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RESUMEN

Las lectinas o aglutininas son proteinas de origen no inmune importantes por su amplia aplicacion en diversos campos del
conocimiento e investigacion cientifica. Se analizaron veintitn especies algales (38 muestras) recolectadas en dos localida-
des del estado de Veracruz, México, para detectar la actividad aglutinante de sus extractos e investigar sobre la variacion
{presencia — ausencia) de esta actividad aglutinante en relacién con la época de recolecta del material algal. Se observo
actividad aglutinante en once de las 21 especies probadas contra algin tipo sanguineo humano o eritrocitos de conejo.
Solamente se encontro especificidad en la aglutinina de (ladophora prolifera por el tipo sanguineo A-Rh positivo. Se
sugiere que la sintests de aglutininas puede estar influenciada por las condiciones climatologicas, las cuales estin direc-
lamente relacionadas con la época de recolecta del material algal. Destaca el reporte de especies, con actividad. antes no
reportadas en la literatura, como Cladophora prolifera y Gracilaria caudata, asi como la potente aglutinina presente en
una nueva especie de alga del género Codium, €. simplex ined.
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ABSTRACT

Leetins or agglutinins are proteins of non immune origin important due to the wide range of applications in many fields of
seientific knowledge. It were analyzed twenty one algal species (38 samples) collected off shore two localities in Veraeruz,
Mexico, in order to detect the agglutinating activity of its extracts and to investigate the possible relation between the
polency, presence or absence of agglutinating activity due to the season of collection. We observed agglutinating activity
i eleven of twenty one species tested against any blood human group or rabbit erythrocytes. We reported the specific
aclwvity of (ladophora prolifera against blood human type A-Rh positive. The evidence suggest that the svnthesis of
agglutinins can be influenced by the season of the vear and the date of collection is related with differences in climate
conditions. We like to point out that this is the first report of the agglutinating activity in ¢ ladophora prolifera and
(Gracilaria eaudata in the world. Also this is the first report of a potent agglutinin in a new specie of Codium, (. simplex

Keywords:agglutinins, lectins, agglutinating activity, Mexico.

INTRODUCCION estudiadas, no obstante se sabe que estan presentes en
Las lectmas. también llamadas aglutininas son proteinas de ~ macroalgas y que poseen caracteristicas similares a
origen no inmune que unen carbohidratos. aglutinan célulaso  las lectinas de otras fuentes.
[ precipitan glicoconjugados (Goldstein et al.. 1980). Se les ha

encontrado en animales v vegetales. centrandose la  Elprimer trabajo que reporta la presencia de aglutininas

ionen las lectinas provenientes de plantas vasculares, ¢ realizo en 1966 por Boyd ef al. en Puerto Rico, ellos
vertebrados e invertebrados (Lis v Sharon, 1998). en reportaron la presencia de aglutininas en ocho

comparacton. las lectinas algales han sido escasamente  especies de la Division Phaeophyta. una Chlorophyta, una
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especie de Rhodophyta, y un alga de la Division
Cyanophyta. Posteriormente, Blunden et al. (1975) y
Rogers (1977) investigaron la presencia de lectinas en
macroalgas de las costas britanicas. estos investigadores
reportaron la presencia de aglutininas en un numero con-
siderable de algas. dejando clara la existencia de estas

proteinas cn las algas marinas.

Trabajos posteriores han detectado lectinas en macroalgas
que crecen en diferentes lugares del mundo. Para el con-
tinente asiatico tenemos los trabajos de Shiomi ef al.
(1980). Hori et al. (1988). En Espafa destacan los traba-
jos de Fabregas e al. (1985) y Munioz ef al. (1985). Enel
continente americano se han detectado aglutininas algales
por Chiles v Bird (1989). Bird e/ al.(1993) en Estados
Unidos. Ainouz v Sampaio (1991) en Brasil y De Lara-

Isassi y Alvarcz-Hemandez (1998) en México.

