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<< Las leyes de nuestro pensamiento concuerdan con las regularidades que
presenta el flujo de las impresiones que recibimos del mundo exterior, el hecho
de que al ser humano le resulta posible, por tanto, obtener por medio del puro
pensamiento informacion acerca de tales regularidades. Que el mundo exterior

constituya algo independiente de nosotros, algo absoluto frente a lo que nos
encontramos, tiene de cara a ello una importancia fundamental; y la busqueda

de las leyes que rigen ese absoluto me parecia la mas bella tarea de una vida

dedicada a la ciencia >>

Max Planck
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BACTERIA

CYTOSOL/CYTOPLASM

Figura [1]. Lectina unida a su correspondiente ligando de membrana celular. [Ray y Chatlergee, 1995, citado en
Carpio, 2016]
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1.Resumen

Las lectinas son proteinas de origen no inmunoldgico, que pueden interactuar con
carbohidratos libres, o bien unidos a las membranas celulares. Estas proteinas presentan la
propiedad de aglutinar células, en particular eritrocitos, manifestando de esta manera la posible
especificidad de reconocimiento antigénico. En adicion, las lectinas son una herramienta
importante para la investigacion estructural y funcional de carbohidratos complejos, en el
reconocimiento de antigenos de grupos sanguineos, para estudiar los cambios que ocurren en la
superficie celular durante ciertos procesos fisioldgicos y patoldgicos, asi como para la
identificacion de células tumorales.

En el presente trabajo, se abordaré el rol fitohemaglutinante de lectinas vegetales, y la
posible selectividad con la que ejercen esta accién aglutinante, en lo que refiere a su relacion con
antigenos de membrana relacionados a grupos sanguineos, expresados en la superficie celular de
eritrocitos, utilizando extractos obtenidos a partir de semillas de genotipos seleccionados del
género Amaranthus, de la Regién Semiarida Pampeana.

En el desarrollo del informe se incluirdn generalidades sobre las caracteristicas de las
lectinas como moléculas hemaglutinantes, su estructura quimica, propiedades biologicas,
aplicaciones y métodos de estudio. Se recabara informacién de las bases de datos disponibles en
internet, provenientes del ambito académico principalmente. Se expondran antecedentes de
investigacion vinculados a las funciones y potencialidades que poseen las lectinas como

fitohemaglutininas.

Palabras clave: Amaranthus, fitohemaglutinina, lectinas, carbohidratos, eritrocitos,

aglutinacion.
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Abstract

Lectins are proteins of non-immunological origin that can interact with free
carbohydrates or linked to cell membranes. These proteins have the property of agglutinating
cells, in particular erythrocytes, thus manifesting the possible specificity of antigenic
recognition. In addition, lectins are an important tool for the structural and functional
investigation of complex carbohydrates, for the recognition of blood group antigens.
Furthermore, lectins are relevant to study the changes that occur at the cell surface during certain
physiological and pathological processes, as well as for the identification of tumor cells.

In the present work, the phytohemagglutinating role of plant lectins in interaction with
membrane antigens expressed on the cell surface of erythrocytes, related to blood groups,
using extracts obtained from seeds of selected genotypes of the Amaranthus genus of the Semi-
arid Pampean Region will be addressed.

In this final work there will be included generalities about the characteristics of lectins
like hemagglutinating molecules, their chemical structure, biological properties, applications and
study methods. Information will be collected from the databases available on the internet, mainly
from the academic field. Research history related to the functions and potentials of lectins such

as phytohemagglutinins will be presented.

Keywords:  Amaranthus, phytohemagglutinin, lectins, carbohydrates, erythrocytes,

agglutination.
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2.Introduccion

Uno de los grandes desafios en el ambito de la medicina transfusional es la tipificacion
certera de grupos sanguineos, previa a la transfusion del paciente. Es bien conocida la existencia
de ciertas sustancias en la superficie de los eritrocitos que tienen capacidad antigénica y se unen
con alta afinidad a anticuerpos especificos. Esta reaccion antigeno-anticuerpo, puede
manifestarse in vitro como aglutinacidn, hemolisis o precipitacion, e in vivo a través de diversas
respuestas inmunolégicas, comprometiendo la morbimortalidad del receptor. En el contexto del
laboratorio, la mayoria de las pruebas seroldgicas de inmunohematologia asociadas a grupo
sanguineo, dependen de reacciones entre antigenos de los eritrocitos y anticuerpos del suero, y la
aglutinacion es, en la mayoria de los casos, la manifestacién final de la reaccion. En otros casos,
los anticuerpos sélo se fijan a los eritrocitos, pero no los aglutinan, sino que provocan la
destruccion del mismo, con la posterior pérdida de la hemoglobina intracelular. Este tipo de
reaccion se denomina hemadlisis.

Los reactivos de tipificacion que se usan de rutina en el banco de sangre se basan en
estos principios, la aglutinacién y la hemélisis. En cualquier caso, es extensivo el empleo de
anticuerpos monoclonales como reactivos de tipificacion sanguinea, siendo también corriente,
segun sea requerido, el uso de lectinas como reactivos de funcion homdloga, especialmente para
la resolucion de discrepancias.

Existen numerosos estudios que revelan las posibilidades reactivas de las lectinas,
especialmente las de origen vegetal, dada su capacidad de reconocimiento selectivo hacia
carbohidratos especificos. [Gallego del Sol y otros, 2006]. Este principio es el que ha motivado
la presente investigacion.

La exploracion de nuevas moléculas que faciliten la tipificacion de grupo sanguineo y

el empleo de las mismas a traves de métodos sencillos y econdmicos, son el aporte de este

12
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trabajo al ambito de la especialidad de la hemoterapia. En el presente estudio, se optd por
explorar el potencial poder hemaglutinante de los extractos de diversos genotipos del género
Amaranthus, cultivados en la Regidén Semiarida Pampeana, debido a que la bibliografia existente
presenta un vacio en lo que refiere al estudio de lectinas de estas plantas en relacién con un
ambiente de cultivo diferente al nativo. Por otro lado, la existencia de un Programa de inclusion
del Amaranto, promovido especialmente por la Universidad Nacional de La Pampa, cuyo
objetivo principal ha sido promover el uso de las semillas de Amaranto en diversas actividades

humanas, facilito el acceso al recurso natural necesario para los estudios efectuados.

13
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3.0Dbjetivos
3.1.0Dbjetivo general

Analizar la potencial actividad aglutinante y selectiva de los extractos de semillas
provenientes de siete genotipos del genero Amaranthus, cultivados en la Region Semiarida

Pampeana, frente a eritrocitos seleccionados.

3.2.0bjetivos especificos

1) Aplicar sistematicamente en Amaranthus el método para extraccion de lectinas sugerido para
uso en el banco de sangre, caracterizado por su accesibilidad técnica y econémica.

2) Evaluar la potencial actividad bioldgica del extracto total frente a eritrocitos seleccionados.

3) Explorar la potencial selectividad de las lectinas frente a eritrocitos de otras especies de
mamiferos: caninos y roedores.

4) Comparar las reacciones de aglutinacién de los distintos eritrocitos entre si.

5) Comparar dos métodos de extraccion de lectinas.

14
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4.Planteamiento del problema

4.1.Pregunta de investigacion

¢Cudl es la potencial actividad aglutinante y selectiva, que presentan los extractos de
semillas de siete genotipos del género Amaranthus cultivados en la Region Semiarida Pampeana

sobre eritrocitos seleccionados?

4.2 Hipotesis de trabajo

Los extractos de semillas de los siete genotipos del género Amaranthus analizados,
cultivados en la Region Semiarida Pampeana, presentan actividad aglutinante y potencialmente

selectiva frente a eritrocitos:

-De origen humano, de antigenos de grupo sanguineo desconocidos, seleccionados a
los fines de los ensayos.

-De origen humano, de antigenos de grupo ABO y antigenos asociados al ABO
conocidos.

-No humanos, de expresion antigénica de membrana desconocida, seleccionados a los

fines de los ensayos.
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5.Marco de referencia

5.1.Factores antinutricionales de semillas
5.1.2.Semilla

La semilla es una estructura vegetal que proviene del 6vulo fecundado y que, al
madurar, contiene al embrion vegetal y a las sustancias y compuestos de reserva. Este conjunto
esta envuelto por el tegumento seminal o episperma. El embridn vegetal se halla, en este caso, en
estado de latencia y la disposicion y origen de las estructuras tisulares que acumulan estas
reservas, son variables. Las semillas varian en tamafio, forma, peso y color, lo que tiene un alto

valor taxonémico. [Valla, 1979]
Cotiledones
Procambium

Cotiledones

vascular

Endosperma

Radicula
{raiz)

CORTE TRANSVERSAL CORTE LONGITUDINAL

Procambium

Figura [2]. Representacidn esquematica de una semilla dicotileddnea. Recuperado de:

http://granoandino.blogspot.com.ar/2013/09/amaranto-descripcion-botanica.html
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5.1.3.Composicién quimica de las semillas

Como se menciond al describir la semilla, las sustancias y compuestos que almacenan
como estructuras de reserva, pueden resultar muy completos desde el punto de vista nutricional,
principalmente en aquellas semillas de legumbres y cereales. Pueden incluir: proteinas,
carbohidratos, lipidos y los llamados micronutrientes, tales como vitaminas y minerales. Sin
embargo, las semillas pueden contener muchos de los denominados factores antinutricionales,
que se definen como productos del metabolismo secundario de las plantas, vinculados a
funciones de defensa. Estos compuestos pueden perjudicar la asimilacion de nutrientes de origen
frecuentemente vegetal, en humanos y animales. De esta manera, producen la disminucién del
valor nutricional de muchos alimentos. [Elizalde y otros, 2009]. De acuerdo a los autores, la
naturaleza quimica de estos factores es muy variada, como veremos a continuacion, y desde el
punto de vista fisiopatoldgico, es factible que muchos de ellos sean toxicos o causen sintomas o
signos como: afecciones pancreaticas y estomacales, flatulencias y manifestaciones como
aglutinacion de eritrocitos.

Segun lo detallado en el articulo de Elizalde y otros [2009], los factores
antinutricionales pueden ser clasificados como termo-estables y termo-labiles.

-Factores termo-estables, son aquellos factores antigénicos, es decir, capaces de
generar una repuesta inmunologica en el organismo que los ingiere; oligosacaridos, saponinas y
fitatos, por nombrar los mas importantes.

-Factores termo-labiles: incluye estructuras como las lectinas y los inhibidores de

proteasas (tripsina y quimotripsina), entre otros.

