entre ellas a la(s) lectinas es por ello que
hasta donde se sabe este es el primer estudio enfocado a la purificacién y
caracterizacion biologica de lectinas en esta planta. Los componentes no
proteicos como los pigmentos fueron separados para evaluar su actividad
biologica de forma similar a las lectinas obtenidas.

Ya que no existen trabajos previos, el primer objetivo en este trabajo de
tesis fue identificar la presencia de lectinas en el extracto crudo de las flores del
arbol de manita. Como se muestra en la figura 5 y tabla 5, se obtuvo actividad
hemaglutinante con los cuatro grupos sanguineos humanos, lo que indica la
presencia de mas de una lectina 0 una mezcla de lectinas que presentan
afinidad hacia los carbohidratos terminales de los grupos sanguineos A; y
Az:(GalNAc-Gal-Fuc), grupo B: (Gal-Gal-Fuc) y grupo O: (Fuc-Gal).

Una vez identificada la presencia de lectinas en el extracto crudo de flor
de manita se realizé inicialmente la separacidbn componentes no proteicos
como los pigmentos y carbohidratos basado en el método de (Martinez, 2005;
Quifiones, 2004) en los resultados tabla 7 se puede observar que conforme se
avanza en la separacion de estos componentes no proteicos, la concentracion
de carbohidratos disminuye gradualmente obteniéndose una eliminacion del
65% de carbohidratos y de esta manera una fraccion con mayor concentracion
proteica para posteriormente poder proceder a la purificacion de la proteina.

En los eritrocitos de animales existe una amplia variedad de grupos
sanguineos aun no determinados por la variacion de sus carbohidratos
terminales tal es el caso de los equinos con 7 grupos sanguineos: A, C,D, K, P,
Q y U, por lo que con el fin de determinar la heterogeneidad de las lectinas
presentes en la flor de manita, se realizo el ensayo de hemaglutinacion (Tabla
8), obteniéndose aglutinacion con los 4 tipos de sangre (bovino, equino, caprino
y ovino) pero principalmente una mayor especificidad con los eritrocitos de
equinos, estos resultados indican que los eritrocitos de equinos con los cuales
se realizaron los ensayos presentan como carbohidratos terminales a
galactosidos semejantes a los del tipo sanguineo humano A; y A, (GalNAc-Gal-
Fuc) estos resultados son congruentes con los obtenidos para otros estudios
de hemoaglutinacion con eritrocitos humanos y de animales (Ramirez y col
1996)
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Al obtener la fraccién proteica se continlo con la purificacion de las
lectinas, para esto se realizo una precipitaciéon fraccionada con sulfato de
amonio de acuerdo al método descrito por (Dawson 1969) la cual permite
separar a las proteinas de acuerdo a su peso molecular.

Al analizar los resultados obtenidos de la precipitacion fraccionada se
puede observar que las lectinas separadas en cada una de las fracciones
obtenidas: 0-20%, 20-40% 60-80% y 80-100%, presentan una mayor actividad
especifica hacia los grupos sanguineos A; y A; lo que esta indicando que la
mayoria de estas lectinas presentan mayor especificidad hacia los
carbohidratos terminales que se encuentran es estos grupos sanguineos
(GalNAc-Gal-Fuc) principalmente galactosidos, en la fraccién 40-60% Figura 8
se puede observar un comportamiento diferente de las lectinas pues presentan
mayor especificidad hacia el grupo sanguineo B el cual tiene presentes como
carbohidratos terminales (Gal-Gal-Fuc).

Al realizar la precipitacion fraccionada a partir del extracto crudo en el
cual como se menciono anteriormente se encuentra la mezcla de lectinas se
puede observar que los resultados estan indicando la separacion de las
diferentes lectinas presentes en el extracto crudo, ademas se puede ver que
las lectinas de cada fraccidn presentan diferente afinidad para los carbohidratos
presentes en los grupos sanguineos humanos principalmente hacia los
carbohidratos GalNAc-Gal-Fuc, presentes en A; y A, al analizar la actividad
hemaglutinante de cada una de estas fracciones se puede observar que en la
fraccion 60-80% figura 9 presenta una actividad especifica de casi tres veces
mayor que las demas fracciones y al determinar la concentracion de proteinas
esta fraccion presenta la mayor concentracion y en base a lo reportado en la
literatura en esta faccion se encuentran las lectinas de peso molecular
intermedio 25-75 kDa aproximadamente, lo que concuerda con las lectinas
vegetales reportadas en diversas investigaciones (Almeida & col 2005).

