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RESUMEN

Una lectina de Phaseolus vulgaris L. var. fiufia “fiuna” que se obtuvo a partir de una extraccion acida, presentd
su efecto aglutinante en una suspension fresca de Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae y Levadura roja
en PBS a temperatura ambiente y observadas después de una hora de incubacion. Asimismo, esta lectina tuvo
efecto hemaglutinante en suspensiones de glébulos rojos de los grupos sanguineos ABO. Las suspensiones de las
levaduras tuvieron una concentracion de 2,4 x10° comparada con el tubo 8 de Mac Farland. El efecto aglutinante
se demostré tanto en extracto crudo como en pre- purificado con alcohol de 95° Cuando la suspensiones de
Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae 0 Levadura roja son tratadas con glicina — HCI y sometidas a
ebullicién por 15 minutos pierden la capacidad de aglutinarse con el extracto crudo de semillas de “fiufia” y con
extracto pre — purificado con alcohol. Las especies de levaduras fueron cultivadas en agar sabouraud y cosechada
con PBS. Los extractos de “fiufia” se obtuvieron a partir de semillas que fueron molidas a polvo fino, tamizados
y extraida la lectina con acido clorhidrico 0.1N, centrifugada y el sobrenadante (extracto crudo) fue precipitado
con alcohol, el precipitado fue separado por centrifugacion, y redisuelto con PBS (extracto pre purificado). Se
determind la concentracion de proteinas por los métodos de Biuret y Lowry.

Palabras clave: Lectinas, Extraccion, Purificacion, Phaseolus vulgaris L. var. fiufia “fiufia”, Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae y levadura roja.

ABSTRACT

Phaseolus vulgaris L. var. fufia “fufia” the lectins which was obtained by acid extraction, showed a binding
agglutinating effect against Candida albicans suspensionin PBS to at room temperature and observed after one
hour. C. albicans suspension had a concentration of 2, 4 *10° compared with Farland Mac tube 8. Binding effect
demonstrated so much in crude extract as pre-purified with alcohol of 95°. “Nufia” seeds were worn out to fine
dust, sifted and extracted with hydrochloric acid 0.1N, centrifuged and the supernatant (crude extract) it was
precipitated with alcohol, the precipitated one was separated by centrifugation and suspended with PBS (extract
pre purified). The protein concentration was determined by Candida albicans was cultivated in agar
sabouraud and harvested with PBS. When Candida albicans is treated with glicina - HCI and submitted boiling
by 15 minutes, agglutination did not present the crude extract of seeds of “fiufia” or pre-purified extract with
alcohol.

Key words: Lectins, Extraction, Purification, Phaseolus vulgaris L. var. fiufa “fiufia”, Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae.
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INTRODUCCION

La gran importancia de las lectinas se debe
fundamentalmente a sus propiedades bioldgicas,
tales como aglutinacidn de eritrocitos y otras células
como linfocitos, espermatozoides, plaguetas Yy
bacterias, induccion de mitosis en linfocitos, efectos
citotoxicos sobre linfocitos, aglutinacion de virus y
otras”.

Las lectinas aisladas de diversas fuentes vegetales
han demostrado ser herramientas Utiles en la
investigacion biomédica con propositos analiticos y
preparativos, para el diagnostico y terapia en el
cancer, asi también para la tipificacion de grupos
sanguineos y bacterianos’

Las Lectinas vegetales también participan en las
interacciones entre las bacterias fijadoras de
nitrégeno con la raiz de plantas de leguminosas,
pueden tener efectos protectores en contra de la
accion patogénica de ciertos microorganismos como
es el caso de los nematodos herbivoros®.

Estas sustancias se conocen desde hace mas de cien
afios, cuando se observd la capacidad que tenian
para aglutinar a los glébulos rojos y a otros tipos de
células como los linfocitos, fibroblastos,
espermatozoides, bacterias y hongos*®.

El cardcter diferente de las hemoaglutininas
obtenidas de diversas plantas se manifiesta por sus
respectivas especificidades frente a los hematies. Asi
los extractos de arvejas, garbanzos y lentejas
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aglutinan sangre de conejo, pero no la de origen
humano como lo hacen las aglutininas de P.
vulgaris y P. lunatus so6lo aglutinan eritrocitos
humanos del grupo A °.