En este trabajo de investigacion, centraremos el analisis en s6lo uno de estos factores:

las lectinas.
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6.Lectinas
6.1.Resefa historica

Alrededor del afio 1888, fue descripto por el investigador Hermann Stillmark el efecto
aglutinante de eritrocitos por la accion de los extractos obtenidos a partir de las semillas de
Ricinus communis (Euphorbiaceae). Este descubrimiento es considerado como el origen de la
Lectinologia. Estos hallazgos fueron corroborados por otros investigadores como Hellin [1952],
quien demostr6 por primera vez la presencia de factores aglutinantes de eritrocitos en la semilla
de leguminosa Abrus precatorius (Fabaceae). [Van Driessche y otros, 2000].

Paul Ehrlich [1891] fue el primero en demostrar la relacion de inmuno-especificidad
entre estas toxinas y el antisuero, utilizando para las reacciones la ricina y la abrina. Estos
ensayos sellaron el vinculo entre la Inmunologia y la Lectinologia. En adicion, los investigadores
Landsteiner y Raubitschek, observaron, a principios del siglo XX, la existencia del poder
aglutinante de los extractos vegetales, y que el mismo dependia del origen de los eritrocitos
empleados. A partir de ese momento, las lectinas se tornaron tema de interés en la Hematologia,
en particular para la caracterizacion de grupos y sub-grupos sanguineos.

Entre los afios 1916-1919, aproximadamente, el investigador James B. Summer
consiguio cristalizar una proteina, la cual fue identificada y aislada a partir de las semillas de la
planta Canavalia ensiformes (Fabaceae), a la que posteriormente denomind Concavalina A
(ConA), trabajo por el cual recibié el premio Nobel. Posteriormente Summer y Howell [1936]
estudiaron esta proteina y demostraron que la ConA, presentaba la propiedad de aglutinar células
como eritrocitos, levaduras y también precipitaba soluciones de glucdgeno. Ademas
comprobaron que la hemoaglutinacion podia ser inhibida por la sacarosa (azlcar), demostrando
por primera vez la especificidad de las proteinas por el azucar. [Rincén Alonso, 2014]

Luego en el afio 1945 los investigadores Boyd y Shapleigh, observaron que la
hemaglutinina de Phaseolus vulgaris (Fabaceae), también conocida como PHA, presentaba la
propiedad de aglutinar eritrocitos pertenecientes al grupo sanguineo A. Estos resultados fueron
corroborados por los investigadores Watkins y Morgan en el afio 1952, los cuales demostraron
que la hemaglutinacion y la especificidad se debian a la interaccion de las lectinas con los

carbohidratos presentes en la membrana de los eritrocitos. [Salgado Telpalo, 2006]
18
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El término lectina, fue propuesto por William Boyd en el afio 1956, y proviene del
latin “legere”, que significa seleccionar. Luego, debido a las incipientes evidencias de la
presencia de proteinas en los extractos de plantas, y de la propiedad para aglutinar eritrocitos,
fueron denominadas hemaglutininas o fitohemaglutininas. [Gallego del Sol y otros, 2006]

Nowell y otros [1960] demostraron que la lectina de frijol estimula la modificacion de
pequefios linfocitos en reposo, en células mayores, por division mitdtica (lectinas mitogénicas).
Propiedad que facilita la observacion de cromosomas Yy permite detectar aberraciones
cromosomicas, asi como patologias relacionadas con las mismas. Por tanto podrian ser usadas
como antigenos no especificos. Desde el punto de vista inmunoldgico, eso permite indagar sobre
los mecanismos por medio de los cuales “un antigeno es adsorbido a la membrana celular,
estimulando el crecimiento del linfocito, su division, y finalmente la produccion de anticuerpos”.
[\VVan Driessche y otros, 2000, p. 149]

6.2.Naturaleza y mecanismo de accién de las lectinas

Las lectinas se definen como una amplia variedad de proteinas distribuidas en plantas,
microorganismos y en tejidos de vertebrados e invertebrados. La mayoria de las lectinas de las
plantas se encuentran en las semillas de los cotiledones (en el citoplasma o en el cuerpo proteico)
y suponen hasta un 10% del nitrégeno total, aunque también se pueden encontrar en hojas, tallos,
cortezas y frutos. A nivel celular, las lectinas son sintetizadas, procesadas y transportadas como
proteinas que se sintetizan en el reticulo endopldsmico rugoso y posteriormente se acumulan en
vacuolas.

Estas proteinas, se encargan de reconocer de manera especifica carbohidratos,
aglutinan células y precipitan glicoconjugados, no poseen actividad enzimatica, con excepcion
de las lectinas ribotoxicas (RIPs), y no se generan como consecuencia de una respuesta inmune.

Las lectinas vegetales participan en las interacciones entre las bacterias que fijan
nitrdgeno con la raiz de las plantas del genero leguminosa (la bacteria infecta la raiz de
leguminosa originando un nédulo que fija nitrégeno en forma de amonio). Tienen actividad

mitogénica y pueden tener efectos protectores frente a patdgenos, entre otras funciones. La
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especificidad de diferentes lectinas por diferentes carbohidratos permite explicar la capacidad
hemaglutinante de las lectinas. Cuando se conoce la especificidad del carbohidrato que se une a
las proteinas que aglutinan los glébulos rojos, se pueden denominar lectinas. Si se desconoce el
carbohidrato especifico que aglutina los hematies, estas proteinas pueden denominarse
fitohemaglutininas. [Rincdn Alonso, 2014]

Las interacciones entre lectinas y monosacaridos se caracterizan por ser tipicamente
débiles y de afinidad baja, con constantes de afinidad en el rango de los milimolares. En
comparacion con la especificidad que presentan las interacciones enzima-sustrato, las lectinas
muestran una especificidad menor. [Carrero Berzal, 2010]

En adicion, las lectinas muestran alta afinidad y especificidad por las glicoproteinas y
glicolipidos expresados en la superficie celular, lo cual representa una condicién fundamental
para la funcion de reconocimiento celular tipico de estas estructuras quimicas. Las lectinas
también, forman interacciones con oligosacéridos especificos, por medio de una asociacion
polivalente, la cual requiere de muchas interacciones poco intensas en lugar de una Unica

interaccion de gran intensidad. [Carrero Berzal, 2010].

7.Lectinas vegetales
7.1.Generalidades

Las lectinas vegetales pueden reconocer de manera especifica carbohidratos a través
de enlaces tipo puente de hidrogeno, iones, interacciones hidrofébicas, entre otros. EI dominio de
reconocimiento a carbohidrato puede ser dividido en dos sub-sitios. EI primero corresponde al
lugar donde se produce la interaccion con el monosacéarido. El segundo, llamado sitio extendido,
participa en la interaccion con oligosacaridos mas complejos. [Hernandez Cruz y otros, 2005]

En la tabla [1] se muestran algunos ejemplos de especies vegetales que contienen

lectinas y el correspondiente monosacéarido con el que manifiestan afinidad.

20



Leonardo Dandeu Tesina Lic. en Hemoterapia

Monosacarido Especie vegetal Abreviatura de las lectinas
o-D-manosa, a-D-glucosa Canavalia ensiformis ConA
Lens culinaris LCA
B-galactosa, N-acetil-a-D- Ricinus communis RCA
galactosamina Glycine max SBA
Arachis hypogaea PNA
Amaranthus leucocarpus ALL
N-acetil-p-D-glucosamina Triticum vulgare WGA
a-D-fucosa Lotus tetragonolobus LTA
Ulex europeus UEA
a-N-acetilneuraminico Limulus polyphemus LPA

Tabla [1]. Algunas especies vegetales que contienen lectinas, utilizadas para el estudio de glicoproteinas y su

clasificacion segun su especificidad hacia monosacéridos. [Hernandez Cruz y otros, 2005]

7.2.Estructura molecular de lectinas vegetales

La clasificacion actual de las lectinas se basa en su estructura molecular. De esta
manera, se ordenan en seis familias [Hernandez Cruz y otros, 2005]:

A — lectinas de leguminosas; estan constituidas por dimeros, trimeros o tetrameros de
subunidades idénticas, con peso molecular de ~30 kDa. Cada subunidad tiene un sitio de union a
carbohidrato que poseen iones metalicos: Mg?*, Ca®* 0 Mn®* y se organizan en doce hojas p
antiparalelas enlazadas formando bucles.

B — Lectinas con dominio de tipo heveina o especificas de quitina; suelen presentar
dos subunidades iguales y de manera contraria a las lectinas de leguminosas, son ricas en
cisteinas. Una de las subunidades esta provista de cuatro dominios tipo heveina. Cada uno de
ellos tiene un sitio de reconocimiento de carbohidrato que no requiere de la presencia de iones

metalicos.

21



Leonardo Dandeu Tesina Lic. en Hemoterapia

C — Lectinas de monocotiledoneas especificas a manosa; son tetraméricas. Cada uno
de los mondmeros tiene una secuencia de 36 aminoacidos (repetidas tres veces) y 12 kDa de
peso molecular. El lugar de reconocimiento a carbohidrato presenta cuatro hojas B que corren
entre si de manera antiparalela y se mantienen unidas por giros.

D - Lectinas en forma de prisma f o del tipo jacalina; son lectinas tetraméricas
glicosiladas. Cada subunidad presenta una cadena pesada o y una cadena liviana B y esta
formada por tres hojas B antiparalelas que se disponen constituyendo la forma de un prisma
triangular.

E - Lectinas relacionadas con proteinas inactivadoras de ribosomas; son muy
toxicas. Presentan dos cadenas: cadena A, las cual es responsable de las propiedades toxicas de
estas lectinas; y cadena B, que es la que manifiesta funcion de lectina. Ambas cadenas son
distintas entre si y unidas por puentes disulfuro.

F — lectinas tipo amaranto; estas moléculas tienen dos mondémeros con dominios N y
C, unidos entre si a través de una hélice 3'°. Cada uno de estos dominios manifiesta forma de
trébol .

Previamente, se clasificaron de acuerdo a la “estructura de sus dominios por Van
Damme en 1988, [Gallego Rubio, 2014, p. 7]. Asi, se consideraban merolectinas las que s6lo
poseen un sitio de union a carbohidratos; quimerolectinas aquellas con dos o mas dominios
“dispuestos en tandem”, ademas de otro aislado; hololectinas a las lectinas constituidas por dos o
mas dominios de union a carbohidratos y finalmente, superlectinas que integrarian un grupo de
quimerolectinas formados por dos 0 mas sitios de union a carbohidratos, puestos en tandem, pero

de estructura y funcion diferentes.

