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Inhibición de la Actividad

Hemaglutinante de Algunas

Macroalgas Marinas de las Costas

de México
Inhibition of hemagg/utination activity of some marine

macroa/gaefrom the mexican coasts
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RESUMEN

Las Icetinas son proteínas o glicoproteínas que unen selectivamente azúcares. La inhibición del efecto

aglutinante se ha utilizado como criterio de detección para estas moléculas. Se realizaron pruebas de

aglutinación 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 maSITa.

ron actividad hemaglutinantc evidente: 3 de la División Chlorophyr3 Codillm giraffa Silva. Codium

iSlhmoc/adum Vickers y U/m /aclllca Linnacus y en una especie de la División Rhodophyta H)pnea

spinel/a (c. Ag.) Kützing. Se reporta inhibición dc la actividad aglutinante en Codium giraffa, Codium

islhmocladum y Ull'a lacluca debida a N-acetilglucosamina. No se observó inhibición en la actividad de

H. spinella por ninguno de los azúcares utilizados en este estudio.

Palabras clave: Icctinas algalcs, inhibición, hemaglutinación

A8STRACT

Lcctins are protcins or glycoproteins that selcctive hind sugars. The inhibition of hcmaglutination

activity has becn uscd as a detection probc for this molecules. Agglutination assays werc done with

human erythrocytes O, A and B posirivc groups, tcsting .t4 algal extracts (32 species) as aglutinants.

Four cxlracts showed evident agglutination, 3 Chlorophyta: Codiumgiraffa Silva, Codium iSlhmocladum

Vickers and U/�'a lactuca Linnaeus,.onc Rhodophyta Hypnea spinella (c. Ag.) Kützing. Thc inhibition
of hemagglutinat activity in Codium giraffa, Codium isllrmocladum y Ulva lacluca werc duc to N

acctylgluoosamine. No inhibition was obscrvcd by none of the sugars used in this work for Ilypnea

spinella extract.

Ke)" words: algallectins, inhihition, hemagglutination.

Introducción

Las lcctinas son proteínas que han sido investigadas

debido a sus propiedades químicas y bioquímicas, que

las hace sustancias útiles para el estudio de las funcio

nes biológicas en animales. Principalmente se han

estudiado estas molémlas en Angiospermas de la Fa

milia Lc¡,'Uminosae además de otras Familias de plan

tas terrestres (Lis y Sharon, 1981). Las leetinas han
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sido usadas en la tipificación de grupos sanguíneos;

estudios del valor nutricional de los alimentos para

animales; estudios de la constitución cromosómica

de jas células y detección de anormalidades

cromosómicas; investigación de la arquitectura de

superficies celulares y del cambio que sufren debido

a la transformación por cancer; aislamiento, puri.

ficación y estudios estructurales de polímeros que

contienen carbohidratos; modelos de las reacciones

antígeno-anticuerpo, y debido a su capacidad de unir

azúcares, en los estudios de sitios dc unión específica

sobre proteínas (Sharon y lis, 1972).
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La prueba para corroborar la presencia de leclinas

consisIe cn inhibir el cfecIo hemaglutinanIe al añadir

azúcares simples (monosacáridos, disacáridos y/o sus

dcrivados), o bicn, glicoproteínas o polisacáridos de

lipo complejo (Lis y Sharon, 1986),

El primer trabajo realizado con cl propósito de detcc1ar

la presencia de sustancias aglutinantes de eritrocitos

humanos en algas, lo realizaron Boyd y colaboradores

en 1966 donde rcportaron las propicdades

hemaglutinantes de extractos de algas de Puerto Rico,

encontrando que 9 de 20 especies aglutinaron los

eritrocitos de los grupos sanguíneos O, Ay/o B. Varios

investigadores han destacado la presencia de

aglutininas en las macroalgas marinas (Boyd el al.,

1966; B1undcn et al., 1975; Hori et al" 1981 y 1988a;

Fabregaset al., 1984, 1985 Y 1986; Muñozet al., 1985

y 1987c) yse ha demostrado que son capaces de agluli

nar eritrocitos de animales, incluyendo los humanos.