En base a estos resultados obtenidos se tomo esta fraccidn para
continuar con la purificacién de la lectina. Antes de continuar con el analisis del
proceso de purificacién es importante mencionar que la cantidad de lectinas en
flores es muy pequefia pues en otras investigaciones previamente realizadas
se ha iniciado con una concentracién de proteina de 0.452 a 0.500 mg/mL tal
es el caso de (Artocarpus blancoi, Barrington asiatica e Hibiscus sabdariffa)
terminando con una concentracién de 0.200 mg/mL (Merca FE, 2004:Martinez y
col, 2008) estos datos son altamente congruentes con los obtenidos para la flor
de manita debido a que se inicia con una concentracion de 0.504 mg/mL
terminandose con una concentracion de 206mg/dL, estos resultados estan
indicando que el método es el adecuado para continuar con la purificacion de la
lectina.

Para la purificacion de la lectina presente en la fraccion 60-80% se
utilizaron cromatografias hidrofébicas y de exclusién molecular, en las que una
vez obtenida la fraccion con mayor actividad hemaglutinante se determino el
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peso molecular aparente mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
obteniéndose como resultado un peso molecular aparente de 32,812 kDa que
se puede observar en la Figura 14. La muestra se corrio en condiciones nativas
y desnaturalizantes, teniendo como resultado el mismo patron de bandeo. El
nombre asignado a esta proteina es “Lectina Chiranthodendron pentadactylon
(CpL)” basado en su nombre cientifico de la planta de la cual fue obtenida.

Es importante mencionar que hasta el momento no existen reportes de
lectinas en esta planta por lo que se considera como un gran aporte para el
area de la investigacion cientifica.

Para desarrollar otros parametros de la caracterizacion bioquimica de la
lectina purificada se determino el Punto Isoeléctrico mediante la técnica de
isoelectroenfoque, teniendo un resultado de 5.01 (Figura 15). Lo que indica es
que la lectina a este intervalo de pH tiene carga neta de cero. También
contribuyo a determinar la pureza de la muestra obtenida, esto es la presencia
de una sola proteina y no de una mezcla, debido a que este método permite
distinguir proteinas que difieren en sus pl en intervalos tan pequefios como es
0.01, y por lo tanto, es posible separar proteinas que difieren en una sola carga
neta (Stryer & col, 2003).

El resultado del andlisis de dicroismo circular describié que la estructura
CpL contiene alfa hélices debido a que el promedio de la longitud de onda se
encuentra entre -210 a -222, esta longitud es lo caracteristico de las hélices
alfa que se encuentran a -208 a -222 nm en otras lectinas como Canavalia
dictyota (Monteiro & col 1998). Ademas el patron de dicroismo circular obtenido
es congruente con lo reportado en la literatura, ya que se sabe que la
estructura tipica de alfa hélices se encuentra entre -210 a -220 nm. (Fina,
2006). En otros estudios se ha demostrado que algunas lectinas purificadas de
plantas como es el caso de Caesalpinia tinctoria presentan un mayor
porcentaje de laminas beta al ser analizadas por dicroismo circular
obteniéndose resultados que se encuentran dentro de 218-240 caracteristico
de las laminas 3 (Oliveira & col, 2003).

Para conocer el grado de glicosidacion se realizo la prueba de (Dubois
1956) tabla 15, los resultados muestran que la CpL presenta un 19% de
glicosilacién, estos resultados concuerdan con lo reportado en otras
investigaciones tal es el caso de Caesalpinia tinctoria 8.3% de glicosilacion y
lectinas de amaranto (Salgado & col, 2000; Oliveira & col, 2003). De la misma
manera otros estudios han demostrado que lectinas como Canavalia dictyota
no presentan ningun grado de glicosilacion (Monteiro & col 1998).