La figura [3] representa la estructura molecular de ConA generada por medios

bioinformaticos.
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Top sheet

Carbohydrate-
binding site

Back sheet  Front sheet

Figura [3]. Estructura tridimensional de ConA. [a] Estructura terciaria del monémero. [b] Lamina [ trasera
plana antiparalela de seis hebras (en rojo), una lamina 3 frontal de siete hebras (en verde) y una hoja superior de
cinco hilos unidos por bucles de varias longitudes (en rosado). [c] Dimero de ConA. [d] Tetramero de ConA.
[\Varki y otros, 2009]

En la figura [4] se muestra un dibujo que representa los seis tipos de lectinas
descriptos anteriormente segun su estructura. En recuadro, la representacion de una lectina de

Amaranthus, de interés particular en el presente trabajo.
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Figura [4]. Representacion en el espacio de la estructura de lectinas descriptas. [1] Lectinas de leguminosas. [2]
Lectinas con dominio tipo heveina. [3] Lectinas especificas de manosa. [4] Lectinas del tipo jacalina. [5]
Lectinas inactivadoras de ribosomas. [6] Lectinas de amaranto. [Hernandez — Cruz y otros, 2005]

7.3.Especificidad lectinas vegetales - monosacaridos

Se ha demostrado que las lectinas pueden reconocer carbohidratos de determinada
secuencia, de manera que la especificidad hacia estos compuestos se mantiene entre proteinas de
una misma especie. Por ejemplo, lectinas capaces de discriminar entre galactoa y N-acetil-D-
galactosamina (GIcNAc). [Hernandez Cruz y otros, 2005]

7.4.Especificidad lectinas vegetales — oligosacaridos

En lo que respecta a oligosacaridos, las lectinas también pueden manifestar afinidad,
sea en posicion terminal o en posicion intermedia. Un ejemplo estaria representado por las

lectinas de ConA y LCA, que presentan afinidad por moléculas oligosacéridas similares pero no
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iguales. Esto es asi, porque las dos lectinas reconocen estructuras oligosacaridas que se
mantienen unidad por enlaces tipo N-glicosidico con una asparagina en una cadena proteica.

[Hernéndez Cruz y otros, 2005]

7.5.Sitio de reconocimiento en lectina vegetales

Las lectinas que pertenecen a la misma familia, presentan ciertas homologias en sus
estructuras, tales como su secuencia aminoacidica, su disposicion tridimensional, etcétera. Pero
ademas de esto, y de acuerdo a lo expresado por Herndndez Cruz y otros [2005], una de las
caracteristicas mas analizadas de las lectinas, desde el punto de vista estructural, es el punto de
reconocimiento hacia carbohidratos. Este sitio - o dominio - de reconocimiento se puede dividir
en un sitio que se corresponde con la region de interaccion con el monosacarido, y otro, el
denominado sitio extendido, que es el que da lugar a la interaccion con oligosacaridos mas
complejos. Este dato es de gran importancia en cuanto a las variedades de efectos bioldgicos que

manifiestan lectinas que presentan igual especificidad hacia un monosacérido.

7.6.Funcidn fisiologica de las lectinas vegetales

Si bien han sido purificadas lectinas de tejidos de diferentes taxones de plantas, la
mayoria de los conocimientos actuales acerca de las lectinas, proviene de estudios que se han
llevado a cabo sobre leguminosas. Dentro de un organismo vegetal, las lectinas desarrollan
diversas funciones, algunas de las cuales ya fueron numeradas en el presente trabajo de
investigacion. Desde el punto de vista operacional, las aplicaciones de las lectinas varian desde
la localizacion de glicoconjugados, hasta su aislamiento y caracterizacion. A continuacion, se

detallan estas implicancias, de acuerdo a lo expresado por Van Driessche y otros [2000]:
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7.7.Aplicaciones tecnoldgicas

Tipificacion de grupos sanguineos: como se ha mencionado anteriormente, algunas
lectinas vegetales reconocen de manera muy especifica ciertos determinantes de grupos
sanguineos. Hoy en dia, se utilizan lectinas anti-A, anti-A;, anti-B, anti-O (H) y otros. Esta es la
propiedad en la que se enfocar esta investigacion.

En el diagnostico clinico: las lectinas pueden ser usadas como herramientas en la
deteccion de transformaciones malignas celulares. Poseen actividad antiretroviral por tanto
podrian ser utilizadas para combatir el Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).
También podrian ser usadas como transportadoras de farmacos por via oral. Como marcadores
fluorescentes o con biotina en estudios histoldgicos, en la identificacion de patégenos, como
marcadores en técnicas histoquimicas y de microscopia, entre otras funciones.

Actividad antiviral: muchas de las lectinas conocidas como RIPs, que corresponden a
aquellas que poseen actividad enziméatica N-glicosidasa, ejercen su accion de forma irreversible
en los ribosomas de ARN ribosomal, inhibiendo asi la sintesis de proteinas, como asi también
sobre &cidos nucleicos, actuando como DNasas, antivirales, entre otros. la mayoria de las RIPs
gue manifiestan actividad antiviral, al menos hacia virus vegetales, son RIPs de tipo I, con una
excepcion conocida, que corresponde a la RIPs tipo 1l de Eranthis hyemalis. Estas moléculas
ejercen su accién de manera directa sobre las particulas virales o &cidos nucleicos del virus a
través de su actividad polinucle6tido: adenosina glicosidasa. En una segunda instancia, las RIPs
ingresarian a al citosol de las células infectadas de forma selectiva, provocando la destruccion de
la maquinaria de sintesis proteica evitando asi que el virus no puede desarrollar su ciclo. [Carpio,
2016]

Actividad antibacterial: las investigaciones respecto a este tema, sugieren que el rol
que ejercen las lectinas vegetales en la defensa de la planta contra bacterias es indirecto, y se
basa en interacciones entre éstas y los carbohidratos de la pared celular bacteriana o los glicanos
expresados en su superficie celular, como por ejemplo, la lectina de papa, [Sequeira, 1977, citado
de Carpio, 2016]; en bloqueos del movimiento bacteriano en la interfase aire-agua, como es el

caso de la lectina de Datura stramonium. [Broekaert, 1986, citado de Carpio, 2016]
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Actividad antifungica: al igual de lo que ocurre con las bacterias, las lectinas
vegetales ejercen un efecto indirecto sobre las células fungicas, dado que no pueden penetrar a su
citoplasma por la existencia de la pared celular. Este accionar indirecto estaria relacionado con la
capacidad de union de las lectinas a carbohidratos de superficie. No se conoce la actividad
antifangica de todas las lectinas purificadas. [Peumans, 1995, citado de Carpio, 2016]

Actividad insecticida: en este caso, la lectina se liga a algin receptor glicoproteinico
de la superficie celular del epitelio intestinal del insecto, dando lugar a que el insecto sea
repelido, que su crecimiento se vea retardado, o bien muera. Aun asi, los mecanismos de accion
de las lectinas vegetales en estos casos es poco conocida. [Zhu y otros, 1998, citado de Carpio,
2016]

Actividad antitumoral: existen varios estudios, tanto in vivo como in vitro, que
revelan que las lectinas pueden ejercer actividad antitumoral, es decir, inhibicién tanto en el
crecimiento de la masa tumoral, como asi también en la induccién del desarrollo de éste por
carcindgenos. No todas las lectinas aisladas y purificadas han sido estudiadas desde este punto de
vista. [Carpio, 2016]

aglutinacién dc células por lectinas

) receptor de lectina
IX lectina bivalente

Figura [5]. Representacion esquematica de aglutinacion eritrocitaria mediada por lectinas con dos sitios de

union a carbohidratos. Recuperada de Van Driessche y otros [2000]

La mayor parte de las lectinas reaccionan con preferencia con las regiones terminales

de los carbohidratos, pero también lo hacen con las regiones internas o ramificaciones de las
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cadenas de carbohidrato. Se conoce que, en el caso de lectinas de leguminosas, la accion
hemaglutinante puede estar relacionada a la presencia de iones metalicos presentes en su
estructura. A veces, ciertas lectinas necesitan la presencia de iones Ca*?, Mg** y Mn*? como
requisito para el mantenimiento activo de sus sitios de union y conservar asi la actividad
hemaglutinante. De las leguminosas se conoce que sus lectinas tienen un sitio hidrofébico que
media la union de compuestos no polares. Esto permite sugerir que la estabilidad de la molécula
se alcanza mediante interacciones hidrofébicas. Estos sitios hidrofobicos constituyen cavidades
en la estructura molecular, permitiendo desempefiar un rol biolégico importante o potenciar las

funciones de las lectina en el vegetal. [Calderd, 1990, citado de Salgado Telpalo, 2006]

8.Amaranto
8.1.Género Amaranthus

El amaranto, como cominmente se lo conoce, es una planta que comenzé a cultivarse
hace alrededor de 5000 afios y constituy6 la base alimenticia de civilizaciones precolombinas,
como la azteca, inca y maya, al mismo nivel de importancia que el maiz y otros cereales.
Geograficamente, el origen del amaranto se atribuye a areas distribuidas a traveés de México,
sudoeste del actual Estados Unidos y parte de Centroamérica (particularmente, Amaranthus
cruentus y Amaranthus hypochondriacus). En América del Sur, las regiones de cultivo
corresponden a &reas andinas, sobretodo: sur de Ecuador, Perd, Bolivia y norte de Argentina.
Con la colonizacion de América, el amaranto fue conocido en otras regiones del mundo, tales
como Europa, Africa y Asia. El género Amaranthus, nombre derivado del griego que significa
inmarcesible, es decir, que no se marchita, por la textura escariosa de sus flores, comprende mas
de 50 especies herbaceas, en su mayoria anuales. Se conocen diez especies didicas (Agreggii, A.
arenicoa, A. watsoni, A. palmieri, A. tamariscinus, A. floridanus, A. tubercuatus, A. australis, A.
cannabinus y A. acanthochiton) mientras que el resto son monoicas. Las especies dioicas son
originarias de América del Norte, las especies monoicas, en cambio, se distribuyen desde el sur

de los Estados Unidos de América hasta Argentina y Chile. [Sanchez y otros, 2013]
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En general, las especies de este género tienen un metabolismo de tipo C4, que le
otorga la propiedad de ser mas eficientes en el uso del agua, y por tanto acrecentar su
productividad. [Becker, 1989, Aphalo y otros, 2004, citados de Castel y otros, 2010]

8.2.Composicidon Quimica del género Amaranthus

En ocasiones, el grano de Amaranthus es considerado un pseudocereal.
Quimicamente, su compuesto principal es el almidon (aproximadamente, 50%), pero es valorado
fundamentalmente por su contenido de lipidos y proteinas. Posee ademas niveles elevados de
calcio, fosforo, magnesio, hierro, zinc, cobre, entre otros. [Becker, 1981, Breene, 1991, Tosi y
otros, 2001, Marcilio y otros, 2003, citados en Castel, 2010]

Se estima el contenido proteico del Amaranthus en torno al 16%, algo superior al de
los cereales mas consumidos, como trigo, maiz y arroz. De ese contenido, alrededor del 2%
corresponde a lectina. [Calderdn de la Barca y otros, 1987]. En la tabla [2] se compara el
contenido proteico en diversas especies vegetales.