No obstante que se ha mostrado una amplia presencia

de lectinas enIre las algas marinas (B1unden et al"

1975; Hori et al., 1981 y 1988a; Fabregas el al., 1984)

éstas han recibido poca atención. Se han investigado

aplicaciones de lectinas algales sobre la especificidad

en la aglutinación de los grupos sanguíneos encon

trándose que la leetina del alga Plitota plumosa

aglutinó específicamente los eritrocitos tipo B

(Rogers el al" 1977) y el extracto de Giffordia

gralllllosa aglutinó al tipo O (Fabrcgas el al" 1986),

Se han analizado las propiedadcs mitógenas para

linfocitos esplénicos de ratón de la Icctina C<'1rnina

aislada de la Rhodophyta Carpopeltis flabellata por

Hori el al. (1987) los que encontraron respuesta

mitogénica específica para linfocitos 1: 'Iambién se

ha trabajado sobre la posibilidad de uso dc lectinas

algales para separar subcspecies de peces debido a la

aglutinación diferencial que presentan los eritrocitos

ante estas proteínas (Muñozet al., 1987a. y 1987b).

Hasta la fecha se han aislado y parcialmente caracte

rizado las lectinas de 14 algas rojas: Agardhiella tellera

Schmitz (Shiomi el al" 1979), Carpopellis flabellara

(1Iolmes) Okamura (Hori el al., 1987), Cystoc/ollillm

pU/pllrellm (I-1uds.) Balt. (Kamiya et al" 1980),

Gracilaria likvahiae Mculchlan (Chiles and Bird,

1990), Gracitaria verrllCosa (Huds.) Papenfuss

(Shiomi et al., 1981), G/1fftlhsia floculosa (Ellis) Batl.

(Rogers y Galander, 1988), f/>plleajapollica Tanaka

(lIori el al., 1986b), Palmaria palmata (Linnaeus)

O. KUnIze (Kamiya el al., 1982), Plumaria elega1lS

(Bonnem,) Schmitz (Rogers et al" 1990), Ptilota

plllmosa (lIuds,) C. Agardh (Rogers et al., 1977),

Ptilota serrata Kützing, (Rogers et al., 1990),

Serraticardia maxima (Yendo) Silva (Shiomi el al.,

1980), Soliera chordalis (c. Ag.) J. Agardh (Rogers y

1apliss, 1983), Soliera robusta (Greville) Kylin (Hori

el al., 1988b), Sólo se ha encontrado una Icctina en

el alga Fucus 't'esiculosus Linnaeus de la División

Pheaophyta (Ferreiros y Criado, 1983) Y para algas

verdes: Boodlea coacta (Dickie) Murray et De 1ani

(Hori el al., 1986a), Codiul1l fragite (Sur.) Hariot var.

atlallticLU1l (Cotton) Silva y var. tomelllosoides (Goor)

Silva (Rogers et al., 1986) y Codillm IOl1lelllosum

(Huds,) Stack (Fabrcgas et al., 1988a).

El presente estudio pretende realizar una contribución

al conocimiento de la presencia de lectinas en

macroalgas marina mexicanas, con el propósito de

detectarlas y continuar con estudios sobre aislamiento,

caracterización, posible aplicación y uso de estas

mo1écula�

Material y métodos

Se colectó el material ficológico en la rona interrnareal

de varias localidades de las costas mexicanas. se lavó

el material con agua de mar para reducir al mínimo la

contaminación por epífitos y se congeló, utilizando

CO, sólido, para transportarlo al laboratorio. En el

laboratorio se descongelaron las muestrao; a tem¡x.:ratu

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 mi de

solución amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2

(Stoll y Blanehard, 1990), el homogenado se

centrifugó a I 000 x g durante 10 minutos, el

sobrenadante se ¡XISÓ por tres capas de gasa para retener

el material particulado y finalmente se filtró uti

lizando un equipo Milipore@ con filtro de

nitrocclulosade 22-m¡¡. Losextractossccongclarona

- 20 oC hasta su utilización (Muñozet al" 1985).

El ensayo de hemaglutinación se realizó utilizando

una suspensión al 2 % de eritrocitos de los tipos

sanguíneos 0, A Y B positivos, lavando tres veces un

volumen de sangre con PBS, centrifugando al OOOxg

por 10 minutos y diluyendo el paquete celular con 49

volúmenes de PBS. Las pruebas de aglutinación se

realizaron en placas de microtitulación, agregando

100 mi de PBS a todos los pozos, lOO mi de extracto

algal al segundo pozo, realizando diluciones dobles

seriadas y finalmente se agregaron 100 mi de solu

ción de eritrocitos de cada uno de los diferentes tipos

de sangre. Las placas se agitaron ligeramente durante

15 segundos y se dejaron reposar durante 1 hora a
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temperatura ambiente antes de examinarlas

macroscópicamente y bajo el microscopio óptico. Los

resultados se expresaron en forma de título, como el

recíproco de la máxima dilución que aglutinó a los

eritrocitos.