La caracterizacion de estas proteinas en macroalgas
marinas fue realizada por primera vez por Shiomi ef al.
en 1979 con la Rhodophyta Agardhiclla tenera
(]. Agardh) Schmit. Hasta ahora se han aislado y
caracterizado parcialmente un total de 37 lectinas de
tres Divisiones algales. una revision sobre todas ellas
se encuentra en Alvarez-Herndndez ef al. (1999).
recientemente se aislo una lectina mas de la clorofita
Canlerpa cupresoides (Vahl) C. agardh (Benevides
ef al.. 2001) . El presente trabajo sc diseii¢ para detectar
la actividad aglutinante de extractos de macroalgas mari-
nas e investigar la posible vaniacion de esta actividad en rela-

cion ala época del arfio en que se recolectd el material algal.
MATERIAL Y METODO

Las macroalgas se recolectaron en dos localidades
del estado de Veracruz. La Mancha en el munici-
pio de Actopan y Costa de Oro en el municipio

de Boca del Rio (Figura 1). Los muestreos se
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realizaron entre mayo de 1999 y julio de 2001
(cinco fechas de recolecta, dos en 1999 y 2000 v
una en 2001). teniendo representadas asi las
temporadas de lluvias y estiaje. La recolecta se
realizo de manera manual en la zona intermareal.
en las mismas estaciones cada vez, cuidando de
recducir al minimo la contaminacion con
epibiontes. Las algas se separaron por género y
se transportaron al laboratorio congeladas.
utilizando CO, solido. En ¢l laboratorio se
descongelaron v lavaron exhaustivamente con
agua corriente. posteriormente bajo el microscopio

de diseccion. se liberaron manualmente de epibiontes .

Los extractos algales se prepararon. macerando
10 g de material algal con 10 ml de solucion
amortiguadora de fosfatos 0.1 M. pH 7.2 (PB). el
homogenado se centrifugo a 1.000 g durante 10
minutos v el sobrenadante se filtré en un equipo
Millipore® por filtros de nitrocelulosa de (.22 my.
el filtrado se congeldé a —20 °C hasta su
utilizacion (Fabregas ef al.. 1988). Para detectar
las aglutininas se prepard una solucion de
eritrocitos de conejo formalinizados (ECF)
siguiendo las indicaciones de Nowak v Barondes
(1975). Las pruebas de deteccion de actividad
aglutinante se realizaron por triplicado. en placas de
microtitulacion. agregando 50 pl de PB a todos los po-
zos. ¢l primer pozo se utilizo como testigo v solamente
se le afiadio amortiguador v eritrocitos. al segundo pozo
se le agrego el mismo volumen de extracto algal v a
partir de este se diluyo seriadamente hasta terminar la
placa. finalmente se afadio a todos los pozos 50 pl de
ECF. Se dejaron reposar las placas por 2 horas v se
registro el titulo de aglutinacion como las maxima dilu-
cion que provoco aglutinacion de los eritrocitos

(Fabregas et al.. 1988).
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Figura 1. Localidades de colecta en el estado de Veracruz (1, La Manchay 2, Costa de Oro).

RESULTADOS

En la tabla | se muestran los resultados obtenidos
en las prucbas de aglutinacion de los extractos de
las macroalgas marinas investigadas. aunque también
Se recolectaron algas de la Divisién Phacophyta,
¢stas no fueron analizadas en el presente estudio.
Se probaron 21 especics de algas de 38 mucstras.
5 de la Division Chlorophyta v 16 especies de
Rhodophyta. Siete especies fueron recolectadas en
la misma localidad en mas de una fecha del afio. seis
especies se recolectaron en diferentes localidades.
Once de las 21 especies aglutinaron algin tipo
sanguineo (52.3 %). cuatro de la Division
Chlorophyta y sicte de Rhodophyta. Destaca la
~actividad aglutinante especifica del extracto de
Cladophora prolifera contra el tipo de sangre A
Rh positivo, las otras algas activas aglutinaron

in:efspeciﬁcamcnre los tipos sanguineos. En algunos
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casos la aglutinacion solo se pudo evidenciar con
eritrocitos de conejo, los extractos de Caulerpa
sertularioides, Acantophora  spicifera.
Bryothamnion seafothii y Laurencia poiteaui,
solo aglutinaron critrocitos de congjo. En cuanto a
la variabilidad debida a la época de recolecta del
material algal. se observo que Cladophora
prolifera recolectada en julio de 2000 (secas) no
presento actividad. tres meses después (Iluvias) se
empicza a registrar leve aglutinacion con la sangre
A positivo En el caso de Gracilaria caudata v
G. cervicornis se observd actividad aglutinante
constante en las muestras recolectadas en ¢l afio
2000, mientras que las muestras de 1999 v 2001 solo
sc detecta actividad con los eritrocitos de conejo.
Gracilaria mammillaris y Laurencia poiteani se

detecto actividad en las recolectadas en 2000,

desapareciendo la actividad en las mucstras de 2001,
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Tipo de Sangre