La semilla de Amaranthus presenta fracciones proteicas que corresponden a:
albuminas, globulinas y glutelinas, cada una de las cuales se diferencia en su solubilidad. Es
importante destacar que en un aislado proteico de Amaranthus, la proporcion de cada una de las
fracciones, como asi sus propiedades funcionales estan en directa relacién con el método de
extraccion utilizado.

Respecto a la lectina de Amaranthus, algunas investigaciones sugieren que se trata de
una glicoproteina (3,69% de carbohidratos totales), formada por dos subunidades cuyo peso
molecular es de 26,68 y 28,43 kDa, respectivamente. Mantiene su actividad bioldgica estable a
pH entre 6,0 a 8,0 y a temperaturas que oscilan entre 25 a 60°C. Estos datos se grafican en la
figura [6]. [Salgado Telpalo, 2006]
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Figura [6]. Curvas de bioactividad de lectina de Amaranthus a diferente pH y temperatura.

Ademés contienen &cidos grasos polisaturados, que son importantes por su valor
nutritivo y son de utilidad en la industria farmacéutica debido a que presentan propiedades

emulsificantes y gelificantes, asi como otros compuestos. Ver tabla [3]. [Greizerstein, 1995]

Especie Proteina
Amaranto 13,6 - 19,0
Cebada 9,5-17,0
Maiz 94-14,2
Arroz 7,0-10,0
Trigo 11,0-14,0
Centeno 9,4-14,0

Tabla [2]. Contenido total de proteinas del Amaranto comparado con los principales cereales. [FAO, 1997]

En la tabla [3] se detalla la composicién quimica de Amaranto:

Composicion quimica Peso (100 g materia seca)
Proteina 13,9- 19
Carbohidratos 71,8
Lipidos 6,1-8,1
Fibra 35-50
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Cenizas 3-33
Energia (Kcal) 391
Ca (mg) 130
P (mg) 164
K 800

Tabla [3]. Composicion quimica de la semilla de Amaranto (por 100 gramos en base seca). [FAO, 1997]

Ha sido comprobado el incremento exponencial del componente proteico en semillas

de Amaranto, en cultivares expuestos a fertilizantes en un ciclo de cultivo. [Pifiuel y otros, 2014]

8.3.Capacidad antioxidante de semillas de Amaranthus

Ya se ha mencionado que los tejidos vegetales, y en particular la semilla, poseen
diversos compuestos bioactivos, entre ellos, los antioxidantes. Se pueden definir como sustancias
que favorecen la integridad celular al prevenir la oxidacion al inactivar los radicales libres.
[LOopez Mejia y otros, 2014]. De esta manera, el mecanismo de accion de los antioxidantes
consiste en evitar la oxidacion de biomoléculas por los radicales libres. [Halliweell y Gutteridge,
1998; Fang y otros, 2002, citados de Castel, 2010]

De acuerdo a Lopez Mejia y otros [2014], éstos han sido profundamente estudiados
debido a sus posibles usos en areas como la industria alimentaria y cosmética. Los principales
antioxidantes son: las vitaminas C y E, los carotenoides, los flavonoides y los compuestos
fendlicos.

A continuacion, se detallan caracteristicas biologicas de las variedades y especies de
Amaranto seleccionadas para el desarrollo del presente trabajo. Alli también, se detalla una breve
caracterizacion de la soja, de cuya semilla se prepararon extractos que fueron utilizados como

control (negativo).

31



Leonardo Dandeu Tesina Lic. en Hemoterapia

8.4.Caracteristicas botanicas generales del género Amaranthus

En los proximos parrafos se caracterizaran brevemente y de manera individual las
caracteristicas botanicas de los genotipos del género Amaranthus analizados en este trabajo. Sin
embargo, en términos generales, se puede indicar que las plantas se dispersan por medio del
viento o la lluvia. Luego de la maduracién y la caida de las semillas, la planta muere. Se
reproducen, fundamentalmente, por autofecundacion. [Greizerstein, 1995]. Dentro de este grupo,
se encuentran especies cultivadas como hortalizas, productoras del grano, forrajeras, tintdreas,
ornamentales. Figura [7].

Figura [7]. Ejemplar de Amaranthus. Gentileza de: INTA-Anguil y UNLPam.

8.5.Amaranthus hypochondriacus

Las plantas de la especie Amaranthus hypochondriacus son herbaceas y se definen
como anuales, de tallo simple o con presencia de ramificaciones y que pueden alcanzar una

altura de hasta tres metros. De hojas simples, de forma eliptica y alternas y de apice agudo.
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Presencia de inflorescencia muy densa y con espigas. Las semillas son caracteristicas de color

blanco, dorado, café y negro. [Grubben y otros, 1981, citado de Sanchez y otros, 2013]

Figura [8]. Amaranthus hypochondriacus. Recuperado de: http://www.uky.edu/ccd/production/crop-

resources/gffof/amaranth

8.6.Amaranthus cruentus

Amaranthus cruentus se define como una planta herbacea, erecta y con alturas que
puedan alcanzar los dos metros. El tallo se presenta generalmente simple y a veces ramificado.
Las hojas son elipticas y de &pice agudo. Las inflorescencias bien desarrolladas presentan
espigas. Las semillas pueden ser de color marrén, negras, blancas y amarillas. [Grubben y otros,
1981, citado de Sanchez y otros, 2013]
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Figura [9]. Amaranthus cruentus. Recuperado de: https://www.mullerseeds.com/amaranthus-cr-velvet-

curtains.html

8.7.Amaranthus caudatus

Amaranthus caudatus se define como una planta anual, herbacea, de tallo poco
ramificado, con un desarrollo de altura de hasta dos metros. Forma de hojas variable, la
inflorescencia presenta espigas largas y de forma colgante y de apariencia glomerular, aspecto
muy caracteristico en esta especie. Las semillas son blancas de reborde rojo o de color rosado y

negro. [Grubben y otros, 1981, citado de Sanchez y otros, 2013]
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Figura [10]. Amaranthus caudatus. Recuperado de: https://www.po.flowerscanadagrowers.com/our-

products/3739/amaranthus/caudatus

8.8.Amaranthus pumilus

Los ejemplares de Amaranthus pumilus son anuales, bajos y de escaso crecimiento.
Presentan hojas carnosas de color verde oscuro y apariencia redondeada, de aproximadamente 2
cm de longitud. Estas hojas de presentan agrupadas en las puntas de los tallos, los cuales suelen
ser rojizos. Son plantas monoicas y sus semillas pueden presentar un tamafio de 2 a 2,5 cm.
[Bucher y Weakley, 1990]

Figura [11]. Amaranthus pumilus. Recuperado de: https://www.fws.gov/northeast/njfieldoffice/pdf/shanjfact.pdf
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8.9.Glycine max. (Soja)
8.9.1.Efecto aglutinante de lectina de soja

La soja, cuyo nombre cientifico es Glycine max, es una especie perteneciente a la
familia de las leguminosas (Fabaceae). Su cultivo se ha extendido, principalmente, por el
contenido proteico y de aceite de su semilla. [SINAVIMO, 2014]

De acuerdo a los resultados obtenidos en un estudio efectuado por Rodriguez y otros,
[2004], se concluyd que no existe evidencia macroscopica de hemaglutinacion de lectinas de
soja, aunque observaciones efectuadas con técnicas de microscopia permitieron demostrar la
existencia de aglutinados.

En otros estudios se observd que la lectina de soja manifiesta selectividad hacia la N-
acetilgalactosamina. Esta lectina se une también a la galactosa presente en el colageno,
produciendo la precipitacion de estas proteinas en solucion [Sharon, 1977, citado de Micucci y
otros, 1987]

9.Conceptos generales de inmunologia de grupos

sanguineos
9.1.Antigenos y anticuerpos

Los anticuerpos, o inmunoglobulinas, constituyen proteinas plasmaticas que se
sintetizan en el organismo como respuesta a la exposicion de éste a un antigeno. Presentan una
diversidad y especificidad inmensas en lo que refiere a la posibilidad de reconocer estructuras
extrafas, siendo los principales mediadores en la inmunidad humoral. [Abbas, 2012]. Esta
especificidad se debe a que son capaces de reconocer determinantes antigénicos (epitopos). Las
cinco clases de inmunoglobulinas son: IgM, IgG, IgA, IgE e IgD. Todas estas moléculas de
anticuerpos presentan una estructura similar, pero las regiones que unen antigenos presentan gran
variabilidad. [Kindt, 2007]
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A modo de ejemplo, en la figura [12] se ilustra la estructura cristalina de

Inmunoglobulina G (1gG).

Figura [12]. Estructura cristalina de 1gG. [Abbas, 2012]

Un antigeno es, entonces, una sustancia con capacidad de desencadenar una respuesta
inmune en el organismo, generando la sintesis de anticuerpos especificos. En el caso de los
grupos sanguineos, los antigenos pueden ser tanto proteinas como glicoproteinas estructurales de
la membrana de los eritrocitos. Los anticuerpos pueden interactuar fundamentalmente con la
cadena polipeptidica o de carbohidratos y las cadenas de glicolipidos. La gran mayoria de las
proteinas que se expresan sobre la superficie eritrocitaria se presentan glicosiladas. [Garcia
Arbeléez, 2009]

10.Antigenos de membrana eritrocitarios
10.1.Concepto de grupo sanguineo

Un grupo sanguineo es una caracteristica heredada que se expresa sobre la superficie

de los eritrocitos y puede ser reconocida por el anticuerpo especifico correspondiente. Un
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sistema de grupo sanguineo esta constituido por “antigenos heredados como grupo”. [Garcia
Arbeléez, 2009, p. 49]

A continuacion, se caracterizan brevemente los antigenos de membrana eritrocitarios,
segun la American Asociation of Blood Banks [2015] que se utilizaran en los ensayos del
presente trabajo. Las descripciones se enfocan hacia la composicién glucidica de las moléculas

antigenicas.