Las pruebas de inhibición de aglutinación se realizaron

con los extractos algales que aglutinaron positiva

mente los eritrocitos, agregando 50 mi de solución

250-mM de los siguientes azúcares: D-Glueosa,

D-Manosa, O-Galactosa, N-aeetilglueosamina, N

acetil-manosamina, N-acctil-galactosamina y ácido

N-acctil-neuramínico, realizando diluciones dobles

seriadas; seguidamente se añadieron 50 mi de extracto

algal esperando 15 minutos y finalmente 50 mi de

solución de eritrocitos al2 %. Después de una hora a

temperatura ambiente se observaron los resultados.

Los resultados se expresaron como la mínima

concentración milimolar de azucar que inhibió la

unión de la Icctina a los determinantes antigénicos de

los eritrocitos.

Resultados

En la tabla 1, se observan los resultados de los ensayos

de aglutinación de 32 especies (44 muestras) No se

encontró diferencia en el título de aglutinación dc

ninguna dc la, réplicas, por lo que se reporta solamente

cl rcsultado. El extracto del alga Codium giraffa

presentó actividad contra los tres tipos sanguíneos

con un título de 2' (1:128 diluciones). La máxima

aglutinación la prcsentaron los extractos de las algas

Ulva lac/lIca e Hypnea spinella, ambas contra el tipo

sanguíneo O positivo con un título de 2'; la actividad

bemaglutinante de estas dos especies disminuyó rontra

los tipos sanguíneos Ay B positivos. Para la primera

especie las diluciones encontradas como positivas

fucron de 23 (1:8) y 2' (1:2) respectivamente,

mientras que para la segunda fueron 2' (1:128)y2'

(1:64). El alga C. ithsmocladum solamente prescntó

actividad contra el tipo de sangre O + con título dc 2'

Clabla 1).

En la lhbla 2 se observan los rcsutados de inhibición

de la hemaglutinación por azúcares (monosacáridos

y dcrivados). Para las tres algas de la División

Chlorophyta el azúcar inhibitorio fue N

acetilglucosamina, la mínima concentración

inhibitoria de la aglutinación para el extracto de C.

giraffa fue 8-mM, 125-mM se requirieron para inhibir

la acción de U. lactuca. El extracto de H. spinella no

fue inhibido por ninguno de los azúcares usados.

9

Discusión

En trabajos anteriores, la especie U. lactuca ha dado

resultados positivos al aglutinar eritrocitos humanos

(Boyd et al., 1966; Blunden et al., 1975; Chiles y Bird,

1989),10 cual concuerda con nuestros resultados. En

la Familia Codiaceae, los representantes del género

Codium se han dcstacado por presentar actividad

hemaglutinante (Blunden et al., 1978; Rogers et al.,

1980; Fabrcgas et al., I 988b). Confirmamos en este

trabajo,la actividad aglutinantc de lIypnea spinella y

Codiumgiraffa (De Lara-lsassi y Alvarcz-Hcrnández,

1994) la última especie descrita por Silva (1979) para

Bahía de Petatlán, Guerrero, considerada hasta el

momento, como especie endémica para el Pacífico

tropical mexicano.

En cuanto a los títulos obtenidos en los resultacos los

consideramos altos debido a que no se utilizaron

enzimas proteolíticas para facilitar la reacción de aglu

tinación (Shiomi el al., 1980; Rogers et al., 1982;

Rogers y Topliss, 1983; Hori et al., 1988) además dc

compararlos con los títulos obtenidos en trabajos

donde se utilizaron eritrocitos nativos (Boyd el al..

1966; Rogerset al., 1980; Fabregaset al., 1985; Ainouz

y Sampaio, 1991) nuestros resultado mucstran un

incremento en el título de aglutinación de dos veces

más los obtenidos cn los refcridos trabajos, por lo quc

consideramos que existe una Icctina con potente

actividad presente en las algas C. giraffa e H. spinella.

La inhibición de la actividad aglutinante por azúcares

como N-acetilglucosamina ha sido reportada para C.

fragile val. Iltlanticllm (Rogers el al., 1986), C.

IOmenlOsllm (Fabregas el al., I 988a), reportándose

proteínas con peso molecular entre 15-50 Kd. que no

presentan dependencia de cationes divalentes para su

actividad, csto apoya la te si, de Rogers y Hori (1993)

de que las lcetinas de algas vcrdcs son proteínas,

algunas de las cuales unen específicamente saeáridos

como N-acctilglucosamina, lo t:ual concuerda con los

resultados obtenidos para C. giraffa y C.

isthmocladum.