Division Chlorophyta F_echa O+ A+ B+ AB+ G :
'Caulerpa sertularioides  (S. G. Gmelin) M. Howe Octubre-00 2! 7 2% o -
*aulerpa sertularoides forma farlowii  (Weber-Van )
Bosee) Borgesen Abril-01 - - - - 2
'Cladophora prolifera  (Roth) Kiltzing Julio-00 - - - - -
! Octubre-00 - 2t - = =
'Codium simplex  Tned. Abril-01 2° ol 21 2° -
e ‘vmopolia barbata (Linnaeus) Lamouroux Julio-00 - = = -

' Octubre-00 - - - -

: Abril-01 - - - - -
"Uva lactuca 1innacus Julio-00 - - - - :

Division Rhodophyta

" Acanthophora spicifera (Vahl) Borgesen Abril-01 - - - - =
. Abril-01 - - - R
' Amansia multifida  Lamouroux Julio-00 - - - = =
*Bryothamnion seaforthii - (Turner) Kiitzing Abril-01 - = = - 7
*Centroceras clavalatum  (C. Agardh in Kunth)

Montagne in Durieu de Maisonneuve Abril-01 = = - = 5
! Octubre-00 - - - - -
' Digenea simplex (Wulfen)  C. Agardh Abril-01 - E - B -
L 2Galaxaura obtusata  (Ellis et Solander) Lamouroux Abril-01 - - - - -
*Gracilaria candata I Agardh Noviembre-94 - - - - -
‘ Mayo-99 23t s gl
: Octubre-00 i st i
2 Octubre-00 AR TR & = ¥
¢ Abril-01 - - - - 2'
YCracilaria cervicornis (Tumer) J. Agardh Noviembre-94 - - B - =
; Julio-00 AR N T e A
: Octubre-00 AN I -
) Abril01 - - - < 2
Giracilaria mammillaris (Montagne) M. Howe Oxctubre-00 2 ok 2% ! 52
; Abril-01 - - - - -
Gracilariopsis lemaneiformis  (Bory de Saint-Vincent)

E. Y. Dawson Octubre-00 - - - - -
'Grateloupia filicina  (Lamouroux) C. Agardh Julie-00 - - - - -
Hypnea musciformis  (Wulfen in Jacquin) Lamouroux Tulie-00 A% z 75 oL 2°
E Abril-01 - - - - i
: Abril-01 - - - e B
Hypnea spinella(C. Agardh)  Kiitzing Abril-01 - - < " 2
'Laurencia poiteaui (Lamouroux)

M. Howe Julio-00 - - - - 2
? Abril-01 - - -

'Liagora ceranoides (Lamouroux)

K. Fan Abnl-01 - - - - -
' Prionitis pteroclading Wynne Julio-00 - - - - -

TABLA 1. Resultados de la pruebas de aglutinacion con macroalgas de la costa de Veracruz 2* - Titulo de

aglutinacion.-Prueba no positiva, C eritrocitos de conejo. Localidades: 1. La Mancha. 2. Costa de Oro.
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DISCUSION

