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RESUMENZ . . ARSI ' ‘

En los 1animales'f establecido que el

de prote‘ del’ ‘suero, denominadas

la presencia

Iﬁmunoglobulinas. En 1? hvgrtebrados se considera

que dicho mecanismb.dé

protef nas conocxdas com

'~QQer>pfe5entan las
lectinas en Elrmecanlsmn de. deFensa de 165 1nvertebradns. en el
presente estudio‘ se plantearon como ‘objetivosz el aislar,
purificar vy caractefizar quimicgmggtgi;arlectina del suero del
langostino de agua dulce Macrobrachiun rosenbergti fDe Man), asi

como determinar su especificidad por carbohidratos, esto con 1la

‘finalidad de determinar si realmente existe la participacién de



esta b;'dtréizn"a; -

& Feconocimiento-celular..entre. lo_

aiespeciesd

obtenidos ‘del- Centr

Morelos. E1 proces@' de

filtracion ‘indica.

aproximadamente ‘14 KDa,

1.4 y  punto- isaelé_c!v::’rico zentr

ests compuesta principéin{éﬁtér,,ppk glutamico
y aspartico; la porcién g‘rlic:-anic'a"cntht'iehé ét:idofv.‘:si‘éli;:u,,
galactosa, manosa vy N—acetil—D—glucosafniﬁa. La lé:ti)ns agllut'ina
unicamente eritrocitos de rata vy conejo; dicl-;a a}:t.iVidad es
inhibida especificamente por los azucares N-acetilados: N-sialil
lactasa (a—-2,86) y N-acetil-D-lactosamina (B-1,4), el glicdsido
o-D-galactosamina—i-fosfato, y por las glicoproteinas: fetuina,
mucina de 1la glandula submaxilar bovina, asi como por las
glicoproteli nas obtenidas de 1la membrana de los eritrocitos de
rata. El hecho de que la lectina de M, rosenbergii (De Man),
reconozca principalmente eritrocitos de rata y conejo los cuales

tienen un  alto contenido de acido O-—-acetil sijialico, y dicha

actividad sea inhibida por estructuras que poseen acido sialico,



nos permite suponer que éste ce_\rb‘ohiidr'a:to qumai pa“‘xir‘tre‘ imbqrtaﬁtel

del receptor para 1la

dependiente - de: Ca”_ 5

temperatura 'r'nben‘c')»r de"Z:SO 2c.

Yy se comporta estable.

oo Esta ‘hemaglufi ninai
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(DE,MAN) .(CRUSTACEA.DECAFDDA)

En EI"puﬁéﬁci

,de txpo celula

'que participan ciertos Factnres como las lectlnas con la funcidn:

AISLANIENTD., PURIFICACIDN ;Y ;
LECTINA PRESENT: EN LA~ HEMDLINFA

El grupo de:los’i

de' especies animales

artrépodus pued‘ n;smu deﬁréépﬁesta

51stema “de’ la

prcFenoloyxdasa. Formac1én de- nddulos encapsulac1on melanétlca y

la: c1tot0x1c1dad' o bxen po

na'respuesta de tipo humoral. en la

especi fica de reconocimiento de lo no-propio,  y- ‘algunos .
bactericidas como las lisozimas, cecropinas .y atacinas

cuales, se ha propuesto que pueden ser activados

eéspecifica.e inespecifica-{1,-2).

Las lectxnas comprende al grupo de prnteinas que tzenen

la capac1dad de reccnocer y..unir especiF1camente estructuras de



carbohidratos, por esta ,razén;rwlaﬁ ‘51éE£iH;§f"

Qlicncunjhgados en solucién o agLutinah“‘ﬂ
““po¥ 1o ‘que ‘se-les ha denominado también he
'_lés'ihvertebradas estas proteil nas se han’

fplasma'y/o asociadas a la membrana de hemotitds {4

lLa presencia de las lectinas en la hém;LiAFa-CAé Lus;i
crustaceos actualmente es tema de interés en el Area ae 15’
patologia de invertebrados, aungue la funcidn de las lectinas en
diversas especies de invertebrados aun noe ha sido determinada
claramente, se sugigre que estas protelnas estiAn presentes sobre
ia membrana de hemocitos Yy funcionan como receptores,
participando en el reconocimiento vy enlace de particulas
extrafias, favoreciendo la ingestidén por los fagocitos (4). Se ha
propuesto también que la presencia de lectinas con diferente
especificidad por carbohidratos, aigladas ya sea entre especies
diferentes o individuos (por ejemplc de érganos sexuales,
huevecillos © hemolinfal), pueden presentar diversas actividades
biolégicas como es el reconocimiento entre lo prnpio'y no—-propio,

el incremento de la fagocitosis o la regulaci®én metab&élica (5, b,

7).

Actualmente se cuenta con varios reportes sobre la presencia
de aglutininas en diversas especies de los invertebrados (8). En
particular para el grupo de 1los crustaceos deciapodos se ha

detectado la presencia de lectinas en 18 especies, de las cuales




(para prevenir o.-manipt

'sﬁ_ participaéi& :

‘ff Riéiéf5Ia,hemaglutinina presente en;;afheﬁoliﬂfé;
: délf‘ langostino. = de agua - dulce: ‘ ! m

:Qsénbergii (De Man).

2. "Purificar la lectina presente renzielns

rosenbergii (D.). :

3. Caracterizar

propiedades

langostino.

4. Determinar  la eshecificidad de la lectina de M

rosenbergii (D.) por estructuras de carbohidratos.

Esto” con la’ Finalidéd‘;de,_conncer las . caracteristicas

.quimicas y. fisicas de la prptegnékqQé pﬁobablemente participa en

el mecanismo  de defensa:. en "langQStiﬁgiraé agua dulce M.

rosenbergii (D.),



II.

no‘est , resencia de las lectinas en

emocitos permite’ suponer que

las iettings jarticipan .en Iaje}imina;iéh'dé patégenos.

En la langosta americana Homarus americanus ‘H. Milne, ‘se: han

llevado a cabo ensayos .de reconocimiento ‘hacia loino—propio,fy se '

ha ‘sugerido que las - bacterias .son. recor idas “por - factores

élﬂlas“

presentes en la hemolinfa o SDb;E jlai:mémsr;nav dé.
fagociticas, como en el caso particulér,déii§ agiQtinaﬁi$n‘de la
bacteria patdgena Gaffkya homart pér la;heﬁolinFa de’ esta especie
(9, 10). En el cangrejo australiano Parachaeraps bilcarinatus se
demostrd que 1la resistencia a la infeccidén por 1la bacteria
Pseuwdomonas sp. se puede incrementar si el organismo es
previamente vacunado con bacterias Gram negativas o endotoxinas,
lo cual sugiere que se provoque un aumento en la actividad de las
células fagociticas, tal propuesta podria  ser corroborada al

comparar la actividad fagocitica in  witro de hemocitos del

cangrejo P, bicarinatus normales e inmuhizadbé (11 Tambien se
Mytilus edults

Linnd, vy de la oreja de mar ApLQsiq allfornice ' Cooper,




participan,én_ladfagopitdsié,_aéfﬁéﬁdarae"

onté\cfo"zcon la
hemnl1nFa (12 13)' Dtros’ trabajos 1n¢1;g,‘qq9.la préséécia de la
lectxnai,én el ' suero del ‘erﬁtaééér:%q?;éﬁééfapsn bicarinatus
determina- - la fagocitosis de eritrocitos de carnero, sugiriendo
que la especiFicidad de la hemaglutinina esta relacionada con la
act1v1dad opsun1zante del suero, lo cual tambien se ha reportado
para el cangrEJu del arrecife Ozius truncatus (4), incluso se ha
’_c’;bserva_do que la actividad aglutinante de la lectina purificada
. .de’ la’ pupa ‘del’ gusano . .de. seda del roble dntherasc pernyt

{Buérin-Méreville), se 1ncrementa al’ ipocular al organismo con

bacterias de Eschez‘l.chia 'coLL (14). 'Estas son evidencias de que
las lectinas acttan: ‘humoral . facilitando el
reconocimiento de 1o na “acuna fagocitosis.

mas eficiente (15, 16&6).

Se ha observado que las 'lectinas ambxér\ par‘t1|:1pan en el

transporte y almacenamiento de cal|:1n 'Y de a,_ucar'es para el
crecimiento del esqueleto en moluscos, lo cual se sugiere por la
capacidad que tlenen éstas prutel nas par'a organizar moléculas o
complejos moleculares facilitando el paso de sehales a traves de
la membrana (17, 18). Otros i‘nvestigadores proponen que la

lectina del camardn arafa’ o centollo europeo Maja sguinade

{Herbst) participa en la rf‘e‘gdiaéién de la metamorfosis ya que




y a‘'las diFéréntes etapas.de 0s organismos,: se bha

repoftado que;existe Qna act1y1qédfagiﬁ§ HantéﬁaiéniFicétivamente

‘mAs alta ‘en el,ysuéto1fdé; ihdiViduosi'machbs del cangrejo azul

'CaLLinetLésfsdbiﬂﬁskRéthbup, en comparacién con las hembras (Z0).

De~igﬁéf‘ﬁéﬁera;
con 1a5idi%érentes
eiémhlé;“‘;;’ ha
hemagluténiha ma
coco Birgﬁégidt

individuos: Sve
SINTESI

sitios en los cuales se ori

artrépodos. En investigaciones




en el citoplasma y en las vacuolas en’dés;QE }D

S cuatréré{bgé de

c¢lulas presentes en ésta especie;’ de manera’ interesante se

quservé que tales hemocitos -al éEfAtEé£;d N t’cipﬁéximida no
se identificaron con los anti;ﬁefpoéiaﬁfi?letﬁina;“éiﬁ embargo,
los hemocitos pueden ser identificados nueyamente por los
anticuerpos anti-lectina, cuando los hemocitos son incubados sin

cicloheximida por un tiempo de 24 hrs, por lo cual se sugiere que

las hemaglutininas son sintetizadas en los hemocitos (22, 23).