Una vez realizada la separacion de las lectinas mediante la precipitacion
fraccionada con sulfato de amonio y purificada la lectina CpL, a cada una de las
muestras se les realizo la afinidad para carbohidratos, para la obtencion de
estos resultados se utilizaron los principales hidratos de carbono presentes en
diversas lectinas analizadas, asi como los que se han utilizado para la
caracterizacion de otras lectinas reportados previamente (Herndndez & col
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2005; Calvet & col 2006). El extracto crudo donde se encuentran todas las
lectinas presenta una alta afinidad hacia Man > GalNAc, GIcNAc > Fuc > Xil >
Fruc, Glc, principalmente con los tres primeros carbohidratos, confirmandose
de esta manera una vez mas la presencia de lectinas en el extracto crudo.
Todas las fracciones presentaron diferentes afinidades hacia los carbohidratos
de acuerdo a su separacion de las lectinas con la precipitacion salina. La
lectina purificada presento una gran especificidad principalmente a Man > Gal >
GalNAc > GalAcet > NANA > Lac > Glc, esta afinidad concuerda con los
carbohidratos presentes en el tipo sanguineo A, (GalNAc-Gal-Fuc) con el cual
presenta mayor actividad hemaglutinante, los resultados obtenidos de la
fraccion 60-80% (Man > Gal > GIcNAc > GalNAc > GalAcet > NANA > Glc, Sac
> Fruc) son semejantes a los obtenidos para la lectina CpL debido a que como
se menciona anteriormente de esta fraccién 60-80% se purifico esta lectina, de
la misma manera que en el extracto crudo los resultados de afinidad de esta
fraccion concuerdan con la actividad hemaglutinante figura 9, debido a que
presenta mayor actividad hacia el grupo sanguineo A; y A, que presentan como
carbohidratos terminales a (GalNAc-Gal-Fuc).

Muchas de las lectinas estudiadas principalmente las lectinas de tipo-C
requieren de la presencia de iones metalicos para llevar a cabo su funcion en el
reconocimiento de carbohidratos (Sharon & Lis 2001).

Al analizar los resultados de dependencia de cationes del extracto crudo,
la fraccion 0-20% y 40-60% se observa que no dependen de iones metalicos
para cumplir con su funcién ya que no pierden su actividad hemaglutinante al
tratarlas con el agente quelante, un dato importante que se debe analizar es
que en el extracto crudo existen algunas lectinas que son dependientes de
cationes pero debido al acumulo de estas lectinas en esta fraccion no se
determina con exactitud la dependencia de todas las lectinas presentes, los
resultados de 20-40%, 60-80% y 80-100% indican que las lectinas son
dependientes de iones metalicos como Ca™, K"y Na’. De la misma manera la
lectina purificada es dependiente de los iones Ca™, K" y Na®, para cumplir con
su funcién, estos datos concuerdan con algunas purificaciones de lectinas que
se han realizado en algunas plantas como la Canavalia maritima ConM y
Canavalia dictyota que es dependiente de Ca*™ y de Mn™" (Monteiro & col 1998;
Almeida & col 2005).

La mayoria de las proteinas presentan un cierto grado de
termoestabilidad, es decir, conservan su estructura tridimensional al aumentar
o disminuir la temperatura hasta cierto grado, logrando de esta manera cumplir
con sus funciones biologicas correspondientes (Lehninger, 2003). Continuando
con la caracterizacion de las lectinas se determino la termoestabilidad de cada
una de las fracciones, en los datos obtenidos se puede observar que la mezcla
de lectinas presentes en el extracto crudo figura 17 presentan un intervalo de
termoestabilidad de 4-100°C, al analizar el grado de termoestabilidad de las
lectinas de las demas fracciones se puede observar que esta disminuye
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gradualmente, la fraccion 0-20%, 60-80% son termoestables en un intervalo de
temperatura de 4 a 60°C, el caso de la fraccion 20-40 y 40-60% (Figuras 19y
20), mostraron una disminucion de estabilidad entre 36 y 60°C. La
termoestabilidad de la lectina CpL disminuye un poco con respecto a los datos
obtenidos para la fraccion 60-80% figura 21, esta lectina se mantiene estable a
un intervalo de temperatura de 17-60°C disminuyendo gradualmente al
aumentar la temperatura debido a la desnaturalizacion de la proteina, estos
datos son semejantes a los obtenidos en el analisis de otras lectinas
purificadas tal es el caso de las lectinas de amaranto (Salgado & col, 2000).