Durante las dos Gltimas décadas el interés sobre el
estudio de las lectinas se ha incrementado de manera
importante, en los estudios mas recientes se han
reportado una cantidad impresionante de datos sobre
lectinas en diferentes direcciones como aislamiento,
purificacion y caracterizacion de nuevas lectinas o la
utilidad de alguna de ellas para el estudio de
membranas celulares normales o alteradas.
Actualmente se sabe que la colonizacién de la
superficie dental por estreptococos implica la
atraccién de estas bacterias a los componentes
salivales. En la biocapa dental esta adherencia
también puede implicar que las lectinas se adhieran
a componentes presentes en la superficie de los
organismos, que obligan a los hidratos de carbono
complementarios a unirse sobre la superficie. Se ha
demostrado que el uso de 6 lectinas, extraidas de
semillas de la familia Leguminosae, inhiben la
adhesion de cinco especies estreptococos in vitro'.
Una prueba de aglutinacion por lectinas ha sido
desarrollada para la identificacion y confirmacion de
Neisseria gonorrhoeae. Con lectinas de germen de
trigo como aglutinina, 164 de los 165 aislados
clinicos de N. gonorrhoeae dieron reaccion positiva
dentro de 6 a 8 min.

Cuatro aislados gonocécicos, aungque negativos por
el método fluorescente-anticuerpo, dieron fuertes
reacciones positivas con la lectina de germen de
trigo. Entre las 23 cepas de Neisseria meningitidis
probadas, que incluyd a representantes de
serogrupos A, B, C, D, X, Y y Z, s6lo una cepa en el
grupo X dio una reaccion falso- positiva. Las
especies patogénicas de Neisseria, asi como
Branhamella catarrhalis,  mostraron reacciones
negativas con la aglutinina de germen de trigo®.

En la literatura revisada no se ha encontrado trabajos
que informen sobre la actividad aglutinante de la
lectina de Phaseolus vulgaris L. var. Nufia “fiufia”
frente a grupos sanguineos ABO Y levaduras; por lo
que esto nos lleva a plantear la siguiente
interrogante:  ¢Existen lectinas con actividad
aglutinante en las semillas de Phaseolus vulgaris L.
var. Nufia “fiufia” sobre grupos sanguineos ABO y
levaduras?

Siendo Phaseolus vulgaris L. var. Nufia “fiufia”
especie vegetal perteneciente a la familia de la
Fabaceas y existiendo multiples estudios que
reportan la presencia de lectinas en semillas de otras
especies pertenecientes a esta familia, es ldgico
afirmar que Phaseolus vulgaris L. var. Nufia “fiufia”
presenta en sus semillas lectinas con actividad
aglutinante frente a grupos sanguineos y levaduras.

MATERIAL Y METODOS

A. MATERIAL

1. Material biolégico
- Semillas de Phaseolus vulgaris L. var.
Nufia “fiufia”
- Cultivo puro de Candida albicans
- Cultivo puro de  Saccharomyces
cerevisiae
- Cultivo puro de Levaduras rojas
2.- Reactivos
- Los reactivos usados fueron de Sigma o
Merk de grado analizado.
B. METODO
1. Recoleccion de muestra
Semillas de fiufia obtenidas del mercado
local, fueron identificadas taxonémicamente
en el Laboratorio de Botanica de la Facultad
de Ciencias Biologicas, Universidad Nacional
de Trujillo.

2. Extraccion de lectinas
Las semillas de fiufia fueron molidas hasta
ser convertidas en harina. Se tomaron 50
gramos de harina de estas semillas y se
realiz6 una extraccion con 200 ml de HCI 0.1
N por 30 minutos en agitacion constante y a
temperatura ambiente®.
Posteriormente la mezcla se filtro a través de
un embudo buchner con una capa gruesa de
algodén, colocado sobre un kitasato y con la
ayuda de la bomba de vacio. El filtrado
obtenido fue transparente.
El filtrado se precipitd con alcohol de 95°
hasta hacer la solucién a 70°. El alcohol fue
previamente colocado en la congeladora a -
13° C y se le agreg6 lentamente, gota a gota
hasta hacerlo a 70°. Todo esto se realizd en
frio con hielo y en agitacion permanente.
Terminada la adicion del alcohol, se dej6 por
15 minutos mas en agitacion y luego se llevd
a la congeladora toda la noche.
El precipitado obtenido fue centrifugado en
frio por 30 minutos a 5000 rpm y disuelto en
20 ml de HCI 0.1 N.
La solucion homogénea de la muestra fue
dializada contra 2 litros de solucién salina
fisiologica. Todo esto se realiz6 en frio y en
permanente agitacién durante 24 horas.
Después de la didlisis se formé un precipitado
insoluble  que  fue  separado  por
centrifugacion. La solucién sobrenadante
clara (lectina pre purificada) serd utilizada
para determinar:  proteinas, actividad
hemaglutinante, y su efecto aglutinante frente
a Ccélulas de Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae y levadura roja’.