El que ningún azúcar utilizado cn este trabajo haya

inhibido la actividad aglutinante dc H. spinella no signi

fica que no posea una leetina, las maeroalgas de la

División Rhodophyta de las que se han aislado estas

moléculas, solamente fueron inhibidas por

g1icoproteínas o carbohidratos de tipo complejo como:

transferrina. fctuina, mucina submaxilar bovina,

mucina estomacal porcina, mananos de levaduras y

ovoalbúmina, entre otras (Hori et al., 1986b, 1987 Y

1988b; Rogers y Topliss, 1983; Rogers el al., 1990).
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Tabla 1. Resultados de las pruebas de aglutinación de varias especies de

macroalgas de las costas mexicanas.

División y especies Tipo de sangre

Localidad Estado 0+ A+ B+

Chlorophyta

Choetomorpho anleninna Cacalotepec Oaxaca

Zicatela Oaxaca

Cadium giraf[o Zio.tela Oxaca 2' 2' 2'

Codjum isthmodadum Puerto MOf"elos Quintana Roo 2'

Enteromorpha intestinafís Zipolile O",,,,,:.

Caalotepec Oaxaca

Zicatela Oaxaca

Acapulco Guerrero

Ha/imedo discoideo ZiJ*ite Oaxac¡

Halimeda opuntio Puerto More/os Quintana Roo

Halimeda lUna Puerto Morelos Quintana Roo

Udotea f10bellum Puerto Morelos Quintana Roo

U/va (osdora La Pesca Tamaulipas

Ulvo laauco Carrizalillo Oaxaca

Punta Arena O"",,,, 2' 2' 2'

Phaeophyta

Chnoospora mínimo Cacalotepec O"",,,,

Zicatela O"",,,,

DjetyOto battairessi PuertO Morelos Quintana Roo

Ojayata cern'comís Puerto Morelos Quintana Roo

Padina durvilloei Acapulco Guerrero

Late/a Oaxaca

Podina gymnosporo Acapulco Guerrero

Zkatela Oaxaca

Sorgossum plipendulo La Pesca Tamaulipas

Sorgossum pUitons Puerto Morelos Quintana Roo

Sorgossum hystrix Puerto Morelo$ Quintana Roo

So'l'assum fiebmanii Tangolund. O..xaca

Cacalotepec O..x¡ca

SorgosstJm poIjeerotilm Puerto Morelos Quintana Roo

Sargouum pu;ropleufOfl laPesea Tamaulipas

Srrpopodium zona/e Puerto Morelos Quintana Roo

Turbinorio rricosrato Puerto MoreJos Quinuna Roo

Turbinario turbinorio Puerto MoreJos Quintana Roo

Rhodophyta

Amphiroa beauvaissi Zicatela O"",,,,

Cacalotepec Oax¡ea

Amphiroo (rogilissimo Puerto Morelos QuinunaRoo

Amphiroo mexicano Zieatela O"",,,,

Grociloriopsis lemoneifonnis Puerto Morelos Quintana Roo

La Cosu Chiapas

GoJoxouro oblongoto Puerto Marelos Quintana Roo

Hypnea muscifannis La Pesc.. Tamaulipas

Hyneo spineHa Puerto Escondido O"",,,, 2' 2' 2'

Lourendo poireaui Puerto Morelos Quintana Roo

.- No se observó aglutinación.
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Tabla 2. Resultados de las pruebas de aglutinación y ensayos de inhibición de la actividad

hemaglutinante.

Concentración mínima inhibitoria

División Chlorophyta Localidad
(mili-Molar\

N- O.Glucosa.

acetiJ.e.Jucosamina.

Codium flirarfa Punta Arena Oaxaca 8 -

Codium ithsmocladum Puerto Morelos, Quintana Roo 125 -

Uh'D ltlctuca Punta de Zicate1a, Oaxaca 62.5 125

División Rhodophvta

HrDn�a svine/la I Puerto Escondido, Oaxaca I - I -

2' Título de aglutinación.

- No se observó inhibición de la aglutinación.

• Azúcares inhibitorios.

También se probaron los siguientes azúcares y derivados: O-Mafiosa, O-Galactosa, N-acctilmanosamina,

N.acetilgalactosamina y ácido acetilneuraminico (ninguno de los anteriores inhibió la aglutinación).
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