En el gusano de seda Hyalophora cecropia (Linnaeus), se ha
logrado inducir la sintesis y secrecidén de lectina a partir de
hemocitos cultivadogbﬁn vitro no asi de adipohemocitos (24), sin
embargo, en la mosca de la carne Sarcophaga sp. Akihiro y Natori
(25) han logrado inducir lectina a partir de estas células; por
estudios inmunocitoquimicos en H, cecropia (Linnaeus) se ha
observado la presencia de lectina particularmente en los granulos
y superficie de plasmatocitos, en células que se encuentran en
contacto con la hemolinfa Y en celulas indiferenciadas
precursoras de hemocitos, lo que confirma, que los hemocitos son
el lugar de sintesis y probablemente también sitio de Ffuncidn

para las lectinas (24).

En el crustaceo Squilla mantis (Linnaeus), también se ha
logrado demostrar la presencia de lectina sobre la membrana de
los hemocitos por medio de inmunoprecipitacién con anticuerpos
anti-lectina, lo que sugiere que también en ¢sta especie 1la

lectina podria ser sintetizada en los hemocitos (26).

10



Como  factor humoral‘éhu

llamado  la atencién ipd? 5 er: ‘a vréglufinar

eritrocitos de vertebradpshcfbacte ias ;o su papel

24)
Tanto la ‘especificidad. titulo de actividad
aglutinante de las iedfihésrsé‘ﬁafabServédD qQE varfa entre las
especies diFefentes de ioé‘invertebrados en las cuales, se puede
-presentar especificidad hacia determinada estructura carbohidrato
o un amplio rango de especificidad, lo que sugiere que determina
la inter—-relacién entre lo propio y lo no—propio (25), y por la
tanto estas protefinas podfian estar involucradas como moléculas

de reconocimiento en el sistema inmune (2).

Pauley (20) vy otrééithgsﬁégaddres (6, 7)), proponen gque las
especies que presentan le;tinéstapn'una especificidad similar por
carbohidratos podrian tehérjgné‘funcién similar en el sistema
inmune. De acuerdo a la‘ Hipétesis de Parish (27), la
discriminacidn entre 1o propio vy ‘no—propio en invertebrados
podria estar basada en el reconocimiento de determinantes
carbohidratos por oligémeros de glicosil-transferasas solubles o
enlazados a la membrana celular. Aungue no se ha observado 1la

secrecidén de glicosil transferasas en solucisén, el punto de

11



impartancia la presencia-

especificidad, «amu’liahdd ‘por 1o, tanto el

econocimiento y ‘adhesioén

‘observé | en el ' cangreijo

para bacter:.as Y e’yj\itr:c‘i_g:ifdé,
aUs£r31 iano'Pa.rachcfie’z‘"a’p‘sﬁ—;bvi:c"drz:triaf!.‘u;, en iésta especie se sugiere
gque el reconocimiento de ageht‘es’patégenas esta en funcidén de la
participacién de hemaglutininas solubles y factores asociados a
la membrana celular del hemocito (2B8). Burnet (29) apoya esta
idea, suponiendo que las hemaglutininas son producidas por 1los
hemocitos,. permaneciendo algunas de ellas. sobre la superficie
celular y otras libres en el sistema,.ci‘(‘cqlatorio. For otra

parte, se ha observado que las bactér'iaé,fippedgn.'fs'gr ingeridas y

destruidas por células fagociticas in v';rylkr.fé:,: ,‘ir'ik'd‘épendientemente
de que las bacterias hayan sido o no ;,'pzﬁe‘tx::atra‘d;as con hemolinfa
(28). Sin embargo, los hemocitos tré\tédbé '&Qr’i”t}ipsina no son
capaces de ingerir bacterias a menos que las bacterias o
hemocitos sean incubados con hemolinfa antes de llevarse a cabo
los experimentos. Aun mas, hemocitos tripsinados e incubados con
hemolinfa no son capaces de fagocitar a las bacterias lo cual,
permite concluir que los factores de reconocimiento para
bacterias se encuentran libres en 1la hemolinfa y sobre la
membrana de células fagociticas (28). También se ha propuesto que
las lectinas necesitan por lo menos de dos sitios de unién

diferentes para facilitar el reconocimiento entre lo propio vy



no-prapic 'y poder-asi reaccicnar con la siperficiede-los

hemocitos (37

estruﬁ’UraVEQ que estas poseen, determinando asi su presencia en
los diferentes érganos de un individuo y la heterogeneidad entre
espétiés diferentes (6, 7, 30). Esto. da claras ventajas con

respecto a otros factores presentes.en. la 'hemolinfa como son los

bactericidas vya que estos son.

especi ficos, siendo por lorfahto

especificidad para elr'f4 ntre 1o propio  y lo

no—-praopio (31).

Para identificar la esﬁéci#icidéd aé  ia§n’1éétina§ ;é‘ han
realizado ensayos de inhibicidén de 1la éctiQiaédségiutinante de
eritrocitos de las diferentes especies de vertebraaos, utilizando
mono y oligosacaridos como inhibidores; mediante estos sencillas
experimentos se ha llegado a postular incluso cuales son las
?ecuencias oligosacaridicas presentes en }arsuperFicie celular y
s5i el residuo o sacarido que se encuentra. en posicién terminal es
el factor determipante en la interaccidn de la lectina con el

receptor (7).



’ Entre“lns~:principalesf;carbohidratoéaﬂque;xse:,han ..reportado

como inhibidores ‘de de “los’ crustiaceos’ se

citan a la N:aé‘ D-glucosamina y

el ‘Acido N-aceti

aparentemente no:is i idn 'por D=manosa para

este grupoA(B);~Lés lec réconocen espgchicamente al

acido sialico  son-
localizacidn, pur?fi¢édi¢niy'caracﬁerizaciéntdéuglicocdﬁjugadusfy

polisacaridos sialiladoé (3).

Tabla - 1. ESFECIFICIDAD DE - LAS - LECTINAS PO
. CARBOHIDRATO EN EL GRUPO DE LOS DECAPODQOS

CARBOHIDRATO " “REFERENCIA- -

NeuAc o en

NeuAc, GlcNAc; GalNAc, ey
ManNAc, D-Gal. ; 5

Cancer anLéﬁanfﬂs S. NeuOAc(?-0-acetil); CU3RY
(4-0-acetil) < '

Homarus americanus H. NeuAc, ManNacjg

GlcNAc, D-glc. 3
Macrobrachium
rosenbergit. (D.) sialoglicoconjugados ) (34)
NeupAc = acido N-acetil-neuraminico D-Gal= D—galactosa
GlcNAc= Acido N—-acetil-D—-glucosamina D-glc= D—glucosa

GalNAc= acido N—acetil-D-galactosamina
ManNAc= Acido N-acetil-D-manosamina

14



Tambien se bha observado que la mayoria de las lectinas
X ) . . ) T e o T +
aisladas de invertebrados son dependientes de. Ca y Mg , por
ejemplo en el grupo de las esponjas se. han. realizado experimentos
sobre el Fénémeno de ‘cohalescencia  y: regeneracién de células,
‘para f’],.dfl_yfc;.ialf se’ utilizé agua ‘de---mar carente de cationes
div“alehters “Jy' se  observo v'qué no ocurre la regeneracién, lo que
hace propoher»”q’qé;.‘laﬁ dgregacisn especifica de células esta dada
par glicnprotelrfnas de superficie’ de membrana que son dependientes
T e B R : .
de Ca. y Mg ., .y tales iones acttan como ligando especifico para

las células (35, 36).

Otros experimentos han demostrado que existe una dependencia
a iones de calcio por parte de los factores de reconocimiento
asociados a 1la membrana de los hemocitos del mejillén azul
Mytilus edults Linné, y tal dependencia se ha observado por el
hecho de que el Ca++ s6lo estimula n wvitro la fagocitosis de
levaduras y eritrocitos (12). También se han detectado lectinas
con dependencia a Ca++ en el cangrejo azul Callinectes sapidus
Rathbun, vy en la langosta americana Homarus americanus H.. Milne

(20, 7).



I11. ANTECEDENTES.

.El  estudio de las hemaglutininas en los invertebrados y su
ﬁosibié pérticipacibn en el mecanismo de defensa se iniciaron con
los trabajos de Noguchi en 1903 (38), con el quelicerado Limulus
polyphemus (Linn), en esta especie el Dr. Noguchi realizé ensayos
de inmunizacién y pruebas de aglutinacién utilizando la hemolinfa
en presencia de eritrocitos de diversas especies de vertebrados;
posteriarmente en 1912, Cantacurzene (39, 40) observd gque en la
hemolinfa del cangrejo ermitafio europeo Eupagurus prideauxtiti
(actualmente Pagurus prideauxt Leach), existen substancias que
tienen una funcidn anidloga a la de los “anticuerpos naturales",
posteriormente, en 1922 estudié la especificidad de la lectina
del sipunculido Sipunculus nudus hacia eritrocitos de vertebradas
por ensayos de actividad aglutinante. Glaser en 1918 (41) realizé
ensayos sobre la inmunidad con el saltamontes de patas rojas
Melanoplus femur—rubruwn (De Gree); Roche y Dumazert en 1940 (42)
reportaron la presencia de una glicoproteina en buey de mar
Cancer pagurus (= Uctdes cordatus (Linnaeus) ); en 1945 Tyler vy
Metz (43) detectaron la presencia de 10 heteroaglutininas en 1la
hemolinfa de la langosta espinosa Panul trus tnterruptus
(Randall), posteriormente en 1946 Tyler (5), reporta la presencia

de heteroaglutininas en diversas especies de invertebrados

16



3, Anelida (17 .Sp.),

Sp.) 'y Urachordata {2 Sp.),

e 'los  decapodos, entre otras
‘espec;es e encuentran los trabajos de
;"Fr:e'n_tz quien-en-1 una glicoproteina por actividad