Las variaciones en el pH de todas las proteinas es un factor muy
importante para su buen funcionamiento (Mathews, 2002) es por ello que
algunas proteinas cumplen sus funciones bajo condiciones acidas, neutras o
alcalinas, en base a esto se analizo la dependencia de pH de las lectinas de
cada una de las fracciones, incluyendo la lectina purificada, los resultados de
este ensayo muestran que las lectinas del extracto crudo tabla 31, presentan
un intervalo de pH 5.0-8.4 de termoestabilidad, pero que en cada una de las
fracciones analizadas estos intervalos de pH cambian debido a que en cada
fraccion existe una mezcla de lectinas que son diferentes en cada fraccion
(obtenidas por la precipitacién salina) por lo que cada fraccién se comporta de
manera diferente, por ejemplo en el caso de la fracciébn 60-80% de donde se
obtuvo la lectina pura, presentan una estabilidad en el intervalo de pH de 5.6-
8.0 tabla 35, presentando mayor actividad para el grupo sanguineo A; y A, lo
gue concuerda con los resultados de la actividad hemaglutinante de la tabla 12,
mientras que la lectina CpL obtenida de esta fraccion es estable en un intervalo
de pH de 5.8-7.6 tabla 38, es decir, esta lectina presenta una mayor actividad
bajo condiciones de pH acidas y neutras, por lo que la lectina se puede utilizar
perfectamente en diferentes sistemas bioldgicos bajo este intervalo de pH, los
resultados obtenidos en este ensayo son congruentes con el punto isoeléctrico
5.01 de la lectina CpL obtenidos mediante isoelectroenfoque figura 15.

Actualmente se utilizan una amplia variedad de plantas con fines
medicinales para el control de diversas enfermedades, las plantas utilizadas
para el control de la hipertensién arterial son de las mas estudiadas en la
actualidad, en diversas partes del mundo se han analizado los extractos de
varias plantas en equipos con camara para organo aislado de arterias aortas,
tal es el caso de Marila laxiflora, Calea prunifolia, Croton glabellus, y Salvia
scutellarioides (Moran & col 2008; Paredes & col 2004; Onzaga & col 2008),
todos estos extractos presentan actividad vasorelajante de las arterias, en
nuestro pais se utiliza a la flor de manita para el control de esta enfermedad por
lo que (perusquia & col 1994), evaluaron su efecto vasoactivo obteniéndose
como resultado un efecto vasorrelajante, este resultado es congruente con la
evaluacion del extracto crudo figura 24 y 25 pero bajo diferentes
concentraciones de proteina observando una efecto de vasorrelajacion de casi
el 100% del tejido, por lo que en este trabajo con el objetivo de determinar que
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componentes del extracto crudo son los que producen este efecto se separaron
y evaluaron los pigmento y proteinas (lectinas) asi como la lectina purificada, al
obtener la evaluacion de los pigmentos (Tirilosido, astragalina, quercetina 3-O-
glucosa, epicatequina y catequina) se puede observar una relajacion de casi el
60% del tejido figura 26 y 27, esto es congruente con la evaluacion de
pigmentos en otros estudios, tal es el caso de la quercetina uno de los
principales flavonoides presentes en la flor de manita asi como también la
hesperedina y hesperetina que también han sido evaluados de forma separada
y que ademas la via por la cual efectian la vasorrelajacion del tejidos es
mediante la activacion de la oxido nitrico sintasa (Villagémez & col, 2003) hasta
el momento se puede decir que los pigmento producen casi el 60% de
relajacion del tejido, por lo que el siguiente objetivo fue determinar el efecto
vaso activo de la fraccion proteica donde se encuentran las lectinas de la flor
de manita obteniéndose como resultado casi un 50% de re relajacion del tejido
figura 28 y 29, concluyendo de esta manera que el efecto de relacion del tejido
lo llevan en gran parte por un lado los pigmentos y por otro lado las lectinas ,en
base a que existen varios reportes del efecto vasorrelajante de algunas lectinas
utilizadas en diversas investigaciones tal es el caso de Concavalina A (Con A),
la hemaglutinina del germen del trigo (WGA) y la lectina aglutinante de la
lenteja (LCA), Dioclea grandiflora (DGL) entre otras (Kleha & col, 1991-1993;
Lima & col 2004: Onzaga & col 2008), por lo que al evaluar la lectina CpL
purificada bajo diferentes concentraciones de forma acumulada figura 30-31 se
puede observar un efecto de vasorrelajacion de un 40% tanto en arterias
toracicas y abdominales, este resultado se puede comparar con el obtenido
para la ConA gue se observa en la figura 32 y 33 obteniéndose casi un 60% de
relacion del tejido. Los resultados obtenidos en este trabajo estan
comprobando la gran utilidad de la flor de manita en la medicina tradicional
para el control y tratamientos de enfermedades como es la hipertension arterial,
en base a estos resultados se puede concluir el efecto del control de la
hipertension se lleva de forma conjunta tanto por los pigmentos como por las
lectinas.