3. Prueba de hemaglutinacion *°
3.1. Obtencién de eritrocitos:
Los eritrocitos humanos del sistema ABO
se colectaron de donadores aparentemente
sanos en el Laboratorio de Quimica
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3.2. Actividad hemaglutinante:
La extraccion de eritrocitos se realizd con
solucion salina citratada (600 mg de citrato
de sodio/ por litro de solucion). Las células
fueron centrifugadas a 1000 rpm por 10
minutos, el sobrenadante eliminado y los
eritrocitos se lavaron 2 veces con solucion
salina fisiolégica. El paquete eritrocitario
obtenido del Ultimo lavado y centrifugado
fue diluido con salina hasta obtener una
suspension del 2 % (viv) >,
La prueba de hemaglutinacion se realizé en
placas escavadas de porcelana las cuales
contienen 16 hoyos, en el primer hoyo se
dispensd 200 pL de lectinas, a partir del
segundo hoyo hasta el décimo quinto se
dispensara 100 pL de solucion de NaCl
0.15 M conteniendo CaCl2 5 mM. Luego se
transfirié 100 pL de la muestra del primer
hoyo al segundo, y de éste ultimo al tercero
hasta el décimo quinto; y 100 uL de este
altimo hoyo descartados. Obteniéndose
diluciones al % a partir del segundo hoyo
hasta el décimo quinto®® .
Luego se agregd 100 L de glébulos rojos a
cada hoyo y mezclados suavemente desde
el primer hoyo hasta el décimo quinto.
En el hoyo décimo sexto se coloc6é 100 pL
de solucion de NaCl 0.15 M, CaCl2 5 mM,
MnCI2 5 mM mas 100V de glébulos rojos
como blanco o testigo de hemaglutinacion
negativa.
Las lecturas de hemaglutinacion por
visualizacion directa se realizaron entre los
30 minutos y 2 horas después de agregar la
solucion de eritrocitos humanos a los
diferentes hoyos conteniendo la lectina.
Una unidad de hemaglutinacion fue
definida como el reciproco de la dilucion
maés alta que todavia causa una aglutinacién
visible, siendo la actividad especifica dada
como unidades de hemaglutinacién por
miligramo de proteina en la muestra sin
diluir.
La dosis minima fue definida como la
concentracion minima necesaria para
producir hemaglutinacién visible'® .

4. Determinacién de proteinas

La  concentracion serd  medida  por
espectrofotometria a 540 nm con el método de
Biuret 2y por el método de Lowry*®.

. Aislamiento de Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae y Levadura roja.

Candida albicans fue obtenida de un paciente con
infeccion wvulvovaginal e identificada en el
laboratorio ESCALABS de la cuidad de Trujillo.
El cultivo puro de Candida albicans fue aislado
en placas de vidrio con medio sabouraud y luego
incubadas a 37° C por 48 horas.

El cultivo puro de S. cerevisiae fue donada por el
laboratorio de Microbiologia de alimentos,
Facultad de Ciencias Bioldgicas.

El cultivo de una levadura roja (por identificar,
probablemente levadura roja del arroz) fue
donada por el laboratorio de Bioquimica,
Facultad de Ciencias Bioldgicas.

. Obtencién del cultivo masal de Candida

albicans,  Saccharomyces  cerevisiae Yy
Levadura roja

En un frasco de Roux con 150 mL de agar
sabouraud se agregd una suspension de levadura
de un cultivo en placa. Se incubd a 37° C por una
semana obteniéndose un cultivo en fase
estacionaria.

De igual manera se procedio con las levaduras S.
cerevisiae y Levadura roja.

. Ensayo de aglutinacion de Candida albicans,

Saccharomyces cerevisiae y Levadura Roja

Las células de las diferentes especies fueron
colectadas por centrifugacion a 3000 g por 15
minutos, lavadas con PBS vy resuspendidas en
PBS, ajustando las suspensiones a una
absorbancia de 0.5 en una longitud de onda de
620 nm**. 3 ml de cada suspension celular fueron
dejados sin tratar, y 3 ml hervidos en glicina HCI
apH 2.