aglutinante en 13 hemol ‘el"'vcsymgr‘eju natante europeo Carcinus

maenas (Linnaeus),‘yy” de la década de los 6&0° se
encuentra un méynrf ,nﬁmérd de publicaciones enfocadas
principalmente a ident‘i-Fii:‘Va’r"f la especificidad de las lectinas por
los grupos sanguineos, su purificacidédn, caracterizacidén quimica vy
especificidad por carbohidratos., asf como la participacidn de
éstas protefinas en el mecanismo de defensa de los crustaceos.
Entre los trabajos se encuentran los de Cushing en 1967 (43),
en el reportd la presencia de una hemaglutinina en la hemolinfa
del cangrejo ermifaﬁu Paguristes ulreyt Schmitt, con
especificidad hacia eritrocitos humanos tipo B y 0, y determind
la presencia de hemaglutinina en 38 organismos de 88 cangrejos
colectados, llegando a la conclusién que la hemaglutinina no esta
correlacionada con el sexo; Bang, (19) en el mismo affo propuso
que la lectina del centollo europeoc Maja squinado (Herbst)
participa en la regulacién de la metamorfosis, ya que disminuye
la concentracién de esta proteina durante el tiempo de muda.
Coheh en 1948 (21), realizé ensayos de actividad hemaglutinante

con ‘la hemaglutinina del suero del cangrejo coco Birgus latro

17 -



(Li‘n‘naeu_:s.) i la: ";Lnal'v B

-erjitré;iﬁ:osi’ humanos' tipo ‘A, B.y 0O, y sugiere que 'é)':i'é‘{:éi”uvna'

‘»‘F!Vo'éirbié“::cbfrélaciéh_ de ‘1a' presencia de la hemaglutinina con el

ciclo de vida de esta especie;- paralelamente Erown yjclc:is ‘(Bk)v,k

llevaron a cabo estudios sobre la especificidad de las ‘lectinas
len varias especies de invertebrados hacia los diferentes grupos
sanguineos, en el cita' como representante del grupo de los
crustacens al cangrejo nadador Callinectes danae Smith, con
especificidad hacia eritrocitos humanos tipo &1 y A2; Cornick vy
Stewart en 1968 (10), detectaron y caracterizaron parcialmente
una de las lectinas de la hemolinfa del bogavante o langosta
americana Homarus americanus H. Milne; posteriormente en 1974
Hall y Rowlands (33, 37) identificaron maltiples aglutininas en
esa misma especie, de las cuales dos de estas tienen
especificidad hacia eritrocitos humanos tipo O y de ratén, 1las
cuales caracterizaron quimicamente determinando la especificidad
por carbohidratos e incluso llevaron a cabo la comparacién de una
de las lectinas con la hemaglutinina del bogavante espinoso
Panulirus argus (Latreille) obtenida por Weinheimer en 1971 (46),
que tiene caracteristicas quimicas similares excepto en la
especificidad por eritrocitos de ratén 1la cual no presenta la
hemaglutinina de P, argus (Latreille). Por otra parte Mckay vy
Jenkin (4, 11) realizaron estudios en el cangrejo australiano
Parachaeraps bicarinatus acerca de la participacién de la lectina
en el mecanismo de resistencia a la bacteria patégena del género

Pseudomonas sp., también llevaron a cabo estudios sobre 1la

i8
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fagocitos:

de-eritrocitos- hum

anos. y.de carnero’ por hemocitos de

rrecife Ozius' truncatus. Smith
résencia de ‘aglutininas

stre Cardisoma guan.hun;f

; L.’.ta‘t‘rféyl‘ 972 “(48) caracterizaron

quj‘.mi'ca‘m»entej un as preséntes en la
hemolinfa .'dei . #a’ngfejq
(Girard); en‘1973 Paﬁley '(149)" detéfmino la especificidad que
tiene una hemaglutinina del cangreijo ézul Callinectes sapidus
Rathbun, por eritrocitos de pollo y conejo, ademas realizd
estudios de inmunizacidén en &sta especie utilizando eritrocitos
de dichos vertebrados, observando un ligero incremento del titulo
de la actividad aglutinante 48 horas posterior a la inmunizacidn,
2l mismo autor en 1974 (20) hace la comparacién de algunas
caracteristicas quimicas vy fisicas de la hemaglutinina de
C. sapidus R., con otras aglutininas de invertebrados
reportandola como la dnica hemaglutinina con peso molecular mayor
de 100 000 Da entre los invertebrados, asumiendo ademas que se
trata de una proteina globular; en 1983 Vasta y cols. (34),
detectaron actividad de lectinas en el suero del langostino de
agua dulce Macrobrachium rosenbergii (De Man), con especificidad
hacia eritrocitos humanos y otras especies de vertebrados como
carnero, petrro, gato, bovino y ganso, reportando como mejores
inhibidores a glicoproteinas que contienen acido siidlico como 1la
mucina de la glandula submaxilar bovina, la fetuina y el acido

colomi nico. Posteriormente Amirante vy cols. en 1984 (24)
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udetectarpnm:QQgAi}egtidgs en el estomatdpodo Squilla  mantis

{Linnaeus) ==+ ¢ especificidad hacia eritrocitos = humanos

‘su‘presencia’’ sabre -‘la - membrana de

graniilocitos.’ Finall “iise/ cuentan con los estudios realizados

~por'Ravind?ana{h y-icols. quieﬁesAeﬁ'i?BSV(32)vpuriFicaron una

lectina del ’cangrejo‘ roca: Cancer ' antennarius Stimpson, por

cromatografia - de afinidad utilizando! mucina de 1la glandula

submaxilar bovina acoplada a’ - caracterizaron su

especificidad hacia estructuras que;fcpntienen 4Acido sialico vy

determinaron su peso molecular»en'3§fKDafoTabla 2).
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:

,T%Pla, 2. FRESENCIA DE LECTINA EN LA HEMOLINFA DE DIVERSAS

ESPECIES DEL DRDEN DECAPDDAT(CRU ACEA).

.zLECTiNésf'ii'RéFgﬁEﬁtIAi,

‘Pal;nurldae;‘
,Panulnrus Lnterruptu‘
P.  argus (Latreille)

Cam
(agy

Fam. Dlogenxdae . i L f~‘;
1 : RN S €23 BN

Paguristes ulreyti Schmltt
Fam. Homanidae RS ST R
Homarus americanus H. Milne ND: B (BT
Fam. Palaenomidae L B
Macrobrachium rosenbergtl “ND : & 34)
Fam. Cambaridae : i REPR
Procambarus clarkii (Birard); ' 3 J(48)
Fam. Coenobitidae SR 3 [
Birgus latro (Linnaeus)’ 1 21

Fam. Paguridae e o
Eupagurus prideauxtii e : 1 . o (3
(=Pagurus prideauxt. Leach)

Fam. Cancridae o o
{32y -

Cancer antennarius Stimpsoh 1

C. pagurus 1 (42)

{(=Ucides cerdatus (Linnaeus) B
Fam. Fortunidae

Callinectes sapidus Rathbun 2-3 (49)

C. danae Smith i (8)

Carcinus maenas (Linnaeus) i (44)
Fam. Gecarcinidae .

Cardisoma guanhumi Latreille SR S (47)
‘Fam. Xanthidae ) o

Ozius truncatus B S S s I I e O 1 S
Fam. Majidae "

Maja squinade (Herbst) 1 ) (17):
Fam. ? . ; S

Parachaeraps bicarinatus 1o e (A

Namero de lectinas reportadas para cada‘espeﬁie.~?’=fﬁo~§e la—"

calizd la posicién taxondmica y autor.. ND ‘= No determinado.
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IV. MATERIAL Y METODOS: -

OBTENCIONY TRATAMiENTD bE LA HEMOLINFA.

‘La hemolinfa se Extr'ajc;"'dé ‘orrgav;'lismos adultos machos vy
hembras del langostino Hacrobrﬁchi@ rosenbergit (De Man),
‘cclectados en el Centro Piscicola. "El Jicarero" Jojutla, Morelos.
La hemolinfa se obtuvo pnr‘ puncion pericardica utilizando una
jeringa de 3 ml (Plastipak B-D  con . aguja 21 X 32 mm);
posteriormente la hemolinfa se dej¢ coagular con la finalidad de
obtener el suero total y de esta manera eliminar los factores de
coagulacion. Una vez formado el coagulo de hemolinfa éste fue
centrifugado a 16 000 rpm (ultracentrifuga MSE superspeed 5SQ)
durante 30 min a 4 °C, eliminandoc el material precipitado y el
suerao sobrenadante, fue dializado exhaustivamente contra agua
destilada (&6 1lts. de agua destilada aproximadamente) durante 72
horas a 4 °C, haciendo tres intercambios de agua; el material
dializado fue centrifugado nuevamente a 16 000 rpm durante 1S min
a 4 °C, el material precipitado se desecho y el sobrenadante (al
cual se le denomind suerao dializado) se conservé a —-10 °C hasta

“suutilizacién para ‘llevar a cabo la purificacién de la lectina.
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ACTIVIDAD, AGLUTINANTE: -

e suero’ dia izado ‘en” forma sucesiva

,1a placa de m1crot1tulac16n en

la gue prev1amente seicoloced 25 ;41 de solucién salina isotdnica

al 0.9% (Nacl 0. 9"“‘ E5ta rmezcla se dejo incubar 15 min a

temperatura amblente' vy posteriormente se adiciond a cada

pozo 25 ul de erltroc £ 7 previamente lavados en solucién

salina iéotbhiéa

Los ensayos “iise’’realizaron”

“iduplicado utilizando

eritrocitos de carnera, 'c'erdt;)_.v bbv1no, burro (doﬁadns por la Fac.
de Veterinaria, UNAM), gatoy conéjo, rata (cepa Wistar), ratdén
(donados por el Rioterio, UREM) y humanos tipo M, Az , B y O
(donados por el Banco Central de sangre, Centro Médico Nal.,
IMSS, México, D.F.)3; el resultado se evalud 45 minutos después de
adicionar los eritrocitos, mediante la observacidén directa.