10.2.Grupos sanguineos ABO, H, Lewis y antigenos relacionados

Los antigenos de los sistemas de grupos sanguineos ABO, H, I, Lewis y P estan
definidos por epitopes de carbohidratos en las glicoproteinas y glicolipidos. La sintesis de estos
antigenos depende de la accion de enzimas que en conjunto reciben el nombre de
glicosiltransferasas. Las mismas residen en el aparato de Golgi y su funcion radica en la adicion
de azucares especificos, de acuerdo a una secuencia especifica y a través de enlaces estéricos o
anoméricos (enlace-a; enlace-p), a las cadenas de oligosacéridos en crecimiento en los

glicolipidos y glicoproteinas.

10.3.Sistema ABO

El sistema ABO es el mas importante en el &mbito de la medicina transfusional y
trasplante de 6rganos. En el tejido sanguineo, los antigenos del sistema ABO se pueden expresar
en los eritrocitos, las plaquetas e inclusive en diversas proteinas circulantes en plasma. También
se presentan en otros tejidos, como el endotelio, intestino, pancreas, corazén, entre otros. El
sistema ABO consta de cuatro fenotipos mayores; A, B, O y AB. Cada uno de estos se determina
por la presencia o ausencia de dos antigenos, sea A o B en los eritrocitos. El sistema ABO
también se define por la presencia o ausencia de anticuerpos naturales, que van dirigidos hacia

los antigenos A y/ 0 B ausentes.
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Los antigenos A y B estan definidos por tres epitopes, cada uno de los cuales presenta
un azucar terminal ligado a glicolipidos y glicoproteinas. El antigeno H se define por una ol = 2
fucosa terminal, donde dos enzimas distintas de fucosiltransferasa (FUT) se encargan de
sintetizar este antigeno: la FUT1 (gen H) y FUT2 (gen secretor). Resulta ser el precursor
biosintético de los antigenos A y B. En el caso del antigeno A, se adiciona una N-acetil-
galactosamina a la subterminal galactosa del antigeno H, en enlace a 1 - 3. Asi, queda
determinado el antigeno A. En el caso del antigeno B, se adiciona una galactosa oo 1 > 3 a la
subterminal galactosa. De esta manera queda determinado el antigeno B.

En individuos cuyas células expresan el AB, tanto la N-acetil-galactosamina como la
galactosa son sintetizadas. En individuos de grupo O no se sintetiza ninguna de las dos
estructuras. De manera que estos individuos solo expresan el antigeno H.

En el fenotipo Bombay, tanto el antigeno A como el B estan ausentes producto de la ausencia del
precursor del antigeno H.

El antigeno H esta bien expresado en eritrocitos de grupo O, dado que los individuos
de grupo O no poseen el gen funcional ABO. En aquellos con grupo A o B, la proporcién de
antigeno H es menor, debido a que el H se transforma en antigeno A 'y B.

En la préctica puede utilizarse la lectina de anti — H de Ulex europaeus, con el fin de determinar
la cantidad de antigeno H, basada en la aglutinacion. Se representa de la siguiente manera:
O>A,>B>A,B>A;>A;B. EI H estad relacionado con las funciones de adhesion celular,

diferenciacion hematopoyética, neoplasias, entre otras.

10.4.Sistema Lewis

El sistema de grupo sanguineo Lewis manifiesta dos antigenos principales, Le*y Le®, y
se expresa en tres fenotipos comunes: Le(a+b-), Le(a-b+) y Le(a-b-). Se pueden expresar en otras
celulas. No son sintetizados en los eritrocitos, sino que son “adsorbidos pasivamente en las
membranas eritrocitarias a partir de una mezcla plasmatica de glicolipidos solubles, con la

estructura del antigeno Lewis”.
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10.6.Sistema Rh

El sistema de grupo sanguineo Rh es, luego del ABO, el mas importante. Existen dos
genes que codifican los antigenos CDE. En la actualidad, la terminologia del sistema Rh incluye
antigenos, genes y proteinas. Los antigenos se indican como: D, C, ¢, E y e. Los genes se
designan con letras mayusculas: RHD y RHCE. Las proteinas son: RhD, o Rhce, RhCe, RhcE y
RhCE, segun los antigenos especificos que posean.

En la mayoria de los casos, los fenotipos D negativos se deben a la supresion del gen
RHD. Si un individuo D negativo se expone al RhD, se induce la sintesis de anticuerpos anti-D,
los cuales, al reaccionar con los antigenos correspondientes, pueden ocasionar Enfermedad

Hemolitica Feto-neonatal.

10.7.Sistema MINS

Este sistema de grupo sanguineo comprende 46 antigenos. De la misma forma que
ocurre con el Rh, parte de la complejidad de este sistema es debido a la recombinacion entre
genes homologos.

10.8.Sistema Kell

La denominacion correcta de este sistema es K o KEL1. Este es el primer antigeno
identificado luego del descubrimiento de la prueba AGH en el afio 1946.
El antigeno antitético de este sistema es el k 0 KEL2.
El sistema Kell incluye 32 antigenos.
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10.9.Sistema Duffy

El sistema Duffy incluye 5 antigenos que que se encuentran en la glicoproteina
codificada por el gen Duffy. El polimorfismo de este sistema incluye la presencia de los
antigenos Fy* y Fy®, que dan lugar a cuatro fenotipos: Fy(atb-), Fy(at+b+), Fy(a-b+) y Fy(a-b-).

10.10.Sistema Kidd

Los antigenos del sistema Kidd son tres, y se ubican sobre una glicoproteina que
presenta 10 dominios de membrana, con las terminales N y C del lado intracelular, y el sitio N-

terminal para la glicosilacion extracelular.
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11.Antecedentes de estudios realizados

En el afio 2004, un equipo llevé a cabo un estudio denominado “Caracterizacion del
efecto aglutinante de lectinas de la familia de las Fabéaceas sobre los eritrocitos humanos
mediante el andlisis de imdgenes”. En el mismo, los autores evaluaron las caracteristicas y
dimensiones de los aglutinados formados por la interaccidn de lectinas extraidas de plantas de la
familia de las Fab&ceas y los carbohidratos expresados en la membrana eritrocitaria. Para ello se
valieron del uso de iméagenes digitales y analizaron los resultados obtenidos calculando el ASP,
esto es, Agglutination Shape Parameter. Como conclusién del estudio efectuado, los autores
establecieron que es posible emplear dicho calculo como un parametro adicional de calidad
cuando se utilizan preparados de lectinas en el laboratorio inmunohematolégico. [Rodriguez y
otros, 2004]

En el afio 2012, se efectud un estudio titulado “Aplicacion de lectinas vegetales como
reactivos inmunohematolégicos”. En el mismo, utilizaron numerosos extractos de lectinas
vegetales que usaron como reactivos hemoclasificadores. Prestaron atencion a ciertos parametros
de calidad del reactivo y de acuerdo a los resultados obtenidos, concluyeron que deben ampliarse
los estudios vinculados a la union lectina-carbohidrato, ya que el uso de estos extractos seria de
utilidad en el laboratorio inmunohematol6gico. [Lebensohn y otros, 2012]

Un estudio publicado en 2012, expone de qué manera una lectina de origen vegetal
presenta afinidad por el antigeno T de la membrana eritrocitaria, el cual no se encuentra
normalmente expuesto en la superficie celular y su expresion debe inducirse previamente a la
exposicion de éste con la lectina por la accion de neuraminidasas de origen microbiano. Este
estudio demostrd que este tipo de proteinas vegetales presenta afinidad hacia carbohidratos de

membrana. [Balaguera Gualteros y otros, 2012]
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En 1978, se publica un estudio en el que se expone una investigacion en la que se
describe el aislamiento y caracterizacion de la lectina de raiz de diversos vegetales, donde se
demuestra que la cantidad de proteina varia segun: especie de planta considerada, edad de la
planta y érgano examinado. Ademas, incluyen una técnica para la extraccién de la lectina de raiz
de Haba. [Navarro y otros, 1978]

Un trabajo publicado en 2016, revela informacion muy interesante vinculada a lectinas
de Amaranthus hypochondriacus. En este estudio, se buscO determinar la actividad
antiproliferativa de las lectinas, por lo que fueron purificadas y testeadas teniendo en cuenta
diversas caracteristicas fisicoguimicas, como asi también la propiedad hemaglutinante, que
resultd positiva. Este trabajo aportd datos de gran valor y puso de manifiesto la posibilidad

reactiva de al menos una especie de este género. [Mengoni y otros, 2016]
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12.Diseno metodologico

El presente trabajo de investigacion es de tipo cuantitativo y de alcance descriptivo,

correlacional, explicativo y de disefio experimental.

12.1.Variables a medir:

Caracteristicas quimicas de los extractos de semillas:
-Presencia de proteina.
-Perfil proteico general de los extractos.

-Poder antioxidante.

Bioactividad y selectividad de los extractos de semillas frente a eritrocitos
seleccionados:

-Presencia o ausencia de aglutinacion.

-Intensidad de aglutinacion.

-Tiempo de aglutinacion.

12.2.Recoleccion de la informacién empirica

La unidad de andlisis corresponde a cada uno de los siete extractos de semillas de las
variedades y especies seleccionadas del género Amaranthus que se cultiven en la Region

Semiarida Pampeana.
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La muestra corresponde a las semillas seleccionadas de cultivares de la Region
Semiarida Pampeana que fueron utilizadas para la produccion de los extractos.

La poblacién o universo corresponde al conjunto de semillas de los genotipos del
género Amaranthus cultivados en la Region Semiérida Pampeana.

13.Materiales y métodos

13.1.Materiales de origen bioldgico
13.1.1.Muestras de semillas de Amaranthus

En este estudio fueron analizadas semillas provenientes de plantas del género
Amaranthus, derivadas del INTA-Anguil de la provincia de La Pampa. Estas muestras se
produjeron en el marco del Programa: Amaranto: investigacion y actividades destinadas a su
promocion e insercion en la sociedad. Universidad Nacional de La Pampa-INTA-CONICET-
Comunidad Econémica Europea.

