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: Inhibicion de la Actividad
Hemaglutinante de Algunas
Macroalgas Marinas de las Costas
de México

Inhibition of hemagglutination activity of some marine
l macroalgae from the mexican coasts

Graciela De Lara-Isassi* y Sergio Alvarez-Hernandez*

' RESUMEN

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas que unen selectivamente azicares. La inhibicidn del efecto
aglutinante se ha utilizado como criterio de deteccién para estas moléculas. Se realizaron pruebas de
aglutinacién con eritrocitos humanos de los tipos O, A y B positivos probando como aglutinantes
extractos de 44 muestras algales que correspondieron a 32 especies. Cuatro especies algales mostra-
ron actividad hemaglutinante evidente: 3 de la Division Chlorophyta Codium giraffa Silva, Codium
isthmocladum Vickers y Ulva lactuca Linnaeus y en una especie de la Divisiéon Rhodophyta Hypnea
spinella (C. Ag.) Kiitzing. Se reporta inhibicién de la actividad aglutinante en Codium giraffa, Codium
isthmocladum y Ulva lactuca debida a N-acetilglucosamina. No se observé inhibicién en la actividad de
H. spinella por ninguno de los aziicares utilizados en este estudio.
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ABSTRACT

Lectins are proteins or glycoproteins that selective bind sugars. The inhibition of hemaglutination
activity has been used as a detection probe for this molecules. Agglutination assays were done with
human erythrocytes O, A and B positive groups, testing 44 algal extracts (32 species) as aglutinants.
Four extracts showed evident agglutination, 3 Chlorophyta: Codium giraffa Silva, Codium isthmocladum
Vickers and Ulva lactuca Linnaeus, one Rhodophyta Hyprea spinella (C. Ag.) Kiitzing. The inhibition
of hemagglutinat activity in Codium giraffa, Codium isthmocladum y Ulva lactuca were due to N-
acetylglucosamine. No inhibition was observed by none of the sugars used in this work for Hypnea
spinella extract.

Key words: algal lectins, inhibition, hemagglutination.

Introduccion sido usadas en la tipificacion de grupos sanguineos;
estudios del valor nutricional de los alimentos para
animales; estudios de la constitucion cromosOmica
de las células y deteccion de anormalidades
cromosdmicas; investigacion de la arquitectura de
superficies celulares y del cambio que sufren debido
a la transformacidn por cancer; aislamiento, puri-
ficacién y estudios estructurales de polimeros que
contienen carbohidratos; modelos de las reacciones
*Laboratorio de Ficologia Aplicada. Departamento de antfgeno-anticucrpo,ydcbidp_a i Capa.cidad de unir
Hidrobiologia. Universidad Auténoma Metropolitana- azicares, en los estudios de sitios de union especifica
Iztapalapa. Apartado Postal 55-535, México, D.F., 09340, sobre proteinas (Sharony Lis, 1972).

Las lectinas son proteinas que han sido investigadas
debido a sus propiedades quimicas y bioquimicas, que
\ las hace sustancias titiles para el estudio de las funcio-
\ nes bioldgicas en animales. Principalmente se han
' estudiado estas moléculas en Angiospermas de la Fa-
\ milia Leguminosae ademds de otras Familias de plan-
tas terrestres (Lis y Sharon, 1981). Las lectinas han




8 G. De LARA-ISASSI, S. ALVAREZ-HERNANDEZ

La prueba para corroborar la presencia de lectinas
consiste en inhibir el efecto hemaglutinante al anadir
azicares simples (monosacaridos, disacaridos y/o sus
derivados), o bien, glicoproteinas o polisaciridos de
tipo complejo (Lisy Sharon, 1986).

El primer trabajo realizado con el propésito de detectar
la presencia de sustancias aglutinantes de eritrocitos
humanos en algas, lo realizaron Boyd y colaboradores
en 1966 donde reportaron las propiedades
hemaglutinantes de extractos de algas de Puerto Rico,
encontrando que 9 de 20 especies aglutinaron los
eritrocitos de los grupos sanguineos O, A y/o B. Varios
investigadores han destacado la presencia de
aglutininas en las macroalgas marinas (Boyd et al.,
1966; Blunden et al., 1975; Horier al., 1981 y 1988a;
Fabregaset al., 1984, 1985 y 1986; Munozet al., 1985
y 1987¢) y se ha demostrado que son capaces de agluti-
nar eritrocitos de animales, incluyendo los humanos.