El tfitulo de 'la ac‘tivi"dad’aglutinante se expresa como el

inverso. de la,ﬁitimafdiluéiéﬁ con actividad hemaglutinante.




Los ensayos de actividad aglutinante se llevaron a cabo en

presencia. .de EPitFDCitDS‘ normales.{ eritrocitus tratados con

enzima.;proﬁésa (de <treptom1ces grLseus) (50) , 'y reritrocitos

tratadus on--enzima neuram1n1dasa (de ClostrLdLum perfringens)

‘(ul) (Slgma Chemlcal Company St MD. USA)-.

El tratamiento. de er1trcc1tosrcon la enzima pronasa {(con la
Ffinalidad. de mod1F1éar la  estructura normal de 1la membrana
celular), consistio eh adicionar 1 ma de enzima diluida en 100 ul
de solucién,'ééiihayviéotgnica a cada paquete de eritrocitos
(0.5 ml) dé‘la% aiveféas especies de vertebrados, previamente
lavados con sdiucibn salina isoténica y dejando estos incubar
durante 1 hr a 37 °C: una vez tratado el paquete de eritrocitos
con la enzima, fue ‘lavado tres véces con solucidén salina
isoténica por centrifugacion (Centrifuga clinica MSE)y a 3 000
rpm y temperatura ambiente de 22 °C durante S minutos para
eliminar la enzima; finalmente, se ajusté la concentracién de
eritrocitos al 2 % v/v con solucidn salina isoténica, y se lleve
a cabo el ensayo de actividad aglutinante como anteriormente fue

descrito.

E1 tratamientao de los eritrocitaos con la enzima
neuraminidasa (para eliminar residuos de adcido N—acetil
neurami nico), consistié en adicionar 0.1 unidades (U) de 1la
enzima a cada (0.5 ml) paquete de eritrocitos, dejandolos incubar

a 37 °C durante 1 hr. Posteriormente el paquete de eritrocitos se
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lavé tres veces con solucién salina isotédnica por’ centrifugacion

a3 000 rpm (22 °C) durante 5 minutos, y,porfuitimobse'ajusto la

concentracisén’ Icidn salina

Ei,langqstinbﬂH;~rosenbergii
cromatografta  ‘de  afinidad

Féfuihaf.éébplada a . Sepharosa 4-B

(Pharmacia LKE Biotechnology AB. Suecia) y b). estroma

acoplado’ a Sephadex G-25 (Pharméti

a). Fetulna-Sepharosa 4—B.

Una columna cromatografica ‘conﬁeniendo S ml de fetuina
acoplada a Sepharosa 4-B (aproximadamente 30 mg de fetuina),
previamente equilibrada con una solucidn amortiquadora de acetato
de sodic 2.5 mM, NaCl 0.1 mM, pH 6 y con una velocidad de flujo
de 7 ml/hr, se le aplicé 1 ml (100 pg de protefina) de suero
dializada de M. rosenbergtil (D.) 3 el material no retenido
(NR) se eluyd con amortiguador de acetato de sodio hasta que 1la
densidad &ptica (DDY) a 280 nm Ffue <0.001 nm y el material
retenido conteniendo a la lectina (R) se eluyd con 2 ml de

glicinasHCl 0.1 M, pH 2.8. lLas fracciones elufidas se colectaron
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.en volumen de 2 ml, y se les determind densidad optica a 2B0 nm;

finalmente a cada fraccisn (R). se-ajusté el pH a’ & con N4OH 1M,

para determinar la actividad -

presenc1a de eritrocitos de raté,a

la presencia de la lectina puerxcada.

b) . Estroma-Sephadex G—25.

Con la Finalidad de corroborar 1la especificidad de 1la
lectina hacia los diferentes tipos de eritrocitos detectados en
los ensayos de actividad aglutinante, se llevaron a cabao ensayos
de purificacidén por cromatografia de afinidad utilizando estroma
de eritrocitos de rata, conejo, pollo y humanos tipo O colocados
en diversas columnas {1 X S Cm).‘El estroma se obtuvo por lisisg
de eritrocitos vy lavados :untinuas en presencia de amortiguador
de fosfatos ©0.005 M pH 7. 4 de acuerdo al método descrito por
Dodge y cols. (52), - posteriormente se incubd el estroma en
solucisdn de glutaraldehido al 24 en agua (v/v) durante 12 hrs en
agitacién constante, y por ultimo se adiciond al estroma glicina
1M para bloquear grupos aldehidos libres. Una ve:z tratado el
estroma fué mezclado con Sephadex G—25 (Pharmacia) y aplicado a

una columnpa cromatografica de acuerdo al metodo utilizado por

Zenteno y Ochoa (93).
A cada columna conteniendo estroma acoplado a Sephadex G-235,

previamente equilibrada con el amortiguador de acetato de sodio

2.3 mM, NaCl 0.1 mM, pH 6, se le aplicsd 0.3 ml de lectina de M
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5 gFinidad en

se_eluyd con

etéﬁidD>TR) se

densidad &ptica a 280 nm

eritrocitos de rata.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA.

A' las diferentes fracciones NR y R qgue se obtuvieron en
'smbos procesos de purificacién se les determind la concentracién
ae proteina por el método de Bradford (54) el cual, se basa en el
cambio de coloracidén en irespuesta a las diferentes

concentraciones de protefna.

La solucién de Bradford esta compuesta por 100 mg de azul
hrillante de Coomassie 6-250 disueltos en 50 ml de etanol al
95 L. esta solucidén se mezcla con 100 ml de Acido fosfdrico
al 85 %4, vy la mezcla se diluye en 1 000 ml de agua destilada. La
concentracién de proteina se determind a una D.0. de 595 nm. Como
estandar se utilizé albdimina sérica bovina cristalizada (en
diluciones de 1 a 160 pg/ ml) (Sigma Chemical, Co. St. Louis Mo.

uUsa)y. A 200 ul de cada fraccién se le adicionds 2 ml de 1la
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3 minutos y se le

solucidn:-colorante,...se. . dejo incubar durante

d'eterrmifﬁb ‘D.0 . 95 nm

El confenidn:to;}al “arbohidratos. se -determiné por el

método de fenol-acido sul-Fi::lr‘iyco ‘lasolucion esta compuesta

por fenol al 5% disuelto én_kbéc':} ku'k:lfuricok al 607, y el método

consiste en adicionar 3 mi‘ del re‘aét"ivb fenol—-acido a cada
muestra de 1 ml conteniendo de 105100 Hg de carbohidrato, 1la
mezcla se incubéd a 100 °C durante 10 minutos y posteriormente se

determind la D.0. a 495 nm. Como referencia se utilizé glucosa.

COMFOSICION DE CARBOHIDRATOS.

Para el estudio de la composicién de carbohidratos de la
lectina M. rosenbergtiti (D.) se hidrolizarén SO Hg de lectina
en 1 ml de metanol/HC1 0.5 Mi\durante 24 hrs a temperatura de
110 °C, posteriormente se prepararon derivados trifluoro—
acetil—-aditoles de 1los azucares hidrolizados adicionando 100 ul
de piridina y 100 pzl1 de acido trifluoroacético. La composicidn de
los arzdcares se determind por cromatografia de gases por el
método de Zanetta y cols. (56), agregando los derivados

trifluoro-acetil—-aditoles a una columna conteniendo silicén
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ama  de temperatura se establecid de 100 a

C. por: minuto. :Coﬁai"ééié;aafrrr

idad de Ciencias y

CDMPDSICIDN DE AMINOACIDOS.

100 pg de lectina purificada por cro@étogra?ia de afinidad
en matriz de fetuf na-Sepharosa 4—Bv(Pharmacia) se hidrolizaron en
tubos sellados, conteniendo HC1l 6N a 100 °c durante 24, 48 y 72
hrs; la .determinacién de aminoAcidos' se llevd a cabo en un
analizador de aminodcidos Dusvum. La':oncentracién de aminoacidos

se reporta tomando el peso molecular de 1a'1ectina como 14 KDa.

Este estudio fue realizado Instituto .de ‘€ancer de

Lille, Francia.

ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR Y COEFICIENTE DE SEDIMENTACION.

La determinacién ‘del peso molecular y el grado de

homogeneidad de las fracciones purificadas por cromatografia de

atinidad fetui na-S5epharasa 4—-B se determinaron por:
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- a)e. - Cromatografia. de i

b). Ultracentrifugacisén,

(determinandose’ " en “-este Jensayo’

el " coeficiente. -de

sedimentacién’ de lavlécﬁfna

a). Cromatografi

A una columhé ,tramatograncai,(l;Z X 1007 cm) conteniendn 

vFihen Chemicals. Uppsala, Suecia),

Sephadex 6-100 (Phakmécia 
previamente equilibréda:cbgrééua destilada y con una velocidad
de flujo de 12 ml/hr, se éplicaran seis diferentes protefnas con
peso molecular conocido, las protei nas disueltas en una
concentracién de S5 mg/ml en solucidén salina isoténica. Las
proteinas estandar fuerdn: azu} dextran (2,000 KDa.) albumina

sérica bovina (65 KDa.);:qualbﬂmina {43 KDa.): media molécula de

hemoglobina (32 KDa.) 3 mjbéiobinéi(I?.E KDa.) y citocromo C (12.4 .

KDa.).

Hestaﬁdé?iiéﬂo ‘el volumen de exclusion de las
proteinas Eun‘di%e}éﬁte peso molecular se aplicd unpa alicuota
(2 mé/l ml) 152 ‘13 lectina a la columna cromatografica de
Filtrécién, las fracciones tanto de las proteinas estandar como
de la lectina se colectaron en volumen de 2.5 ml, detectando 1la
presencia de la lectina por absorbancia a 280 nm, y por actividad

hemaglutinante en presencia de eritrocitos de rata.

b). Ultracentrifugacidén.