Para el tratamiento con glicina — HCI, las
suspensiones fueron centrifugadas a 3000 g por
15 minutos, resuspendidas con 3 ml de buffer
glicina HCI pH 2 y hervida por 15 minutos. Las
células fueron luego lavadas con PBS vy
resuspendidas con 3 ml de PBS™.

Los ensayos de aglutinacidn fueron realizadas en
pequefios tubos de vidrio en un volumen final de
0.1 ml, conteniendo 10 uL de PBS en vez de la
solucion de lectina y 90 pL de suspension
celular® asi mismo en placas de vidrio
excavadas.

Un control negativo fue incluido para cada cepa,
agregando 10 pL de PBS en vez de la solucién
de lectina™.

Después que las mezclas fueron dejadas por
una hora a la temperatura del laboratorio, la
aglutinacion fue evaluada visualmente®.
Reproducibilidad
La reproducibilidad de la aglutinacién de lectinas
fue  demostrada  subcultivando a  los
microorganismos 5 veces y los ensayos de
aglutinacion se realizaron como se ha descrito
anteriormente™
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RESULTADOS
Tabla 1. Actividad hemaglutinante de lectina pre purificada de Ph. vulgaris L. var. fiufia “fufia” a
temperatura ambiente sobre los grupos sanguineos “ABO”. Los resultados son altamente
reproducibles y representan los valores de cinco experimentos.

Grupo N? Hoyos con Maximo N? de [l Unidades de Actividad
sanguineo células Dilcitn ng/ml hemaglutinacitn especifica
aglutinadas
Grupo “O0” 13 1/4096 0.57 1 4096
Grupo “A” 13 1/4096 0.57 1 4096
Grupo “B” 14 1/8192 0.28 Y 8192
Grupo“A” 13 1/4096 0.57 1 4096

Tabla 2. Actividad hemaglutinante de extracto crudo de Ph. vulgaris L. var. fiufia “fiuna” a
temperatura ambiente sobre los grupos sanguineos “ABO”. Los resultados son
altamente reproducibles y representan los valores de cinco experimentos.

Grupo Ne Hoygls (I:on l\ﬁlixciirgo [F;] . r:Jreridalolets_ de N Actividad,]c
sanguineo ai;ehrti?wsa Dl pg/m emaglutinacion eSEC)CZCI
das n
Grupo “0” 13 1/4096 1.09 1 4096
Grupo “A” 13 1/4096 1.09 1 4096
Grupo “B” 12 1/2048 2.17 2 2048
Grupo“A” 12 1/2048 2.17 2 2048

Tabla 3. Actividad aglutinante de lectina pre purificada y de extracto crudo de P. vulgaris L. var.
flufia “fiufia” a temperatura ambiente sobre C. albicans, S. cerevisiae y levaduras rojas
tratadas o no, con glicina - HCI.

Tipos de levaduras Tratamiento de P. vulgaris L. N° de hoyos con células Maximo N°
var. fiuna “fiufia” aglutinados de dilucién
Candida albicans Lectina pre purificada 9 1/128
Extracto crudo 9 1/128
Saccharomyces Lectina pre purificada Ninguno Negativo
cerevisiae Extracto crudo 9 1/128
Levadura roja Lectina pre purificada Ninguno Negativo
Extracto crudo Ninguno Negativo
Candida albicans Lectina pre purificada Ninguno Negativo
tratada  con ; ;
glicina - HC| Extracto crudo Ninguno Negativo
Saccharomyces Lectina pre purificada Ninguno Negativo
cerevisiae Extracto crudo Ninguno Negativo
tratada  con
glicina - HCI
Levadura roja Lectina pre purificada Ninguno Negativo
tratada  con . .
glicina - HCI Extracto crudo Ninguno Negativo
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Fig. 1. Actividad hemaglutinante de P. vulgarisL. var. fiufia, “fiufia” a temperatura ambiente sobre grupo
sanguineo tipo “A”. (@) extracto crudo, (b) lectina pre purificada

Fig. 2. Actividad hemaglutinante de P. vulgarisL. var. fiufia, “fiufia” a temperatura ambiente sobre grupo
sanguineo tipo “B”. (a) extracto crudo (b) lectina pre purificada

a b

Fig. 3. Actividad hemaglutinante de P. vulgarisL. var. fiuia, “fiufia” a temperatura ambiente sobre grupo
sanguineo tipo “O”.(a) Extracto crudo (b) Lectina pre purificada

a b
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Fig. 4. Actividad hemaglutinante de P. vulgarisL. var. fiufia, “fiufia” a temperatura ambiente sobre grupo
sanguineo tipo “AB”. (a) Extracto crudo (b) Lectina pre purificada

a

Fig. 5. Actividad aglutinante de la lectina de P. vulgaris L. var. fiufia “fiufia” sobre a) C. albicans en

PBS. b) S. cerevisiae en PBS.