Algunos de los reportes de la evaluacién de las lectinas indican que
estas se unen a sitios glicosilados o glicoproteinas de la superficie celular del
endotelio activando de esta forma la via oxido nitrico sintasa, desencadenando
un efecto de vasorrelajacion que se lleva a cabo de una manera similar al
producido por el factor relajante derivado del endotelio EDRF también llamado
oxido nitrico (Kleha & col, 1991-1993; Lima & col 2004), en estos estudios se
demostré que al bloquear las lectinas con los carbohidratos afines o mucina el
efecto de vasorrelajacion se inhibia de forma completa al evaluar las lectinas,
por lo que con el fin de corroborar el mismo efecto se bloquearon las lectinas
de la fraccion proteica con mucina obteniéndose como resultado una inhibicion
del efecto vasorrelajante, por lo que se comprob6é que efectivamente las
lectinas estdn reconociendo de la misma manera que en los estudios
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reportados a carbohidratos de sitios glicosilados presentes en la superficie o
glicoproteinas del endotelio (Lima & col 2004).

Con el objetivo de determinar la posible via por la cual producen el
efecto de vasorrelajacion las lectinas se determino la concentracion de oxido
nitrico producido por los anillos arteriales, al adicionar las lectinas en la figura
34 se puede observar al carbacol utilizado como control positivo debido a que
este activa la oxido nitrico sintasa posteriormente al evaluar la concentracion
de la Con A se puede observar un resultado comparable de la lectina purifica,
por lo que se puede decir que esta es la posible via por la cual las lectinas
producen el efecto de vasorrelajacion, este resultado es congruente con los
datos obtenidos en algunas investigaciones sobre la produccion de oxido nitrico
por algunas lectinas tal es el caso de la canavalia einsiformes (ConA), Pisun
arvense (PAA), C brasiliensis (ConBr) y Dioclea gandiflora (DGL) (Andrade &
col 1999).
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CONCLUSIONES

e Se comprobd la presencia de lectinas en el extracto crudo de la flor
de manita

e EIl extracto crudo presento actividad hemaglutinate con los cuatro
tipos sanguineos principalmente con A, (GalNAc-Gal-Fuc).

e Mediante los métodos de purificacion utilizados en este trabajo se
compro la presencia de mas de una lectina presentes en la flor de
manita.

e A la lectina pura obtenida se le denomino “Lectina de
Chiranthodendron pentadactylon (CpL)” con un PM 32,812; Punto
isoeléctrico: 5.01.

e Las propiedades fisicoquimicas de la lectina CpL indican que
presenta una estructura secundaria con presencia de hélices alfa.

e Lalectina purificada pertenece al grupo de las glicoproteinas debido
a que presenta un grado de glicosilacion de 19%.

e EIl analisis de la especificad de la lectina hacia carbohidratos es:
Man > Gal > GalNAc > GalAcet > NANA > Lac > Glc, GIcNAc> Fruc
> Fuc > Rib > Sac > Xyl.

e La lectina CpL presenta dependencia de los cationes Ca™, K' vy
Na®.

e La lectina CpL presenta una estabilidad en un intervalo de pH de
5.8-7.6.

e El grado de termoestabilidad de la lectina es de 17-60°C.

e En el andlisis de la actividad biolégica de los componentes de la flor
de manita, los pigmentos presentaron un 60% de relajacion y la
lectina CpL un 40%.

e El mecanismo de accion de la lectina es mediante la activacion de
la via oxido nitrico sintasa.

e Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman el uso de
la flor de manita en la medicina tradicional para el control de la
hipertension arterial y malestares del corazén.

e La flor de manita representa una fuente potencial de productos
terapéuticos de origen natural que pueden utilizarse como apoyo y
alternativa para el control de diversas enfermedades principalmente
en la hipertension.
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PERSPECTIVAS

e Purificar y caracterizar bioguimica y biologicamente a las otras lectinas
presentes en la flor de manita.

e Andlisis de la actividad de la lectina CpL en animales normotensos e
hipertensos.

e Analisis de los pigmentos en animales normotensos e hipertensos

e Analisis de la farmacocinética de los pigmentos y lectinas de la flor de
manita.

e Determinar la funcién y el posible mecanismo de las lectinas y pigmentos
purificados en los estudios farmacoldgicos reportados en esta planta
(antibacteriana y antiparasitaria).
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