Los ensayos de ultracentrifugacién se realizaron en
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7gradlentes de sacarusa de q—2 7 en una centriFuga Beckman LS—-65

(Beckman Instruments, INC Yital 30‘UOU rpm durante 12 hrs a 20 °CV

de acuerdo con el método'
‘ﬂvelo;}dad~de,;ed;mentac1é
”&é ééuerdox a’ ﬂért;h;{y: Ames
sédimentacién de ;1é fi;9 Cnas de
coeficiente de ysediméﬁtéci
ovoalbumina (4.6%5) anhiqfésg carbonica

citocromo C (1.71).

FUNTO ISOELECTRICO.

E1l pﬁbto‘isdéié&f%icé:(pl)'dérlagnmbiébulas determinado en
uﬁ rénééréhpiié derpH. permlte cnnocer la ‘Caracteristica ya sea
basica o aAcida de la proteina pur1F1cada. El punto isoeléctrico
de la lectina purificada (25 pug’de proteina) por cromatografia de
afinidad fue determinado en un gel de poliacrilamida al 77 de
acuerdo al método del instructibo de LKB Biotechnology (59),
utilizando anfolitos 0.1%4 v/v (Browman, Uppsala Suecia) con rango
de pH de 3.5 a 10. Como referencia de punto isoeléctrico conocido
se utilizaron las proteinas: mioglobina 7.0 vy 7.4; anhidrasa B
5.9 vy glucosa oxidasa 4.0 (Sigma Chemical €Co., St. Louis HMo.

“UsAY.

ta lectina purificada y las proteinas de referencia fueron
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Focélizadas aplicando ‘una ‘cofriente de 400 mA {30 m&/Bh).

-paosteriormente la pléca:Fdé 1évéda:én, cido acético:metanol: agua

j(3:1:6) durante 48. hrs; ihéﬁ-los restos de anFolitcs;"y

Finalﬁente tefiir. coniaz 1 nte de Coomassie R-250 0-22 én‘

Acido acetico, el exceso colorante se elimind  lavando’ can

4cido acético al ZZ;xV

El pl de 1la lettina"y‘;ei;,g;éd{éﬁte de’  pH se determind
cortando la placa de acfilamiaa éé;%f&écianes de 0.3 X 1 cm, cada
%raccién se incub®d 24 hrs en‘0.5 ml de agua destilada a 4 Cs
posteriormente de les determiné‘el ﬁH (Registrador Potenciométro,
Conductronic pH 20 equipado con un electrddo semi-micro) y
actividad aglutinante en presencia de eritrocitos de rata como se

ha descrito.

ESPECTRD;DE ABSORBANCIA.

El . estudic del espectro. de -absorbancia’ de. la' lectina
(0.1 mg/100 pl) del suero de M. rosenbergit (D.)  purificada
por cromatografia de afinidad, se determind -en un
espectrofotémetro Beckman Du-70 (Beckman Instruments, INC), -la

lectura se establecid en un rango de absorbancia de 200 a 350 nm.



ESPECIFICIDAD POR_ CARBOHIDRATOS.

a especificidad de la lectina obtenida por

D1 Sepharosau?4f8,,4sef¥reaiizérnn ensayos . de

~ inhibicisn de 4 un";daéé's;lrr hemaqlutlnantes (UHA) de la lectina

;{utilizéﬁéd}?caﬁo ‘;nhibiﬁcres 'carbohidfatﬁsv simples y complejos,
asi cﬁmo glicédsidos (Sigma Chemical,Cd., St. Louis Mo. USA) y'
‘glig;protelnas con estructura glicAnica conocidas (estos ultimos

donados por 1la Universidad. de Ciencias y Técnicas de Lille,

Francia).

L.os carbohidratos .simples, complejos vy 1los glicésidos
en concentracidén de 0.1 M (ver Tabla 3), fueron colocados (25 ul)
en una placa de micrntitulaﬁién donde se diluyd previamente de
manera seriada la lectina éﬁ soluéién salina isotdénica, la mezcla
se dejo incubat 2 horas a'temperatura ambiente (22 °Cy antes de

- adicionar los eritrocitos normales de rata al 2%. Como referencia
se utilizéd a la lectina dilufda sin inhibidor, ajustandose el
‘vnlumen final a S0 il en cada pozo con.solucién salina isotdnica.
El éFecto inhibitorio se aprecia comparando el titulo de
actiQidad de la lectina de referencia con el de las diluciones

que han sido incubadas con diversos carbohidratos y glicésidos.




Tabla 3. CARBOHIDRATOS, GLICOSIDOS Y GLICOPROTEINAS UTILIZADDS EN
Lo EL UENSAYD DE  INMIBICION ‘DE LA LECTINA M. rosenbergtt
S DY

- A;ﬂéares simples: D~xilosa, D-manosa, D-maltosa, D-glucosa,
) ‘ D-galactosa. lactosa, arabipnosa, o-L-fucosa,
D—-fucosa, sacarosa.

= Azucares compuestos: heparina, protamina, condroitin sulfato,
dextran sulfato.

~ Glicdsidos: p-nitro—fenil-galactosaj a-D—-galactosamina 1
fosfato; Acido B-metil~neuraminico

~ Azucares N~acetilados: sialil lactosa (a—2, 3): N-acetil-D-—
glucosaminag N-acetil-D-galactosaminaj;
N-sialil lactosa —(a-2, Y3  N-acetil-D-
lactosamina —~{(G-1, 4) 3 adcido urdnico
Acido A—glicolil—-neuraminico.

=~ Blicoprotefnas: transferrina, Ig6G, IgA, mucina submaxilar
S : bovina, asialo mucina submaxilar bovina,
fetut pa, asialo fetuina, orosomucoide, mucina
gastrica de puerco, glicoprote{nas de estroma
de rata, Conalbumina de huevo de gallina,

Conalbumina de huevo de pavo.

Lta inhibicién en presencia de azdcares N-acetilados vy
glicoprotefinas (ver Tabla 3), se realizé en una placa de
microtitulacion, en cada pozo de la placa se agregaron 25 wul de
una solucién de lectina del langostino purificada con un titulo
de 4 UHA (ajustada previamente por dilucidn en solucién salinal,
en esta solucidn de lectina, se diluyeron en forma seriada 25 ul

de los azucares N—acetilados o las glicoproteif nas, posteriormente



esta fmezclaf:se Alncubof—durante; 22 hrs _.a...temperatura.. ambiente

(22, °cy v pnr 1 ;mu3se ad1d1 iaron: ;osierltroc;tos normales de

1a” actividad por

structuras carbohzdratu ara ambns ensayas, consistid en diluir

1a lectlna pur:Flcada un1camente en sulucxén salina-isoténica de
“manera. ser1ada,_'y determlnando su 'act1V1dad ~aglut1nante en

presencia de eritrocitos de rata al 2%.

Los resultados de - inhibicién Lsei keportan como la
concentracién mihima necesaria del ,carboh1drato para inhibir

4 UHA de la actividad aglutinante de la lect1na (60) .

EFECTd DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD AGLUTINANTE.

la :‘estabilidad.  de - la . ilectina : a. la

‘se incubaron alfcuctas  de suero. dializado de M.

rosenbe gt (D.)Y" 'd. diferentes’ temperaturasb‘ 30, 40,

50 y '60-°C) dukathVZO minutos; a cada Fracc;énns “le determiné

el titulo de - actividad aglutinante con er1troc1tos“nqrmales de

rata.

Cumo testxgo positivo se ut11126 una alicuota &é,sﬁéf&ww

incubado a temperatura ambiente (22 C).i
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* DEPENDENCIA-A:METALES. . ...

finalidad -de. establecer si la  lectina .de M

: ‘:de_pendienteif an i

xperimentos: con re

‘descrita previamente):

M El primer ensayo consistié en sustituir la.sdlucidén salina

irépténit':a‘butilizada para la dilucidn de’ la héméglutinina por
solucidn émortiguadora conteniendo l:.:.al:l2 é‘MgCIZ 0.02 M,y una vez

diluido el sueroc dializado de manera seria“da""sak'déjo incubar

n los eritrocitos de

lectina como factor. de reconocimiento); la actividad aglutinante
se llevd a cabo de .igual. manera. en presencia de eritrocitos de

rata.



OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI—HEMOLINFAL"

»LaJeValua;lén {dcfde pﬁfeié de la lectina obtenida por

gromatngré#iéf'dé 3 a cabo por ensayos de
inmunodifusién ‘e inmahneléétrnfnresis. utilizando anticuerpos
anti-suero totél; Los anticuerpos se produjeron i1noculando
por via intraperitoneal a un conejo Nueva zelanda de tres meses
de edad, con una emulsién compuesta de S00 gl de suero tatal de
M. rosenbergiil (D.) mezclada con 500 ul de hidréxido de
aluminio, la emulsidén se aplicd por via intraperitoneal cada
10 dias durante dos meses; el conejo fue sangrado de la vena
marginal de 1la oreja. Al suero hiperinmune colectado se le
adiciond sulfato de amonio sdlido a una concentracidén final del
S0%Z (p/v) en constante agitacidén y a upa temperatura de 4 °C;
posteriormente la mezcla fue centrifugada a 3 000 rpm a 4 °c: 1la
fraccién . precipitada rica en inmunoglobulinas +fu¢ dializada
contra solucidn salina isoténica para la eliminacién del sulfato

) : ) (-3
de amonio y almacenada a 4 'C hasta su uso.

INMUNODIFUSION.

El principio de la inmunodifusidn se basa en la deteccidn de
complejos antigeno—anticuerpo en un medio semisélido como es el
agér o la agarosa. En este medio al ser soclubles el antigeno y el

anticuerpo se difunden, y cuando son reconocidos llegan a formar
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bandas de precipitacién lo cual, puede indicar un reconocimiento

total o parciai:

en solucié s pozos ‘periféricos

adyacénfesv licaron: 35 pl en una

proporcisn 1:8de’ suera:: S 157l (15 pg de proteina) de

lectina de ‘M. rosénbérgnt [ ukificada por cromatografiaz vy

1S ul de suero de cbnejo”hibéfﬁhmune dilufdo 1:1i. La placa de
ensayo se incubd ‘en’ una- camara humeda durante 12 hrs a
temperatura ambiente (22 °C), posteriormente la placa fue lavada
con solucidén salina isotdnica con cambios constantes durante tres
di as, se dejé secar en vidrio y se tifié con azul brillante de
Coomassie R-2350 al 0.2/ en acido arético al 7%. el excesa de

colorénte se elimind con Acido acético al 3%.