No obstante que se ha mostrado una amplia presencia
de lectinas entre las algas marinas (Blunden er al.,
1975; Hori et al., 1981 y 1988a; Fabregaser al., 1984)
éstas han recibido poca atencién. Se han investigado
aplicaciones de lectinas algales sobre la especificidad
en la aglutinacion de los grupos sanguineos encon-
trandose que la lectina del alga Prilota plumosa
aglutin6 especificamente los eritrocitos tipo B
(Rogers et al., 1977} v el extracto de Giffordia
granulosa aglutiné al tipo O (Fabregas et al., 1986).
Se han analizado las propiedades mitégenas para
linfocitos esplénicos de ratén de la lectina carnina
aislada de la Rhodophyta Carpopeltis flabellata por
Hori et al. (1987) los que encontraron respuesta
mitogénica especifica para linfocitos T. También se
ha trabajado sobre la posibilidad de uso de lectinas
algales para separar subespecies de pecesdebido a la
aglutinacion diferencial que presentan los eritrocitos
ante estas protefnas (Munozefal., 1987a.y 1987b).

Hasta la fecha se han aislado y parcialmente caracte-
rizado las lectinas de 14 algas rojas: Agardhiella tenera
Schmitz (Shiomi et al., 1979), Carpopeltis flabellata
(Holmes) Okamura (Horier al., 1987), Cystoclonium
purpureum (Huds.) Batt. (Kamiya et al., 1980),
Gracilaria tikvahice McLachlan (Chiles and Bird,
1990), Gracilaria verrucosa (Huds.) Papentuss
(Shiomi et al., 1981), Griffithsia floculosa (Ellis) Batt.
(Rogersy Galander, 1988), Hypnea japonica Tanaka
(Hori ef al., 1986b), Palmaria palmata (Linnaeus)
O. Kuntze (Kamiya et al., 1982), Plumaria elegans
(Bonnem.) Schmitz (Rogers et al., 1990), Ptilota
plumosa (Huds.) C. Agardh (Rogers et al., 1977),
Ptilota serrata Kitzing, (Rogers et al., 1990),

Serraticardia maxima (Yendo) Silva (Shiomi er al.,
1980), Soliera chordalis (C. Ag.)J. Agardh (Rogers y
Topliss, 1983), Soliera robusta (Greville) Kylin (Hori
efal., 1988Db). Sélo se ha encontrado una lectina en
el alga Fucus vesiculosus Linnaeus de la Division
Pheaophyta (Ferreiros y Criado, 1983) y para algas
verdes: Boodlea coacta (Dickie) Murray et De Toni
(Horl et al., 1986a), Codium fragile (Sur.) Hariot var.
atlanticum (Cotton) Silva y var. tomentosoides (Goor)
Silva (Rogers et al., 1986) y Codium tomentosum
(Huds.) Stack (Fabregas e al., 1988a).

El presente estudio pretende realizar una contribucién
al conocimiento de la presencia de lectinas en
macroalgas marina mexicanas, con el propdsito de
detectarlas y continuar con estudios sobre aislamiento,
caracterizacion, posible aplicacién y uso de estas
moléculas#

Material y métodos

Se colectd el material ficolégico en la zona intermareal
de varias localidades de las costas mexicanas, se lavo
el material con agua de mar para reducir al minimo la
contaminacién por epifitos y se congeld, utilizando
CO, s6lido, para transportarlo al laboratorio. Enel
laboratorio se descongelaron las muestras a temperatu-
ra ambiente, se lavaron con agua potable y se limpiaron
manualmente de epibiontes. En un mortero se
homogeneizaron 10 g de material algal con 10 ml de
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2
(Stoll y Blanchard, 1990), el homogenado se
centrifugd a 1 000 x g durante 10 minutos, el
sobrenadante se paso por tres capas de gasa para retener
el material particulado y finalmente se filtré uti-
lizando un equipo Milipore® con filtro de
nitrocelulosa de 22-my. Los extractos se congelarona
- 20 °C hasta su utilizacion (Mufoz et al., 1985).

El ensayo de hemaglutinacion se realizo utilizando
una suspension al 2 % de eritrocitos de los tipos
sanguincos O, Ay B positivos, lavando tres veces un
volumen de sangre con PBS, centrifugandoa 1 000xg
por 10 minutos y diluyendo el paquete celular con 49
volumenes de PBS. Las pruebas de aglutinacion se
realizaron en placas de microtitulacién, agregando
100 ml de PBS a todos los pozaos, 100 ml de extracto
algal al segundo pozo, realizando diluciones dobles
seriadas y finalmente se agregaron 100 ml de solu-
ci6n de eritrocitos de cada uno de los diferentes tipos
de sangre. Las placas sc agitaron ligeramente durante
15 segundos y se dejaron reposar durante 1 hora a
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temperatura ambiente antes de examinarlas
macroscdpicamente y bajo el microscopio 6ptico. Los
resultados se expresaron en forma de titulo, como el
reciproco de la maxima dilucién que aglutiné a los
eritrocitos.