Si bien algunos de los ejemplares estudiados provienen de diversos puntos
geograficos, correspondientes a genotipos producidos en esos respectivos lugares, como se
expone en la tabla [4], en todos los casos, el cultivo y posterior cosecha, se llevd a cabo en el
area agropecuaria de la Facultad de Agronomia, de la Universidad Nacional de La Pampa,
Argentina; (S: 36° 32, 726°, W: 64°, 18, 721°, 220 msnm). El suelo del campo en cuestion se
clasifica como Aplustol éntico y el cultivo se efectué en temporada estival. [Reinaudi y otros,
2011]

En la tabla que se muestra a continuacion, se detallan los nombres de las variedades y
especies seleccionadas para la preparacion de los extractos a ensayar, como asi también su
procedencia geogréafica original. EI nimero secuencial que se utiliz6 para rotular cada uno de los

extractos, se mantuvo a lo largo de todo el trabajo.

45



Leonardo Dandeu Tesina Lic. en Hemoterapia

NuUmero de extracto Variedad/especie y origen
Ex1 Amaranthus cruentus var. Morelos (México)
Ex2 Amaranthus cruentus cv. Candil (Rio Cuarto, Argentina)
Ex3 Amaranthus cruentus var. Tarasca morfotipo mexicano (México)
Ex4 Amaranthus cruentus var. Amont (USA)
EX5 Amaranthus hypochondriacus 280 FK-FH1 (Hungria)
Ex6 Amaranthus caudatus L. CAC 48A (Pert)
Ex7 Amaranthus pumilus RAFIN K 340 (Republica Checa)

Tabla [4]. Genotipos y origen de Amaranthus evaluadas. Se incluye, ademas, el nimero que se le asigné a cada

extracto a lo largo de todo el trabajo, segun el ejemplar considerado.

Una vez cosechadas las semillas y realizados los analisis agropecuarios pertinentes,
parte de la cosecha fue destinada a la realizacion de este trabajo.

13.1.2.Muestras de eritrocitos

Para la preparacion de las suspensiones de eritrocitos al 4% v/v, se utiliz6 sangre
entera, recolectada con anticoagulante EDTA (&cido etilendiaminotetraacético), proveniente de:

-pacientes ambulantes adultos, sin patologias diagnosticadas,

-caninos adultos sin patologias diagnosticadas, provenientes de laboratorio bioguimico
veterinario,

-se utilizaron ejemplares de ratas machos de la cepa Wistar, con un peso aproximado
de 250 gramos y mantenidas en bioterio. Estas fueron alojadas en grupos de cinco individuos,
durante siete dias antes del inicio de los ensayos. Las ratas tuvieron permanentemente acceso
libre a agua y alimento, excepto cuando las condiciones experimentales imponian otros
requisitos. Los animales permanecen en jaulas aisaladas, con un ciclo luz/ oscuridad 12:12 (luz
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de 8:00 a 20:00 horas) y a temperatura ambiente controlada 22°C (+/- 1°C). La extraccion de
sangre de las ratas fue efectuada entre las 9:00 y las 11:00 horas. Los animales fueron

anestesiados mediante inyeccion intraperitoneal de una solucion de ketamina (50 mg/Kg).

13.1.3.Reactivos y solventes

Para la preparacion de los extractos de semillas y lavado de eritrocitos, se utilizd
solucidn salina, solucion estéril de cloruro de sodio NaCl al 0.9% (p/v) en agua (Laboratorios
Delva, Republica Argentina).

Para la tipificacion de eritrocitos ABO RhD, se emplearon reactivos de anticuerpos
monoclonales: anti — A; anti — B y Anti - D (Rho).

Se emplearon suspensiones de eritrocitos reactivos al 2-4% como paneles para la
deteccion de anticuerpos irregulares (Reagent Red Blood Cells for detection of unexpected
antibodies, Panoscreen®), a los fines de contar con eritrocitos de fenotipo conocido para los
siguientes antigenos de membrana: D, C, E, ¢, e, M, N, S, s, Py, Le®, Le®, K, k, Fy?, Fy®, Ik, JK".

Proteinas totales AA para método colorimétrico de deteccion de proteinas (Wiener
lab, Republica Argentina).

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo, D-9132, para la determinacién del poder antioxidante.
(Sigma lab).
Para la preparacion de los extractos por solventes, se utiliz6 hexano al 100%

(Ciccarelli, Republica Argentina) y etanol al 100% (Ciccarelli, Republica Argentina).
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13.2.Métodos
13.2.1.0btencién de los extractos

La preparacion de los extractos se efectud, con algunas modificaciones, de acuerdo al
método 2-16, propuesto en el Manual Técnico de la American Asociation of Blood Banks
[AABB], para la preparacion y utilizacion de lectinas.

Para la preparacion de la harina de las semillas para los extractos, las mismas fueron

trituradas en un molinillo apropiado, luego conservadas en papel madera y protegidas de la luz.

Para cumplir con los objetivos de este estudio, partimos del material seco y molido
correspondiente a las semillas de las variedades y especies seleccionadas. Se determind el peso
seco de cada una de las muestras molidas, obteniéndose los siguientes valores, detallados en la
tabla [5]:

Numero de extracto | Peso (en gramos)
1,006 g
1,003 g
1,002 g
1,001 g
1,000 g
1,000 g
1,006 g

~N| o o B W N -

Tabla [5]. Peso seco (en gramos), de cada una de las muestras de harina obtenidas de las variedades y especies de

Amaranthus seleccionadas.

1 - Se coloco 1,000 gramo de la harina obtenida de cada una de las variedades y especies de
semillas molidas, en siete tubos conicos, cada uno de los cuales fue rotulado como se indica en la
tabla [4].
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2 - En cada tubo se adicionaron 15,00 mL de solucién salina (solucion estéril de cloruro de sodio
NaCl al 0.9% (p/v) en agua) y cada tubo se agit6 en vortex durante 3-5 minutos.

3 - Se incubd a temperatura ambiente durante 12 horas y luego a 8°C.

4 - Luego de ese tiempo, cada tubo se agitd nuevamente en vortex durante 3-5 minutos.

5 - Cada uno de los sobrenadantes fue filtrado y trasvasado a otros tubos.

6 - Cada sobrenadante fue centrifugado durante 5 minutos a 3500 rpm.

7 - Los extractos quedaron listos para su uso.

13.2.2.Determinacién de las caracteristicas quimicas y evaluacion de la

estabilidad y bioactividad selectiva de los extractos

Para determinar las caracteristicas quimicas y evaluar la estabilidad y bioactividad de
los extractos, se desarrollaron diversos métodos para estudios fitoquimicos.

En primera instancia, fue analizada la presencia de proteinas, ademas de un perfil
proteico preliminar, para verificar si el método de extraccion era apropiado a las finalidades del
estudio.

En segundo término, se determind, de manera semicuantitativa, el poder antioxidante,
con el fin de explorar si el método de extraccion salina facilitaba la obtencion de este tipo de
compuestos.

En una tercera instancia, se procedio a realizar un ensayo de estabilidad durante 10
dias, para evaluar si las propiedades biolégicas del extracto se mantenian intactas durante ese
periodo de tiempo. Para cumplir con este objetivo, el extracto total fue dividido en fracciones,
una parte de ellas fueron conservadas en la heladera, a 8°C vy las otras fracciones congeladas a -
20°C. Durante ese periodo de tiempo, algunas fracciones fueron retiradas un dia después, 3 dias,
6 dias y 9 dias despues, tanto del freezer como de la heladera para determinar de forma
semicuantitativa la presencia de proteinas y la bioactividad frente al DPPH. Ademas, a lo largo

de todos los ensayos efectuados, se evalud la estabilidad de los extractos bajo determinados
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periodos de tiempo luego de su preparacion, hasta un maximo de un mes, tanto en aquellos
conservados a 8°C como en aquellos reservados en -20°C.

En adicion, con el objetivo de evaluar su potencial actividad hemaglutinante, fue
realizado un ensayo piloto de aglutinacion con estos extractos, los cuales fueron comparados con
extractos preparados 12 horas antes del experimento, conforme a la metodologia abajo descripta.

Finalmente, se continuo con los ensayos de hemaglutinacion enfrentando los extractos
con los eritrocitos seleccionados para tal fin. En esta instancia también se utilizaron los extractos
obtenidos a partir de una purificacion parcial, utilizando el método de extraccion por solventes.

El extracto obtenido por este método s6lo fue probado con eritrocitos de roedor.

13.2.3.Determinacion de la presencia de proteinas

Para la determinacion de la presencia de proteinas en los extractos en estudio, se
utilizo el kit de proteinas totales AA. La reaccion colorimétrica se efectud para cada uno de los

extractos en estudio, en tubos cénicos y se utilizé un control blanco.

13.2.4.Determinacién del perfil proteico general de los extractos. Geles de
proteinas de poliacrilamida

La electroforesis se define como un método analitico-semipreparativo, por medio del
cual se separan biomoléculas, de acuerdo a su carga y otros factores por la accién de un campo
eléctrico. Desde el punto de vista analitico, la electroforesis presenta alta sensibilidad, poder de
resolucion, entre otros y hace posible la separacion de proteinas, &cidos nucleicos y otras
moléculas, a partir de mezclas.

Para la electroforesis en gel, es usado usualmente como soporte la poliacrilamida,
debido a sus propiedades. [Garcia Pérez, 2000]

Con la finalidad de caracterizar las proteinas presentes en los extractos de las distintas

variedades y especies de Amaranthus seleccionadas, fue aplicada la técnica de electroforesis en
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gel de proteina. Para realizar los geles se partio de 1.000 gramo de semillas trituradas, las cuales
fueron dejadas en 1,000 mL de solucion salina por 24 horas; luego fueron centrifugadas y del
sobrenadante se tomaron 100,0 pL, que fueron mezclados con 20,00 puL de Buffer Laemmli 6x,
después se realiz6 la migracion en gel al 10 % por 4 hs a 100 V. Luego para la visualizacién de
las proteinas se procedio a tefiir el gel con Azul de Coomassie (colorante derivado del

trifenilmetano).

13.2.5.Evaluacion del poder antioxidante

De acuerdo a lo expresado por Kuskoski y otros [2005], la capacidad antioxidante de
un extracto o de una mezcla no esta dada sélo por la suma de la capacidad antioxidante de cada
uno de sus componentes, sino que también esta relacionado con el microambiente en el que se
interacttan dichos compuestos. Las interacciones entre si pueden generar efectos sinérgicos o
inhibitorios.