INMUNDELECTROFORESIS.

Una variante de 1a observacién de reaccioén
antigeno—anticuerpo en un medio semisélido es la técnica de
inmunoelectroforésis descriﬁa por Williams y Grabar (62) que
consiste en la separacidén de los componentes antigénicos en un
campo eléctrico previo al proceso de inmunodifusién simple

(descrito anteriormente).



z6

nmunoelectroforesis.se_reali ‘en .upa placa de vidrio
(10 XfiQ‘cmﬁ:éﬁla;éuaytquéféé le virtid.agarosa (Fharmacia Fine

Chemi ) al 1.5 mortiguador de barbital

~sédico Tris/Veronal 0.05 M, pH 8.3: pozo se aplicé 25 ul de

suerc dializado (45 ug de protetnal, y en.el poza adya:enté
(separado por un canal para la postekidr édicién de SOO'AI:dél
suero anticuerpo—antihemolinfa en dilucién.l:1), se ép{icé'15 w1l

de lectina (15 pgl), los componentes moleculares  fueron separadbsw

con una corriente de 200 voltios por 120 min.

ia inmunodifusién se realizd en presencia de anticuerﬁus
anti—-hemolinfa obtenidos en conejo y dejando incubar durante una
noche en camara hiumeda a temperatura ambiente (22 OC), la placa
se lavéd en solucidén salina isotdénica con cambios constantes
(durante tres dias}), se dejo secar y se tifid en solucidn azul

brillante de Coomassie R-280Q al 14 en acido acético 74, el exceso

fue eliminado con Acido acético.al F%.




d;‘Ferencias
1100/ cuando las
éé; la actividad
tiatadas con’
'nérmales. No se

de“ caybal lo, cerdo,
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burro, pollo, carnero, vaca, gato'y; perro-aun despuss de recibir

tratam1ento enzxmatlco (Tabla:4)r

iTahla 4. ACTIVIDAD AGLUTINANTE DEL SUERO TOTAL DE M. rosenbergii,

~ADa) - EN PRESENCIA DE ERITROCITOS DE DIFERENTES ESPECIES

DE VERTEBRADDS.*

‘Eritrocitos Normales “Tratados = con  enzimas

+ - ++
Pronasa Neuraminidasa

Humanos A1,Az2,B,0

Burro - o - ) =
Caballo ‘— - -
Cerdo Y—N;,v - -
Conejo T eg 256 ‘64
Follo ‘k— . % ) ‘ C -
Rata 128 o 256 : &4
Gata : —"‘ . '7 | - - . R » ‘ _.
Carnero R e iy ll S ’{_,'
Yaca e . - . : L=

Perro - . - . . . -

Los rvesultados son expresados como la inversa de la dltima
dilucién con actividad aglutinante.
* Etritrocitos tratados con 1 mg/ml de enzima pronasa.

e . . - . .
Eritrocitos tratados con ¢.1 U de enzima neuraminidasa.
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,purlFxcac1cn utxlxzando como matriz de: atinid

a Sepharcsa 4-B, la .cantidadid
partiendo de una concentraci

suiero dializado) fueron’ con. este

procedimiento es ‘actividad

hemaglutinante con veces la

respecto al suero

actividad espectfica de

dializado.

Tabla 5. PROCESD DE PURIFICACIDN DE LA LEETINA DE M. rosenbergu..
T ey ) EN' FETUINA—SEPHARDSA ‘a-p

o ?Fécéiéh Protefna total- jégﬁéﬁféi&é"’

“tmg) : . HA/mMg)

i Fracc:én
ND rete'

Frécci&ﬁ .
Retenida 

Uniﬂédés:hémaglutinan€és¥éonveh1tﬁccitd§;
pronasa. y o

* Actividad especif fica =‘UHA/mg de proteiﬁa.f £ o

e Los 100 mg de‘protelna fueron obtenidos én ;'ml del suero

dializado de M. rosenbergit.
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Densidad échu(!BOnﬁ)‘

20

Fraccion

Figura 1. Purificacion de la lectina de M. rosenbergii (D.) por

cromatografia de afinidad en fetuinpa-sepharosa 4-B. A
la columna (10 X 1 cm) se le aplicd 100 mg de proteina de suero
dializado, el material no retenido (NR) se eluyd con amortiguador
de acetato de sodio: la lectina (R) se eluyd con glicina/HC1l 0.1
M, pH 2.8. A cada fraccidén se le determind densidad Sptica (D.0.)
a 280 nm ( ) y actividad aglutinante (UHA) (—%—-%) en presencia
de eritrocitos de rata.

En los ensayos para la purificacién de la lectina de M
rosenbergit (D.) utilizando comoc matriz estroma de eritrocitos de

r

humano tipo O, rata y conejo, se observd que ésta proteina es
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retenida anicamente -en. las columnas cromatograficas ‘conteniendo

SFighra '2)f'7lq‘ cual

_.estroma -gde; eritrocitos de.‘rata .y: conejo

présenta

sepepjupn

: {300 =

- 3

~ E

4200w

g

@

4100 i

e

. -»

e .

S

Jaoo L
4200
{100

Figura 2. Purificacidn de la lectina de M rosenbergii (D.) por

cromatografia de afinidad en estroma-Sephadex G-25.
Cada columna (5 X 1 cm) conteniendo estroma de eritrocitos: a).
humano tipo 0, b). rata y c). conejo. A cada columna se le aplicé
(350 ng de proteitna) lectina purificada. E1l material no retenido
(NR) se eluyd con acetato de sodio pH 463 el material retenido (R)
se eluyd con glicina/HCl pH 2.8. A cada fraccidn se le determind
densidad &ptica a 280 nm (—) y actividad aglutinante (-%—-%) en
presencia de eritrocitos de rata.
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Comparando 1os_fesu1t;dos p‘fa'la:puriFicacién de la lectina

'defﬂ.lroéénbergii‘, fetutna éepharosa 4-B con

'lai‘mét;ii“dér EQE;Dma‘
cuhcentrécién de;,}§;b indica una bajo
h?lé‘matriz de estroma
i pésible recuperar un

0.007 upg de prote(naf'qqe

30%  de la actividad
aglutinante de 1la leqﬁ de- eritrocitos de rata

{ver Tabla &).

Tabla 6." ANALISIS = COMPARATIVO DE LA PURIFICACION® DE LA LECTINA
"7 " DE M, rosenbergii (D.), FOR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

s Matriz.. .o Protefna (UHA) Indice de

de'aﬁinid;dsr - . recuperada’ %’ recuperadas purificacién
. e : YA s
Fetul na-

Sepharosa 4—B S 0.014 - S0%

Estroma-rata R, p L ﬂlyﬁ
Sephadex G6G-25 0f007 Vi e 307

X

A partir de 100 mg de proteina.
£33 ;

Indice de purificacién = incremento’

especi fica de la lectina puriFicada'énlébhpafa

suero.



La lectina purificada del

langostino M, resenbergtil

‘apfox;maﬂamente'el~10

‘lad composicid

S ach éiéiico '

Balactosa

‘Manosa

N—acetil—D—glucosamihaf»“

N—acetil—D~ga]actnsaminé'u

Glucosa
Xilosa

Fucosa

Cee , 2
;4:601: ;v i 7 ‘ . 25500'
SB.00 o 1875
2.00 . iz.s0
71,00 6.25
i Trazds = i
';Trazas . =

‘a : . . {’

Considerando un peso,moiecular de 14:KDa.‘

X%

carbohidrato. .

Forcentaije en concentracién  molar . qgue irepresenta: cada
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""La composicién de aminoAcidos de la lectina

“indica que en

mayor.. -concentracidr serina i 13.7%,

‘LECTINA DE M.
ular de 14 Kba).

“Amincacido

Glicina 16.3
Serina 13,7
Glutamico 1341
Aspartico ‘8.9
Alanina 8.7
Leucina el
valina 5.0
Treonina ‘4;7
Lisina 4.4
Arginina 3.2
Prolina 3.2
Fenilalanina Z.é

Histidina
Tirosina
Metionina

Cisteina

*aM = miliMolar. . s :
**M (Z) = porcentaje en.condenfkéciéhjmolar que representa cada

aminoacido.
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.El.peso.molecular.de.la-lectina-de-Macreobrachiun-rosenbergi

(D.)," determinad
G-1 00,' cnm‘p‘arédo»

“‘conocido’ indica’iqus

aFinidadﬁpFésehtA’qn

Densidad optica (280 nm) (-

E-Y
(—* —) s9ueu|n|Bewey upup|u‘n<

10 - 20 30- 40 50

Fracciaon

Figura 3. Determinacidn del peso molecular de la lectina de M,

rosenbergit (D.) por cromatografia de filtraciédn en una
columna de Sephadex G-100 (100 X 1.2 cm). Los marcadores de peso
molecular Ffueron: azul dextran (2,000 000), albumina sérica
bovina (67 ,000), ovoalbdamina (43,000) , media molécula de
hemoglobina (32,000), mioglobina (17,000) y citocromo C (10,400).
La lectina fue eluida a 10 ml/h, colectando fracciones de 2.5 mls;
a cada fraccien de la lectina se le determind densidad éptica a
280 nm (—) vy actividad aglutinante (-%—-%) en presencia de
eritrocitos de rata.
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~embargo, por el m®todo de ultracentrifugacisn se obtuvo un peso

“molecular. de 26,KD’a';(ingyu‘r:éinq)y': .esta; Vdifévreﬁ;ia‘ dé;peso molecular

podria

Peso Molecular =

o
o -
a3

1 I 1 e
10 iz 5 20 -

Fraccidn

Figura 4. Determinaci¢n del .peso.molecular de la lectina de M.

rosenbergtit  (D.) por  ultracentrifugacidn en gradiente
de sacarosa de S5-25. %. :Las protefnas utilizadas como referencia
fueron: catalasa (24 KDa:); ovoalbiamina (43 KDa.); anhidrasa
carbdnica (29 KDa.) mioglobina (17.2 KDa.)jcitocromo C (12.4
KDa.). S
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Con respecto al valor del coeficiente de sedimentacioén

(520”“')' para la “lectina del” T largostino -de---agua .- dulce. M.
rosenbérgrli (D.), comparada: cdﬁ mlre'xs_'l_pr:i:\vtél nas de -coeficiente de
sedimentacisn de l’efeur'.ehbt‘:via » fue'de 1.4"8s ;,,(F:igufa S).