Las pruebas de inhibicion de aglutinacion se realizaron
con los extractos algales que aglutinaron positiva-
mente los eritrocitos, agregando 50 ml de solucién
250-mM de los siguientes azicares: D-Glucosa,
D-Manosa, D-Galactosa, N-acetilglucosamina, N-
acetil-manosamina, N-acetil-galactosaminay dcido
N-acetil-neuraminico, realizando diluciones dobles
seriadas; seguidamente se anadieron 50 ml de extracto
algal esperando 15 minutos y finalmente 50 ml de
solucién de eritrocitos al 2 %. Después de una hora a
temperatura ambiente se observaron los resultados.
Los resultados se expresaron como la minima
concentracién milimolar de azucar que inhibi6 la
unién de la lectina a los determinantes antigénicos de
los eritrocitos.

Resultados

Enla tabla 1, se observan los resultados de los ensayos
de aglutinacion de 32 especies (44 muestras) No se
encontrd diferencia en el titulo de aglutinacién de
ninguna de las réplicas, por lo que se reporta solamente
el resultado. El extracto del alga Codium giraffa
presentd actividad contra los tres tipos sanguineos
con un titulo de 27 (1:128 diluciones). La mixima
aglutinacién la presentaron los extractos de las algas
Ulva lactuca e Hypnea spinella, ambas contra el tipo
sanguineo O positivo con un titulo de 2 la actividad
hemaglutinante de estas dos especies disminuy6 contra
los tipos sanguineos A y B positivos. Para la primera
especie las diluciones encontradas como positivas
fueron de 2° (1:8) y 2' (1:2) respectivamente,
mientras que para la segunda fueron 2’ (1:128)y2°
(1:64). El alga C. ithsmocladum solamente presentod
actividad contra el tipo de sangre O+ con titulo de 2
(Tabla 1).

En la Tabla 2 se observan los resutados de inhibicién
de la hemaglutinacién por azicares (monosacaridos
y derivados). Para las tres algas de la Division
Chlorophyta el aztcar inhibitorio fue N-
acetilglucosamina, la minima concentracién
inhibitoria de la aglutinacién para el extracto de C.
giraffa fue 8-mM, 125-mM se requirieron para inhibir
la accién de U. lactuca. El extracto de H. spinella no
fue inhibido por ninguno de los aziicares usados.

Discusion

En trabajos anteriores, la especie U. lactuca ha dado
resultados positivos al aglutinar eritrocitos humanos
(Boydet al., 1966; Blunden et al., 1975; Chiles y Bird,
1989), lo cual concuerda con nuestros resultados. En
la Familia Codiaceae, los representantes del género
Codium se han destacado por presentar actividad
hemaglutinante (Blunden et al., 1978; Rogers et al.,
1980; Fabregas et al., 1988b). Confirmamos en cste
trabajo, la actividad aglutinante de Hypnea spinella y
Codium giraffa (De Lara-Isassiy Alvarez-Hernandez,
1994) la tltima especie descrita por Silva (1979) para
Bahia de Petatlan, Guerrero, considerada hasta el
momento, como especie endémica para el Pacifico
tropical mexicano.

En cuanto a los titulos obtenidos en los resultados los
consideramos altos debido a que no se utilizaron
enzimas proteoliticas para facilitar la reaccion de aglu-
tinacién (Shiomi er al., 1980; Rogers ef al., 1982;
Rogers y Topliss, 1983; Hori et al., 1988) ademas de
compararlos con los titulos obtenidos en trabajos
donde se utilizaron eritrocitos nativos (Boyd et al.,
1966; Rogerser al., 1980; Fabregas et al., 1985; Ainouz
y Sampaio, 1991) nuestros resultado muestran un
incremento en el titulo de aglutinacion de dos veces
mas los obtenidos en los referidos trabajos, por lo que
consideramos que existe una lectina con potente
actividad presente en las algas C. giraffa e H. spinella.

La inhibicion de la actividad aglutinante por azicares
como N-acetilglucosamina ha sido reportada para C.
fragile var. atlanticum (Rogers et al., 1986), C.
tomentosum (Fabregas et al., 1988a), reportandose
proteinas con peso molecular entre 15-50 Kd. que no
presentan dependencia de cationes divalentes para su
actividad, esto apoya la tesis de Rogers y Hori (1993)
de que las lectinas de algas verdes son proteinas,
algunas de las cuales unen especificamente saciridos
como N-acetilglucosamina, lo cual concuerda con los
resultados obtenidos para C. giraffa v C.
isthmocladum.