Leyenda: (+) Aglutinacion

(-) No aglutinacién

b

Fig. 6. Actividad no aglutinante de la lectina de P. vulgaris L. var. fiufia “fiufia”
sobre a) C. albicans en PBS. b) S. cerevisiae en PBS.

Leyenda: (+) Aglutinacién

DISCUSION

Los resultados nos permiten afirmar que las semillas
de Phaseolus vulgaris L. var. fiufia “fiufia” presentan
lectinas con actividad hemaglutinante en gldbulos
rojos de los diferentes grupos sanguineos (ABO).
Esto nos permite afirmar que la lectina de Ph.
vulgaris L. var. fiufia “fiufia” no presenta
especificidad para los grupos sanguineos ABO de
gldbulos rojos humanos.

También se puede afirmar que semillas de Ph.
vulgaris L. var. fiufia “Aufia” presentan lectinas con
actividad aglutinante sobre Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae y Levaduras rojas.

(-) No aglutinacion

Una gran diversidad de lectinas han sido aisladas y
caracterizadas de diferentes especies vegetales y/o
animales. Estos estudios han permitido identificar
que existe una gran similitud estructural entre las
lectinas de una misma familia. En algunos casos se
ha demostrado que las lectinas son capaces de
reconocer carbohidratos en una determinada
configuracién o secuencia de carbohidratos, es decir,
que las caracteristicas de especificidad por
estructuras  sacaridicas también es altamente
conservada entre proteinas de una misma especie *,
Por otro lado, la pared celular de la levadura es una
envoltura remarcadamente gruesa que contiene algo
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de 15 a 25 % de la masa seca de la célula. Los
principales constituyentes estructurales de la pared
celular son polisacéridos (80 — 90 %) principalmente
glucanos y mananos, con un menor porcentaje de
quitina.
Los glucanos (B — 2,6 y p — 1,3) proporcionan fuerza
a la pared celular formando una estructura
microfibrilar. Los mananos estan presentes como un
nucleo a — 1,6 ligado con cadenas laterales a - 1,2 y
a- 1,3. La quitina es un polimero de N -
acetilglucosamina que representa solo 2 — 4% de la
pared celular y principalmente localizada en Bud
Sears"’.
Es probable que la capacidad aglutinante de lectina
de “Nuna” se deba a la presencia de glucanos,
mananos 0 quitina, estructuras polisacéridas
presentes en la pared celular de levaduras,
mencionadas anteriormente. En este contexto es
interesante resaltar que algunas levaduras de
crecimiento filamentoso como es el caso de
Candida albicans tienen un alto contenido de quitina,
mientras que este polisacarido estd ausente en
muchas especies de levaduras'®.
Conocer cual es el verdadero receptor de lectina
(glucanos, mananos o quitina) sera motivo de un
posterior estudio.
La lectina de “fiuna” no aglutina a C. albicans,
cuando ésta es tratada a ebullicion por 15 minutos
con Glicina — HCI pH 2. En un trabajo sobre
aglutinacion de estreptococos B — hemoliticos del
grupo Lancefield, el tratamiento con glicina a
ebullicion, mejoré la sensibilidad de los receptores
de estreptococos B — hemoliticos a las lectinas de
diferentes fuentes** resultado diferente al presente
estudio donde se demuestra la total pérdida de
sensibilidad a las lectinas de “fiufia” es probable que
la pérdida de sensibilidad se deba a la hidrélisis que
experimentan estas estructuras polisacéridas en sus
enlaces beta glucosidicos por efecto del calor en
medio &cido.

CONCLUSIONES
Bajo las condiciones experimentales del presente
informe la lectina obtenida de las semillas de
Phaseolus vulgaris L. var. fiufia “fiufia”:

» Presenta actividad con efecto hemaglutinante
sobre glébulos rojos humanos tipo A, B, AB y
O expuestos a temperatura ambiente.

» Presenta actividad aglutinante sobre Candida
albicans expuestos a temperatura ambiente.

» Las suspensiones de Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae, levadura roja
tratadas con PBS, glicina — HCI sometidas a
ebullicion por 15 min pierden la capacidad de
aglutinarse con la lectina de fiufia.
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