§3
(820,

Cosficiante de sedimentacion ©:

Figura 5. Coeficiente de sedimentacién de la "lectina de M,

rosenbergtt (D.), comparada - con -las proteinas, de
coeficiente de sedimentacidén conocido: catalasa (11.3) 3
ovoalbimina (4.65): anhidrasa carbdnica (3.5); mioglobina (2.0) y

citocromo C (1.71).
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El ,pﬁhtoi~isoelécfricowrdei‘la lectina purificada por

Crumatogﬁaf@afde'avin’dad'enuFétuihéfSepharosa 4~-B, determinado

‘de--anfolitos en un rango de

pH 3;5—19 ‘muestra-igue

‘moléculas principales

entre el pH‘S.d yyéll‘

. . 5.4 .
- " P
- — : 5.9 Anh:8
o

6.l -

Figura 6. Punto isoeléctrico de la lectina de M. rosenbergii (D.)

determinado por electroenfoque un gel de poliacrilamida
al 77 . y anfolitos (pH 3.5-10). Las proteinas usadas como
estandar son: mioglobina pH 7.0 y 7.4, anhidrasa B pH 5.9 vy

glucosa oxidasa pH 4.0, aplicando 40 ug de cada una de las
protei nas.

St



PePULy -

niBewey

-=)

.. Fraceion

_ Figura 7. Isoelectroenfogque de la lectina de M, rosenbergii (D.),

en el gel de poliacrilamida al 7%, utilizando 0.1%Z v/v
de anfolitos con rango de pH 3.5-10. A cada fraccién de
0.3 X 1 cm de gel se determind pH (—) y actividad aglutinante
en presencia de eritrocitos de rata (——-).

w
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Densidad écha(ﬁm)

4 060

" 4

M e Fh0 M0 ims =

Longitud de onda ())

A ABS
B 42w

Figura 8. Espectro de absorbancia de 0.1 ug/ml de lectina de M,

rosenbergit (D.) purificada por cromatngrafia de
afinidad, con un rango de longitud de onda (X)) de 200 a 350 nm.
(Espectrofotametiro Beckman Du-70).
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En los. ensayos' de

Usuero 'fc.:ri-i.aiiizad;:""’éri- p
N—aéeifladds;sfg1i¢6§iadg
concentracien de 100::'vaV ue la- hemaglutinina muestra
sb61lo afinidad hac’il.a ’cn\mp‘lﬁv rlv.esh'trt.lycturales de azucares

N—acetilados, glicésidos vy g 1~icoprotéi nas.

Entn;e los carbohidratos que 'fienen’ mayor capacidad para
inhibir la ‘actividad hemaglutinante del suero en presencia de
.j':erj;trncitus de rata, se detectd a los azucares N-acetilados: la
51.3111 laétosa -2, &), (25 mM), -y en menor concentracioén
Nféééfii—o—lactosamina (-1,  4), (25 aM); por el glicodsido
‘ .;'q‘-D‘—galactusamina—i—f‘osFato, (6.2 mM)y y por el grupoe de las
glii:cproteinas se detects a la fetuina (SO0 mM), la mucina de 1la
glandula submaxilar bovina (25 mM), la IgA humana (6.2 mM) y los
glicopéptidos obtenidos de la membrana de eritrocitos de rata

(3.1 mM), (Tabla 9).

Como se muestra en la Tabla 9, el proceso de desializacidn
por hidrolisis acida de la fetulna y de la mucina submaxilar
bovina provoca que éstas moléculas pierdan la capacidad

inhibitoria presentada por las moléculas nativas.
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Tabla' 9. CONCENTRACIDN MINIMA DE CARBDHIDRATOS. .'I.S_L;‘f»IrCD:SiD‘C@ v
" GLICOPROTEINAS PARA  INHIBIR 4 " UHAY .

PURI ICADA DE M. rosenbergLL (D'

f.Azuﬁaréé‘N~acetilados RN ;
sialil lactosa (a-2,3) B T SO “mM

N—acetil-D—glucosamina Sl S0 mM
N—-acetil D-galactosamina . o S50 mi
N-sialil lactosa (a—2,6) - . 25 mh

N-acetil-D-lactosamina (8-1,4) - : 25 mH

Glxcésxdos

D—galactosamlna*i-FosFata R : 6.2 mM
Acido @B-metil—-neuraminico S50 miM
p-nitro-fenil—-galactosa N.I.

Glicoprotei nas

Ig-A 6.2 mM
mucina submaxilar bovina : 25 mM
asialo mucina submaxilar bovina N.I.
fetuina |50 mM
asialo fetufna N.I..
glicoproteina de estroma de rata 3.1 mM
N.I. = No inhibe a 100 mM. Otros compuestos sin actividad

inhibitoria se presentan en la Tabla 3.

X . X .
En’ presencia de eritrocitos de rata normales.



El eFecto -de--1la- temperatura sobre la .actividad. aglutinante

nD males de rata, “mostré que  la

en . presencia de Er1troc1 18

lectina es :Esrtwa‘\blé‘ emp ratura.:menor de 30 °C durante 5

‘minutos ya;d,ug_v © alguno, en el titulo de

,actividad_' ag"lqtj.'a ocurre’ cuando la lectina es

incubada entr embargo, ‘a ‘temperatura de S0 °C &

superior, -la inante "de la lectina desaparece .

'EFEDTD DE.LA TEMPERATURA EN LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE
ECTINA DE H rosenbergLL (D »

"vTiémpo dé‘}n¢qsaéj§5~ ; Actividad

¢ (minutos) aglutinante

ERRE S e




anticuenpos ‘ént; 1 tﬁihé bpn&ﬁcidoé én ”Cbhejo:
reconocimiento ‘Férdéndb ';arias bandas de precipitaéién' con el
suero dializado,~1; fectina purificada forma una socla banda de
precipitacién que posée identidad total con los componentes del
suero. En ‘la Figura ?. se observan los diferentes agrados de
pureza de la lectina a partir de: 1). Lectina de M. rosenbergii
(D.) purificada por cromatografia de afinidad fetuina-Sepharasa,
que esta representada por una banda y 2). Suero dializado, en la

cual se observé una serie de bandas indefinidas lo que indica que

hay mas de una melécula presente en la hemolinfa.




_}nmunqdi#@Qi@ﬁ “1U5%0 Reaccidn’ de’
identificacien ‘entre 1) ‘Buero: dializado (35 fg)..

3. Anticuerpos. anti-hemolinfa.

LEl geli de. inmunoelectroforésis se correlaciona con los
resultados de las bandas de precipitacion del gel agarosa en
“lainmunodifusidn. La separacidn de los componentes del suero

dializado vy de la lectina en un campo eléctrico se representa en



la Figura:10»enlla:cuakf’se:muestrafléé”baﬁﬂas;de"pféciﬁi{aciéﬁ”;:

resentando ' ‘diversas  bandas no

" representad,

JFiguFé.iO. ‘Inmunoelectroforésis en agarosa al 1.5 %Z en solucidn
e ’i,mv,émortiguadora Tris/veronal pH 8.6. 1). Suero dializado

Ven dilucidn (45 ug/25 ml). 2). Lectina pura (15 ug/1is ul).



VI. DISCUSION...

La presencia de 1et:t“i'n'ajs‘ : hémolinFa de los
invertebrados ha dado lugar pafa'i:rhéféek "é‘sb"ttirdic:s relacionados con
los mecanismos de defensa. Sev ha propﬁestn que debido a 1la
especificidad que presentan las’ lectinas hacia estructuras
carbohidrato que se encuentran sobre la superficie de membranas
celulares, ¢éstas podrian actuar como intermediarios en el
mecanismo de defensa, reconociendo especificamente moléculas
extrafias para ser enlazadas a la membrana de los hemocitos 'y
posteriormente fagocitadas {(2B)3 sin embargo, la manera por la
cual =e 1lleva a cabo dicho reconocimiento aun no ha sido
plenamente demostrado, debido muy posiblemente a que no se cuenta
con un numero considerable de lectinas de invertebtrados bien
- caracterizadas, o posiblemente al hecho de que la concentracidén
- de léctvina' en tales organismos se encuentra en concentraciones
= muy :ba:jas,‘ p"or lo que se considera importante el tratar de
jdentificar en primer. lugar las caracteristicas de la lectina

de M. rosenbergii  (De Man), para posteriormente establecer un

método de purificacién con alts rendimiento de lectina.

Por cromatografia de afinidad (utilizando fetuina acoplada a

Sepharosa 4-B) se plf_xr;,yiF,u:d unalectina del sueroc del langostino

&0



Hacrobrachium' rosenbergit este ‘metodo. se obtuvo una

recuperacién”!'d partienda . de - una.

concentracion - de. 10 otetna de ‘suera dializado. S5in

embargo al’ usar ccmO'mat Stroma de eritrocitos de rata. se

obtuvo 0.007 pg dé é?ovéih’, gstos resultados sugieren que la
concentracién de la lecti;é‘én éste organismo caomprende menos del
1% de la proteina total de la hemolinfa; resultados similares son
reportados para las especies Homarus americanus H. Milne Edwards,
y Panulirus argus {Latreille), en los que la cantidad de lectina
presente en la hemolinfa de ambas especies comprende de manera
similar menos del 14 de 1la proteina total (purificadas por
cromatografia de afinidad), esto indica que la presencia de la
lectina en crustaceos se encuentra en baja concentracién (33,

46) .