El que ningiin azicar utilizado en este trabajo haya
inhibido la actividad aglutinante de H. spinella no signi-
fica que no posea una lectina, las macroalgas de la
Divisién Rhodophyta de las que se han aislado estas
moléculas, solamente fueron inhibidas por
glicoproteinas o carbohidratos de tipo complejo como:
transferrina, fetuina, mucina submaxilar bovina,
mucina estomacal porcina, mananos de levadurasy
ovoalbimina, entre otras (Hori et al., 1986b, 1987 y
1988b; Rogers y Topliss, 1983; Rogers et al., 1990).
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Tabla 1. Resultados de las pruebas de aglutinacién de varias especies de
macroalgas de las costas mexicanas.
Divisién y especies Tipo de sangre

Localidad Estado O+ A+ B+

Chlorophyta
Chaetomorpha anteninna Cacalotepec Oaxaca = - —
Zicatela Qaxaca — — —
Codium giraffa Zicatela Oxaca 2 27 2
Codium isthmodadum Puerto Morelos Quintana Roo 22 = .
Enteromarpha intestinalis Zipolite Qaxaca — — ==
Cacalotepec Oaxaca — - -
Zicatela QOaxaca — — —
Acapulco Guerrero == = 2=
Halimeda discoidea Zipselite QOaxaca — — _—
Halimeda opuntia Puerto Morelos Quintana Roo - — —
Halimeda tuna Puerto Morelos Quintana Roo - — iy
Udotea flabellum Puerto Morelos Quintana Roo — o= =
Ulva fosciata La Pesca Tamaulipas - —- -
Ulva lactuca Carrizalillo Oaxaca — — —
Punta Arena Oaxaca 2 Z 2!

Phaeophyta
Chnoospora minima Cacalotepec Oaxaca — — —
Zicatela Qaxaca - — —
Dictyota bartairessi Puerto Morelos Quintana Roo — — —
Dictyota cervicornis Puerto Morelos Quintana Roo — — -
Padina durvillaei Acapulco Guerrero — — !
Zicatela Oaxaca - - —
Padina gymnospora Acapulco Guerrero - - —
Zicatela Oaxaca — — —
Sargassum filipendula La Pesca Tamaulipas — — —
Sargassum fluitans Puerto Morelos Quintana Roo — — —
Sargassum hystrix Puerto Morelos Quintana Roo — — —
Sargassum liebmanii Tangolunda Oaxaca = o =
Cacalotepec Qaxaca — — —
Sargassum policeratium Puerto Morelos Quintana Roo — - —
Sargassum pteropleuron La Pesca Tamaulipas — — —
Stypopodium zonale Puerto Morelos Quintana Roo - i, il
Turbinaria tricostata Puerto Morelos Quintana Roo s =" -
Turbinaria turbinaria Puerto Morelos Quintana Roo — - -

Rhodophyta
Amphiroa beauvoissi Zicatela Oaxaca - = -
Cacalotepec Qaxaca — —_ —
Amphiroa fragilissima Puerto Morelos Quintana Roo — — —
Amphiroa mexicana Zicatela Qaxaca -= - =
Gracilariopsis lemaneiformis Puerto Morelos Quintana Roo —_ — —
La Costa Chiapas = [ =y
Galaxaura oblongata Puerto Morelos Quintana Roo - s —
Hypnea musciformis La Pesca Tamaulipas — — —
Hynea spinella Puerto Escondido Qaxaca 2° 2’ 2°
Laurencia poiteaui Puerto Morelos Quintana Roo — — —

-- No se observo aglutinacion.
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Tabla 2. Resultados de las pruebas de aglutinacion y ensayos de inhibicion de la actividad

hemaglutinante.
Concentracidon minima inhibitoria
el e . (mili-Molar)
D Chl hyt Localidad
vision orophyta calida N D
acetilglucosamina*
Codium giraffa Punta Arena, Oaxaca 8 —
Codium ithsmocladum Puerto Morelos, Quintana Roo 125 —
Ulva lactuca Punta de Zicatela, Oaxaca 62.5 125
Division Rhodophyta
Hypnea spinella l Puerto Escondido, Oaxaca l - ] —

2* Titulo de aglutinacién.
— No se observo inhibicion de la aglutinacién,
*  Agzicares inhibitorios.

También se probaron Jos siguientes azicares y derivados: D-Manosa, D-Galactosa, N-acetilmanosamina,
N-acetilgalactosamina y dcido acetilneuraminico (ninguno de los anteriores inhibié la aglutinacion).
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