En la practica, existen diversos métodos para analizar la actividad antioxidante de
extractos vegetales. Para el trabajo in vitro, suele utilizarse un método consistente en determinar
el poder antioxidante del extracto en cuestion sobre sustancias “cromogenas de naturaleza
radical”, produciéndose la pérdida de color de manera proporcional con la concentracion. De
todas maneras, la evaluacion de la capacidad antioxidante que se realiza in vitro sélo nos brinda
una idea aproximada de lo que ocurre in vivo, donde los eventos suelen ser mas complejos.
[Kuskoski y otros, p. 727, 2005]

En esta investigacion se optd por emplear el método DPPH. Este es un radical libre
que se puede obtener si previa preparacion.

En una etapa siguiente, se realizo la determinacion del poder antioxidante con la unica
finalidad de explorar si el método de extraccion con solucion salina no alteraba esta propiedad
biolégica del mismo. Se procedié segun el método de DPPH en placas de CCD, descripto por
Blois, [1953].
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13.2.6.Ensayos de aglutinacion de eritrocitos

En una primera etapa de ensayos, se opto por enfrentar una suspension de eritrocitos
humanos de expresion antigénica desconocida a los fines del presente trabajo, es decir, se
desconocian los fenotipos de antigenos de membrana relacionados a grupo sanguineo expresados
por dichas células. El objeto de esta primera instancia fue la deteccion de fitohemaglutininas en
los extractos en estudio, pero no la selectividad de éstas en caso de manifestarse aglutinacion.

Se realiz6 la colecta de sangre entera con anticoagulante EDTA y se dispuso a la
preparacion de suspensiones de eritrocitos al 3%, de acuerdo al método 1-6, propuesto en el
Manual Técnico de la American Asociation of Blood Banks (AABB). Se suspendieron en NacCl al
0.9% (p/v), aproximadamente 10 volimenes. Estos eritrocitos en suspension se centrifugaron en
las condiciones previamente descritas. El sobrenadante fue descartado y se repitié el lavado dos

veces Y los eritrocitos se suspendieron en NaCl, dil 4% v/v.

13.2.7.Determinacion de la capacidad de aglutinacion frente a eritrocitos de
antigenos de membrana desconocidos

La evaluacion fue realizada en placas de Petri para facilitar la lectura macroscépica en
caso de existir aglutinacion débil.

Se pipetearon ~50,00 puL de la suspension de eritrocitos, a las cuales se agregaron
~50.00 pL del extracto vegetal, la solucién resultante fue mezclada con varilla de vidrio y dejada
en reposo a temperatura ambiente por un corto periodo de tiempo (60-120 segundos). Luego de
transcurrido los dos minutos, se observo el grado de aglutinacion macroscopicamente y se
efectud la interpretacion de los resultados, los cuales se registraron de acuerdo al siguiente indice
por cruces: (-): Aglutinacion inexistente; (1+): aglutinacion débil; (2+): aglutinacion mediana;

(3+): aglutinacion fuerte; (4+): aglutinacién completa.

52



Leonardo Dandeu Tesina Lic. en Hemoterapia

13.2.8.Determinacioén de la capacidad de aglutinacion de eritrocitos ABO RhD

positivos

Para la determinacién de la capacidad de aglutinacion de eritrocitos ABO RhD
positivos, se seleccionaron muestras de sangre entera, extraidas con anticoagulante EDTA y
conservadas en tubos de Kahn a 8°C dentro de las 48 horas en que fueron tipificadas.

Cada una de las muestras fue previamente tipificada de acuerdo a la presencia o
ausencia del antigeno de membrana ABO RhD correspondiente, con los reactivos de anticuerpos
monoclonales correspondientes.

Los anticuerpos monoclonales son aquellos que se originan a partir de una unica clona
de célula B, es decir, especificos para un epitopo determinado.

Brevemente, el procedimiento para la produccion de anticuerpos monoclonales
consiste en la fusion de una célula B que sintetiza anticuerpo de manera normal, con una célula
derivada de mieloma. El producto de esta fusion es una célula hibrida, o hibridoma, la cual
mantiene la caracteristica de crecimiento inmortal de la célula de mieloma y secreta el mismo
anticuerpo producido por la célula B. Este tipo de anticuerpos es muy Util para uso reactivo.
[Kindt, 2007]

13.2.9.Paneles reactivos para la identificacion de anticuerpos irregulares

Con el fin de enriquecer la investigacion y orientar los estudios hacia una posible
aplicacion en la clinica, se optd por efectuar ensayos consistentes en enfrentar los extractos
vegetales en estudio, con viales comerciales para la deteccién de anticuerpos irregulares,
entendiéndose el empleo analogo que se pretende dar, en este caso, a los anticuerpos y a las
fitohemaglutininas en estudio. De esta manera, nos aproximamos a la exploracién de la potencial
especificidad que podrian representar estas moléculas frente a antigenos de membrana
eritrocitaria. En la tabla [6] se indican los antigenos presentes (+) y ausentes (0) en cada uno de

los viales utilizados. Cada uno de los siete extractos fue enfrentado con ambos viales.
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Tabla [6]. Antigenos del panel.

13.2.10.Aislamiento de lectina por precipitacion

Los extractos obtenidos son sometidos a tratamientos que separan las proteinas en
diferentes fracciones, basados en algunas propiedades de la molécula, como tamafio, carga, entre
otros. Este proceso se llama fraccionamiento.

Las primeras fases en este proceso suelen utilizar diferencias en la solubilidad de las
proteinas.

Segun Tejeda y otros [2011], existen multiples factores que afectan esta solubilidad;
como la temperatura, el pH, la fuerza ionica, la constante dieléctrica del medio, entre otros. Cada
uno de estos factores puede ser usado para purificar los productos de precipitacion, como pueden
ser proteinas. La naturaleza anfotérica de las proteinas, es decir, que presentan regiones
hidrofilicas e hidrofobicas, provoca la generacion complejas interacciones en un medio acuoso.

Las proteinas se precipitan a través de una técnica que permite el aumento de la fuerza
ionica del medio, con la consecuente disminucion de la solubilidad. Cantidades necesarias de una
sal agregada a la solucion de proteinas, causan la disminucién de la interaccion proteina-agua
porque elimina la capa de solvatacion, predominando la interaccion proteina-proteina y
generando la precipitacion de las mismas. La concentracion salina a la que se produce la
precipitacion no es igual para todas las proteinas, lo que permite usar esta propiedad para la
separacién y purificaciéon de ciertas proteinas a partir de mezclas complejas. Cominmente se
utiliza sulfato de amonio (NH4),SO, para este fin, debido a su gran solubilidad y porque el ion

sulfato divalente permite alcanzar altas fuerzas ionicas. La adicion gradual de esta sal permite el
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fraccionamiento de wuna mezcla de proteinas, las cuales son precipitadas pero no
desnaturalizadas.

A los fines del presente trabajo, se efectud una centrifugacion diferencial y la siguiente
precipitacion salina con distintas concentraciones de (NH4),SO4 de la fraccion soluble.

A continuacion se describen las diferentes etapas del método:
1 — Se colocd 1.000 gramo de semillas trituradas en un tubo conico con etanol, por 24 horas y
posteriormente refrigerado a 5°C.
2 — Luego se incorpor6 hexano con el fin de obtener dos fases y separar las sustancias indeseadas
del extracto.
3 — Con posterioridad, el etanol fue separado en rotaevaporador.
4 — Se adiciono solucion salina NaCl 0.9% (p/v).
5 — El homogeneizado se filtr6 y centrifugo a 10000 rpm, durante 20 minutos varias veces, hasta
alcanzar un aspecto transparente.
6 — Se extravaso el sobrenadante resultante para proseguir con el proceso de precipitado.
7 — El precipitado se logr6 mezclando el sobrenadante con sulfato de amonio (NH,4),SO, y
centrifugando la mezcla durante 10 minutos a 10000 rpm.
8 — El producto resultante se disolvio en tres volumenes de solucion salina NaCL 0.9% (p/v) y
centrifugd durante 15 minutos a 3500 rpm. Este procedimiento se repitié con la finalidad de
eliminar los restos de sulfato de amonio.

9 — El producto final se conservo en freezer a -20°C.
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14.Resultados y discusiones
14.1.Muestras

En la figura [12], se pueden observar las semillas enteras y trituradas de uno de los
genotipos de Amaranthus. EI material triturado fue conservado en un tubo conico, protegido de

la humedad y de la luz durante el tiempo que duraron los ensayos.

Figura [12]. Semillas de Amaranthus y harina obtenida luego de la molienda.

14.2.Determinacion de las proteinas totales en los extractos

Luego de la obtencion de los extractos, cada una de las muestras fue evaluada en
cuanto a la presencia de proteinas, conforme la metodologia antes descripta. En la figura [13] se
pueden observar las diferentes muestras y la presencia de coloracion (azul). Esto indica la

existencia de proteinas en los extractos, en relacion al blanco usado como referencia.
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A B

Figura [13]. Determinacion de proteinas de los diferentes extractos de Amaranthus.

14.3.Determinacion del perfil proteico general de las semillas seleccionadas
para el estudio

Las especies de amaranto estudiadas mostraron unos perfiles semejantes con presencia
de un patron de bandas comunes, aunque también se aprecian diferencias cualitativas y
cuantitativas que podrian ser usadas para realizar el analisis taxondémico de estas plantas.

Como se observa en la figura [14], la banda de mayor peso hallada se estima en
proteinas de un peso de ~20 kDa, el cual podria coincidir con el peso molecular correspondiente

a lectina.

Figura [14]. Perfil proteico de las semillas provenientes de los diferentes genotipos de Amaranto.
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14.4.Evaluacion del poder antioxidante

En la figura [15], se observa el poder antioxidante de los diferentes extractos frente al
radical DPPH, el resultado positivo se observa a simple vista debido a que se producen manchas
claras sobre un fondo azulado. Para esto fueron aplicadas dos concentraciones distintas de los
extractos y asi se pudo corroborar de manera semicuantitativa el poder antioxidante de los

mismos.

Figura [15]. Ensayo semicuantitativo de DPPH, en placa cromatogréafica, de los diferentes extractos de

Amaranto.

14.5.Ensayos de aglutinacion de eritrocitos

Los resultados preliminares que se obtuvieron fueron satisfactorios, dado que la
actividad aglutinante de los extractos obtenidos frente a eritrocitos de origen humano, de grupo
sanguineo desconocido, fue positiva, demostrando asi la presencia de lectinas en los mismos. Por
otro lado, los ensayos permitieron comprobar sistematicamente, que las fitohemaglutininas
presentan estabilidad de reaccion, tanto a temperatura ambiente, como luego de ser conservadas
a 8°C y -20°C, dentro de las 48 horas y hasta mas de treinta dias luego de la preparacion de los
extractos correspondientes. Figura [16].