Lé, fetuina acoplada a Sepharosa 4-BE utilizada para la
puriFicacién de la lecﬁina de M. rosenbergiti (De Man), es una
glicoprotef na que contiene estructuras N- y O-glicosidicas con un
alto contenido de 4dcido sisdlico (hasta Qn'36Z) (63), la obtencisn
de un aceptable rendimiento en la purificacién (50% de 1la
actividad aglutinante), se debe indudablemente a la afinidad de
la lectina por ésta glicoproteina como se demuestra en los

ensayos de especificidad.

La lectina detectada por el espectro de absorbancia a 280 nm

indica que es una proteina que contiene aminoAcidos del grupo
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aromatico. Esta -lectina-purificada pdr:crdmatngraﬂ.a de afinidad

- muestra-ser:  una:-glicoprot so-molecular de 14 KDa .en su

ultracentrifugacidn ien de S a 257 se

obtiene un peso

posible interacci

grad 'ente“ de sedimentacién, formando:.

o .tanto manifestando un tamafio :

mayo‘r a lkya 'A "D,_ cha interaccién tendria bcir"

’tantu’wquéf; conf
detekr"n-\li,nék\‘éibnk ‘del’ ‘peso’ molecular modificando esta:
(por ejemplo,. sustituyendo la sacarosa por .el clorurc de ce

cual. no podria interactuar con. la lectina).

cercanas a la de M.

del quelicerado Limulus polyphemus '(L;irl"ll'l_-"),‘y la ‘ﬁi’otelna de la

especie Callinectes sapidus Rathbun, con un ‘valor de 28 S (20,

21). LR , }
‘La lectina del langostino Macrobrachium rosenbergii (D.)

esta compuesta principalmente por los @ aminoAcidos glicina,

serina, glutamico y aspartico y su porcién sacaridica por Acido
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sialico, galactosa, manosa, “N—acetiifD—galactosamina Yy

N-acetil-D-glucosamina; .comparando co species como.la del

nson),..la. lectina esta

“‘molusco terrestre

cuanto a la 1lectina del . rosenbergit (D.)

contiene aproximadamente el 107% dejaiﬁ;areékpof peso total.

Aparentemente esta lectina no requieré ae iones de calcio y
magnesio para la actividad aglutinante en compafacién con -1a Ae
otras especies como Nomarus americanus H. Milne,'PdnuLirﬁs argus
(Latreille), Cancer antennarius Stimpson, .y Caipﬂnécte$ sapidus
Rathbun, las cuales son dependientes de iones célciulﬁ?o"Sg; §7, 
4&) . La lectina de M. rosenbergit (D;; tegi‘ lgﬁiiy fan

- o
temperaturas mayores de SO

C durante 1 min;, rcondicioﬁésu
similares se han reportado para la lectina sérica de C, sﬁpiéué
Rathbun, que fue estable a una temperatura menor de 50 °C y P.
argus (Latreille) (20, 46), para otras protefnas como la limulinék
(L. polyphemus {Linn.) ) se reporta estable hasta 5& °c (21; Y
para la especie Procambarus clarckit (Girard), 1a' Iectina se
inactiva a &0 °C (4B).

Hacemos notar gque la lectiﬁa del langngtinorde agua dulée M.
rosenbergit (D.), es una de las mas pequefias de acuerdo a las

reportadas en la literatura, algunos autores indican que ciertas

lectinas como la obtenida de la especie Achatina fulica Bowdich,



esta formada ‘por var ias subunldades monomér1cas de lu kDa (64),,y.7

'dé =

puri¥i:édai

(trés’gru

grupos: moleculares

: Fbcalxzadaa

La.<-‘léctina«~«5deg “(Du) © reconoce--- -

predomxnantemente er:troc1t051 ‘rata y CDHEJD, los
'Cuales presentan un alto contenldo de der1vad05 O—-acetil-sialico
en la superficie de las eritrocitos (25% y Z20% respectivamente)

(63). En los ensayos de aglutinpacién utilizando eritrocitos de

rata tratados con enzima neuraminidasa, la cual se ha reportado

b4



as=moléculas que

liminadas de

n incremento
lo. que indica

1iberacién {o

ceptores para esta lectina,

ha

llegado a

‘veportaron actividad de
con éspeciFicidad hacia

vtambiénu.para eritrocitos

hgmgno, caballo" 'y- cerdo,” sin embargo, en

nuestros ensayos - de aglutxnac on:u Lizandu suero no dializado,

obtuvimos actividad . aglut1na te: en‘ ciertas ocasiones hacia

eritrocitos de humann y cerda 10 cual. podria estar dado por

posibles factores que 1nducen un: estado de agregacidén debido a la



hemdcianiné-(ﬁé).rr

hidrofobicidad que posee

hemaglut

N-acetil=D-glucasa

33) como:concent

s comple;as como Fetuina‘

estructuras

a-D-galactosamina-i—-fosfato;

submaxilar

glicoprotelnas obtenidas de los erif?n»ito

B-metil-neuraminic

de rata),’ bIés ‘para el reconacimiento' e

dlusn la perdida de r951du S

lectina'y~élré

siadlico de las.. glyCDp otelnas Fetuina Ly mucina.; de la;.gléandula:

submay11ar bnv1na que pravoca que estas molécula

inhibidas de la actlvidad dE'la lectlna»lo‘cual.sugier
residuos son indispensables . para fla;;intefa;;idh :#nn

glicoprotetnas.

Como se ha abservado en los ensaybs‘de actividad anlutinante

y en la inhibicién de “la misma‘ por  diferentes  aztcares, log

N-acetilados -y~ el scido-sii vé%etéh~$ehgunrligahdn,importante,,,,,,

xaundue,,ei‘pépel del acido

se ha



entre los residuos 51él1lados de la super4F1c1e celular_y algunas

sialidasas virales (63)

.Dado que el acido siyéliléo.::’ége :‘has lc‘)VC‘a]‘.k'i_Z.élvﬁD‘,En la memb+rana
celular en posicién peri‘{:éric;’-_\ de vgl‘,i:n;:onjugados se le ha
atribuido 1la participacién' en la regulacidén de fendSmenos
biolégicos tales como receptores y en la proteccidén de células y
organismos. Entre las lectinas consideradas especificas para
acido sialico se -encuentran en. la .limulina del quelicerado L.
polyphemus (Linn.), el cangrjejD’Carc.:‘,inoscorpius rotunda, en el

molusco terrestre africano Ac,hq.vf{i:r}zdr.f‘ulica Bowdich y en la ostra

gigante del Paci-Fit;;:g Ct t,ggs:

(Thunberg)

68) .

La posible 'pa‘r"t;i{crip;art-:igbbn de 1a lectlna del ':lkra‘ng‘ost'ino de
agua dulce M. rosenbergit (D.), en el proceso de
treconocimiento de lo propio y no-propio aun esta por demostrarse,
ya que sf{ consideramos su  afinidad povr acido sialico, es
importante considerar que diversos agentes patdgenos como 1la
mayoria de las bacterias (excepto Escherichia coli, Neisseria
meningttides y Salmonella sp. entre otras especies), y en
diversos Vvirus éste residuo sacaridico (Acido sialico) esta
ausente aunque, es mids frecuente encontrarloc en protozoarios y

moluscos (62, 70, 71).

lLos ensayos de inmunodifusidén e inmunoelectroforésis nos

67



permite ‘tomar ‘en ‘consideracidn que’la; hemoliinﬁa tiene 1la

capac‘id_ad’:de se N:) kSiiV_t:_)lve‘ obtener

anticuerpos’ stos’ “ensayos - se

identificaron purificada - por

cromatografi a tambin nos’ p"ermi't‘:ir'a

demostrar por ,éjemp:io,"v'mediante ensayos  inmunocitoquimicos ~la
localizacién ‘dela’ 'lectima en los hemocitos 'y ‘su’ posibie

participacién en €l mecani smo de defensa.

[=12]



‘VII. CONCLUSIONES.

De los resultados de .este ‘trabajo podemos cancldir = lo

siguiente:

Del la hemolinfa de Macrobrachium rosenbergtit (De Man},

se aisldé una lectina.

For el método de cromatografia de afinidad utilizando
fetui na acoplada a Sepharosa 4-B, es posible obtener
0.014 mg de lectina a partir de 100 mg de proteina

de suero total.

La concentracidén de la lectina sérica de M. rosenbergtti
(De Man), comprende menos del 0.01% de la proteina total

de 1la hemolinfa.

La lectina del langostino de agua dulce tiene un peso
molecular de 14 KDa en su forma nativas; un coeficiente de
sedimentacidén con valor de 1.4 y un punto isoeléctrico

entre 5.4 y 64.1.

La lectina es una glicoproteina caompuesta principalmente
por los aminoaAcidos: glicina, serinay glutamico vy
aspartico y en su porciédn sacaridica por Acido sialico,
galactosa, manosa, N—acetil-D-galactosamina vy N-—-acetil-

D-glucosamina.

&7



6- se comporta

Los ’ ores“ 1nh1b1dores de. la
azdcares ‘N-acetiladosz- “N— 513111
N-acetil-D-lactosamina (B8-1, 4),.iy‘
,IgA. Fetuina; mucina ‘de la glandula
:~como glxcoprote nas . que se. loc : mémbrana de
los eritrocitos de. rata. : '
,E;_Lailectina reconoce especi trocitos de rata
y conejo. : !
Q.- La ﬁresencia ;dé‘ a aféntgmente‘ es. un

determinante  ‘impor ectina - de . M.

rosenbergiy (D.)

Estos éie&%ﬁtbs
estudios del

no-propio para e
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