No se procesaron algas de la Division Phacophyta
debido a que el fenomeno de aglutinacion en algas de
esta Division es debido a la presencia de polifenoles y
no de proteinas (Rogers y Loveless, 1985 y 1991),
solamente se¢ han encontrado lectinas en algunos
representantes del género Fucus (Costas ef al.. 1994
Ferreiros v Criado, 1983). En ¢l mundo se ha
demostrado que los representantes de la familia
Codiaceae poseen con mucha frecuencia lectinas
(Alvarez-Hemandez et al.. 1999). cn este trabajo se
detectd una potente lectina en una nueva especie aun
no descrita Codium simplex ined. (Pedroche. F. com.
pers.). Se reporta por primera vez la aglutinina de
Cladophora prolifera y Gracilaria caudata.
También se present6 la ausencia de actividad agluti-
nante en los cxtractos de Amansia multifida.
previamente reportada por Ainouz et al. (1992) como
activa contra eritrocitos de varios animales v humanos
tratados enzimaticamente, es un hecho que la lectina
de esta especie requiere climinar impedimentos
estéricos de otras moléculas. como glicoproteinas
membranales presentes en la supertficic de los globulos
rojos para aglutinar, de ahi la diferencia con nuestro
estudio, debido a que utilizamos eritrocitos nativos (sin
tratamiento enzimatico). Centroceras clavulatum no
agluting algun tipo sanguineo lo cual coincide con los
resultados obtenidos por Ainouz y Sampaio (1991), no
obstante, previamente hemos detectado aglutininas en
‘esta especie y particularmente recolectada en la
misma localidad de este estudio. (De Lara-Isassi v
Alvarez-Hernandez, 1998). Esto evidencia la posibili-
dad de que la presencia o ausencia de los metabolitos
esté fuertemente influenciada por las condiciones
‘ccologicas espacio-temporales de los habitat donde se
desarrollan las algas.

i

Considerando que en el estado de Veracruz se
distinguen dos €pocas climaticas bien definidas. lluvias
y secas con variaciones en la precipitacion pluvial v
temperaturas muy claras (Vazquez-Botello. 1978
Contreras. 1993). Estas variaciones en la potencia y
presencia o ausencia de la aglutinacion ha sido
mositrada por distintos autores con los resultados
obtenidos en sus trabajo (Ainouz y Sampaio. 1991,
Bird et al.. 1993 Freitas ef al.. 1997 y Sampaio ef al..
1996). particularmente con las siete especies del
presente estudio. en las que se observo una variacion
de la actividad aglutinante o mcluso una desaparicion
de la misma relacionada probablemente con los
factores propuestos. En las especies (ladophora
prolifera, Acantophora spicifera, Gracilaria
caudata, G. cervicornis, G. mammillaris v Lanrencia
poiteaui recolectadas en dos épocas sc observo
aglutinacion en una época del afio. mientras que esta
actividad disminuyo su potencia o bien desaparecio por
completo en la otra fecha de recolecta (tabla 1). En el
caso de Hypnea musciformis se observé una
disminucion de la potencia de la actividad aglutinante
del extracto a tal grado que sélo pudo evidenciarse con
los eritrocitos de conejo. los cuales son mas sensi-

bles de ser aglutinados (Hori. ef al.. 1988).

Esta disminucion de la potencia aglutinante puede
estar relacionada con las épocas de recolecta. no
obstante. no se observo un patrén preciso. esto es. la
variabilidad dependié ademas del factor climatico. de
la especie algal tratada. Similar respuesta se detecto
cuando se analizan los resultados considerando la
localidad de recolecta del material algal. en este caso
las aglutininas de Acantophora spicifera. Gracilaria
caudata, G. cervicornis, Laurencia poiteaui ¢
Hypnea musciformis variaron su actividad cuando

desaparecio la aglutinacion o disminuyé su potencia.
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Podemos sugerir que esta variacion de la actividad aglu-
tinante puede estar dirigida por las condiciones del
medio, una de ellas la climatica. Esto ha sido sugerido
por Ingram (1985) v Fabregas ef al. (1985). los cuales
enfatizan que la actividad biologica de las algas en ge-
neral v especialmente la actividad aglutinante de las
mismas. esta regulada por varios factores dentro de
los cuales destacan los abioticos. como los sitios de
recolecta, el clima y los bioticos como las presiones de
herbivoria. las condiciones del medio v la competencia.
entre otros. Esta misma hipotesis sobre los factores
que regulan la sintesis de moléculas activas se ha pro-
puesto para metabolitos secundarios con actividad
antibacteriana, antifiingica v toxica (Fenical y Paul,
1984 Ballesteros ef al, 1992; Moreau ¢f al.. 1988:;
Padmakumar y Ayvakkannu, 1997). Es importante
considrar la hipotesis que explica la sintesis de
metabolitos primarios como un mecanismo adaptativo
de las algas. como una respuesta de defensa similar a
la inmunologica. en contra de las infestaciones por
bacterias y hongos presentes en ¢l medio (Lis y Sharon,
19989, por lo que siguiendo esta linca de pensamiento,
se pueden considerar a estos microorganismos como

reguladores importantes de la sintesis de aglutininas.
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