Es importante destacar, que el control de extracto de semilla de soja preparado para tal
fin, no mostrd actividad hemaglutinante macroscépica frente a estos eritrocitos. Tomando como

referencia los antecedentes de estudios efectuados en relacion a estos extractos y su
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comportamiento frente a eritrocitos ABO y antigenos relacionados, se decidié no continuar con

el uso de los mismos en las etapas de ensayos siguientes.

La determinacion de aglutinacion y la consideracion de su intensidad fueron

determinadas luego de pasados 120 segundos de iniciada la reaccion de hemaglutinacion. En la

tabla [7] se muestran los resultados de reaccion del extracto de soja con una suspension de

eritrocitos de grupo sanguineo desconocido. Estos resultados se ilustran también en la figura [16-

8].

ERITROCITOS ANTIGENOS DE MEMBRANA DESCONOCIDOS

Extracto control Aglutina Tiempo

Intensidad

Glycine max (soja) NO 120

Tabla [7]. Resultados de reaccion del extracto de soja con eritrocitos antigenos de membrana desconocidos.

5 6 7 8

Figura [16]. Ensayos de aglutinacién correspondiente a los 7 extractos de los genotipos de Amaranthus, respecto

al control de Soja (N°8), que resultd negativo.

(Control)
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14.6.Ensayos de aglutinacion de eritrocitos. Panel selector de anticuerpos

Luego de enfrentar cada uno de los extractos con los viales | y Il del panel, se

obtuvieron los siguientes resultados, detallados en la tabla [8]:

Tesina Lic. en Hemoterapia

VIAL |
Extracto Aglutina Tiempo Intensidad a 120’
Ex1 Si 120 3+
Ex2 Si 120" 2+
Ex3 Si 120" 3+
Ex4 Si 120" 3+
EX5 Si 120" 2+
Ex6 Si 120" 2+
Ex7 Si 120" 2+
VIAL 11
Extracto Aglutina Tiempo Intensidad
Ex1 Si 120” 2+
Ex2 Si 120 2+
Ex3 Si 120” 2+
Ex4 Si 120 2+
EX5 Si 120” 2+
Ex6 Si 120" 2+
Ex7 Si 120 1+

Tabla [8]. Resultados de reaccion de los extractos de Amaranthus con los viales.
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14.7.Determinacion de la capacidad de aglutinacion de eritrocitos ABO RhD

positivos, eritrocitos caninos y eritrocitos de roedor

Después de enfrentar cada uno de los extractos con las muestras de eritrocitos A, B, O,
D; eritrocitos caninos Yy eritrocitos de roedor, se obtuvieron los siguientes resultados, detallados
en la tabla [9], donde se detalla: la presencia o ausencia de aglutinacion; en caso afirmativo, el

tiempo de corte de la mismay su intensidad en ese tiempo, medida en cruces.

ERITROCITOS A

Extracto Aglutina Tiempo Intensidad
Ex1 Si 120> 3+
Ex2 Si 120 3+
Ex3 Si 120"’ 2+
Ex4 Si 120 3+
EX5 Si 120"’ 4+
Ex6 Si 120’ 4+
Ex7 Si 120 2+

ERITROCITOS B

Extracto Aglutina Tiempo Intensidad
Ex1 Si 120° 4+
Ex2 Si 120° 4+
Ex3 Si 120° 3+
Ex4 Si 120° 3+
EX5 Si 120° 4+
Ex6 Si 120° 4+
Ex7 Si 120° 2+

Extracto Aglutina Tiempo Intensidad
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ERITROCITOS O

Extracto Aglutina Tiempo Intensidad
Ex1 Si 120 4+
Ex2 Si 120” 3+
Ex3 Si 120 3+
Ex4 Si 120" 3+
EX5 Si 120" 2+
Ex6 Si 120" 4+
Ex7 Si 120 2+

D

Extracto Aglutina Tiempo Intensidad
Ex1 Si 120” 3+
Ex2 Si 120" 2+
Ex3 Si 120 3+
Ex4 Si 120" 2+
EX5 Si 120 2+
Ex6 Si 120” 3+
Ex7 Si 120” 2+

CANINO

Extracto Aglutina Tiempo Intensidad
Ex1 Si 120 4+
Ex2 Si 120” 3+
Ex3 Si 120" 3+
Ex4 Si 120 4+
EX5 Si 120” 2+
Ex6 Si 120 3+
Ex7 Si 120” 3+
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ROEDOR
Extracto Aglutina Tiempo Intensidad
Ex1 Si 120" 3+
Ex2 Si 120 3+
Ex3 Si 120” 2+
Ex4 Si 120 3+
EX5 Si 120” 2+
Ex6 Si 120 2+
Ex7 Si 120 2+

Tabla [9]. Resultados de reaccidn de los extractos de Amaranthus con eritrocitos de tipo A, B, O, D y de canino y

roedor.

Ademas de ser enfrentados a cada uno de los extractos obtenidos por el método de
extraccion de lectinas con solucién salina, los eritrocitos de roedor se enfrentaron al producto

obtenido por precipitacion, manifestdndose también en ese caso reaccion de hemaglutinacion.
La siguiente grafica de dispersion representa los datos detallados en las tablas [7], [8]

y [9]. La misma resulta de la sumatoria de cruces efectuada para cada tipo de eritrocito empleado
en los ensayos.
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Grafica [1]. Intensidad de aglutinacion segun tipo de extracto.

14.9.Discusiones sobre este trabajo

El objetivo general de esta investigacion, fue detectar la presencia de
fitohemaglutininas en extractos de semillas de siete genotipos del género Amaranthus que
provengan de cultivares de la Region Semiarida Pampeana y evaluar la posible selectividad que
éstos muestren especificamente hacia sustancias con capacidad antigénica presentes en la
superficie de los eritrocitos; es decir, encontrar fitohemaglutininas con funcién de lectina.

En una instancia primaria, en cada uno de los extractos en estudio fue analizada la
presencia de proteinas, con el unico fin de verificar si el método de extraccion salina resultaba
adecuado a los fines de este estudio. Ademas, se realizd un perfil proteico preliminar, para
detectar la existencia de fitohemaglutininas en los extractos.

La evaluacion del poder antioxidante tuvo como objetivo principal enriquecer los
datos relativos a la quimica de los extractos, visualizandolos como potenciales reactivos de
tipificacion sanguinea. En general, los extractos se presentaron estables a lo largo de un periodo
de al menos treinta dias desde su produccidn, conservados tanto a 8°C como a -20°C y
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efectuando las reacciones a temperatura ambiente. Seria interesante profundizar en este tipo de
estudios fitoquimicos y de estabilidad.

Finalmente, para la exploracion de la existencia y actividad de lectinas en los
extractos, se optd por hacer uso de la técnica de hemaglutinacion que, como se menciono en el
presente trabajo, es la reaccion que deja manifiesta las interacciones entre las lectinas existentes
en los extractos y los glicanos expresados en las superficies celulares.

Investigaciones preliminares basadas en la busqueda de lectinas de origen vegetal en
diversos extractos, ya han reportado la existencia de lectinas en algunas especies de Amaranto,
que se observaron manifiestas en reacciones de hemaglutinacion, como es el caso del
Amaranthus hypochondriacus, especie de la cual se preparan reactivos de tipificacion, como se
menciond en los antecedentes; aunque no se reportaron pesquisas en lo que concierne a la
exploracion de estas moléculas en semillas de cultivares controlados en esta region del centro
argentino, ni en lo que refiere, particularmente, a una de las especies analizadas en esta
investigacion: Amaranthus pumilus. Resulta interesante identificar la zona geogréafica donde se
cultivaron los diferentes genotipos, porque, como se indico, las condiciones de cultivo pueden
condicionar la composicion de factores antinutricionales en las semillas; ademas de la
posibilidad de producir ejemplares en el territorio de la Pampa Humeda.

Muchos de los estudios que anteceden al presente, han tenido como objetivo principal
la deteccidn y posterior analisis estructural de lectinas, fundamentalmente orientados a estudios
de estructura proteica o de interacciones lectina-carbohidrato. Si bien los datos recabados en esos
analisis son necesarios para profundizar, por consiguiente, en las propiedades funcionales y
alcances biomédicos futuros de estas moléculas, a los fines practicos, el presente trabajo buscé
dar una aproximacion a la posibilidad de hacer extensivo el uso de estos extractos ricos en
lectinas en el banco de sangre, empleando métodos de extraccién sencillos y econdmicos.

Es interesante mencionar que, aunque las intensidades de aglutinacion fueron, en
términos generales, intensas (3+ a 4+), hubo marcadas diferencias entre los tres tipos de
eritrocitos seleccionados, siendo particularmente débiles las aglutinaciones correspondientes a
los viales. Tanto los extractos obtenidos a partir del método por extraccion salina, como aquellos
obtenidos por precipitacion con solventes, demostraron ser positivos a los ensayos, lo que
sugiere que el primero resulta un buen método para extraccion de lectinas. Los resultados a los
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que se arribd hasta aqui permiten predecir comportamientos selectivos con consecuente
especificidad de grupo por parte de lectina de los géneros de Amaranthus seleccionados.

Seria de gran importancia proseguir con los ensayos de hemaglutinacion, usando la
mayor cantidad posible de muestras y cruzando los resultados obtenidos en cuanto a las
presencia o0 ausencia de aglutinacion e intensidad de ésta, debido a que el uso de suspensiones de
eritrocitos en los ensayos realizados fue limitado. También seria menester proseguir con ensayos
mas complejos, como por ejemplo, provocar la inhibicion de la aglutinacion con glicidos
seleccionados o estudios de estructura proteica de lectinas. En el primero de los casos, la
resultante es que se puede determinar hacia qué glucido presenta afinidad la lectina, lo cual es
fundamental si los analisis estdn orientados en la bdsqueda de especificidad hacia grupos

sanguineos.
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15.Conclusidén

Los ensayos efectuados, demostraron que al enfrentar los extractos en estudio con los
eritrocitos seleccionados, se produce la aglutinacion de éstos, quedando asi manifiesta la
capacidad aglutinante de los extractos y por lo tanto, la presencia de lectinas en ellos. Asi mismo,
no se demostrd la ausencia de aglutinacion en ningln caso, pero dado que la reaccion no
presentd uniformidad en cuanto a: especie del extracto, tipo de eritrocito seleccionado, a la
intensidad y al tiempo de reaccion, se sugiere la existencia de selectividad, y por tanto
especificidad de lectina, hacia ligandos que podrian estar relacionados a antigenos de membrana

de grupo sanguineo.
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