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RESUMEN. 

En los animales vertebradÓs .se. ha establecido que el 
' . -· ''..' _-.. ;,-_-.:· -. 

reconocimiento de lo no-propio'poi' e.l. organismo está mediado por 
¿». ·'.)-'.":_;·_,· .. , ___ -.. _,,._. 

la presencia de protei nas 'especl-Ficas del suero, denominadas 

Inmunoglobulinas. En la may6i-i--~- dr l~s -invertebrados se conside1·a 

que dicho mecanismo está relacionado con las 

protei nas conocidas como ·:1ectinas·; las cuales se ha propuesto que 

llevan a cabo al_gur:ias :-FunciDnes ar'lálogas a la de los anticuerpos. 
,, 

_,_,__,·_ .•. _·· 

'Tect)pasJ·sd\"1~~Prc;>.te~:nas .gue. tienen ,).a·: .-.:),.pacidad de 

-~ '·'i~~e;;:,;-~tua~)~ 'i::on icistru~~~r~s{ ~-~~ presentan 

carbohi'dr:t;~. :~::·~::°l¡¿;~·~~~~f~~~~~~raF -~t~.~~s;o ~~n la .membrana de 

cé 1u1 a~/. Itt~r6~~~~-~~i?~f·~ffr~~ :,in~i~CF~~i:s · z~ª. · ·· 1 a 

Las 

reconocer 

las supe1·-Ficie 

Considerando la 
.·/·. ···'.~·::: .. ·'.-~:,.<· 
probable importancia que presentan las 

lectinas en el -mec~nismo d.e de-Fensa de los invertebrados, en el 

presente estudio se plantearon como objetivos: el aislat-, 

puri-Ficar. y cat·acterizar quimicamente la lectina del suero del 

langostino de agua dulce /"facrobrachi.un rosenbergi.i. <De Man), asi 

como determinar su especi-Ficidad por carbohidratos, esto con la 

-Finalidad de determinar si realmente existe la pa1·ticipación de 



esta proteina en. el proceso ºde·-r-·econocimiento-celularo-_.entt·e __ lo .. 

La 

hembt·as del 

obtenidos del 

Morelos. El proceso 

pot· cromatograi'i a 

.filtración indica 

aproximadamente 14 

1. 4 y punto isoeléctrico _ 

esttl compuesta 

Man>, 

estado de 

llevó a cabo 

acoplada a 

de 

de 

de 

la lectina 

glutámico 

y aspártico; la porción glicánica coMt1en~ ácido siálico, 

galactosa, manosa y N-acetil-D-glucosamina. La lectina aglut1na 

únicamente eritrocitos de rata y conejo¡ dicha actividad es 

inhibida especi.ficamente por los azúcares N-acetilados: N-sialil 

lactosa (a-2, 6l y N-acetil-D-lactosamina <~-1,4>, el glicósido 

a-D-galactosamina-1-.fos.fato, y por las glicoprotelnas: .fetuina, 

mucina de la glándula submaxilar bovina, asi como por las 

glicopt·oteinas obtenidas de la membrana de los erit1·ocitos de 

1·ata. El hecho de que la lectina de H. rosenbergii <De Man), 

reconozca principalmente eritrocitos de rata y conejo los cuales 

tienen un alto contenido de ácido 0-acetil siálico, y dicha 

actividad sea inhibida por estructuras que poseen ácido siálico, 
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nos permite suponer que éste carbohidrato forma f'_O:::rt~ __ }rnP_~r.t:_a~i;e> 

del para la · lect·i na. Esta hemaglutiníria··~ .no ----es 

dependí ente y Mg ++ ;. ·y se comporta estable a una 

temperatura menor de50 ~c. 
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AISLAl'IIENTO, PURIFICACIDN Y CARACTERIZACIDN OUIMICA .·.•DE LA 

LECTI NA Pl':ESENTE EN LA HEMOLI NFA • DE. ~~~~OBRA~H l UH ~OSENBERGÍI 
<DE MAN> < CRÍJSTACEA: DECAPDDA> ~ .· 

El grupo 

de especies 

en el 

de tipo 

pro~enoloxidasa, 

la.citotoxicidad; tipo humoral, en la 

que participan ciertos ~actores como las lectinas con la ~unción 

espec1 ~ica de reconocimiento de lo y algunos 

bactericidas como las lisazimas, cecropinas y atacinas · los 

cuales, se ha propuesto que pueden ser activados de .. maAera 

espec1~ica e inespec1~ica <1, .2). 

Las lectinas comprende al grupo de prote1nas que tienen 

la capacidad de reconocer y unir especl~icamente estructuras de 
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carbohidratos, por esta razón las lectinas .prei::Tp i ta'ri 

glicoconJugados en solución o aglutinan células .y :·.er.itroci.tos, 

por lo que se les ha denominado también tiemagl~ti~·{n~~· :.(3>;·>cEn 

los invertebrados estas proteina~ se 

La presencia de las lectinas en la hemolin-fa de·.· los 

crustáceos actualmente es tema de interés en el área de la 

patologia de invertebrados, aunque la -función de las lectinas en 

diversas especies de invertebrados aún no ha sido determinada 

claramente, se sugiere que estas proteinas están presentes sobre 

la membrana de hemocitos y -funcionan como receptores, 

participando en el reconocimiento y enlace de particulas 

extra~as, -favoreciendo la ingestión por los -fagocitos (4). Se ha 

propuesto también que la presencia de lectinas con di-Ferente 

especi-ficidad por carbohidratos, aisladas ya sea entre especies 

di-ferentes o individuos Cpor ejemplo de órganos sexuales, 

huevecillos o hemolin-fa), pueden p1·esentar diversas actividades 

biológicas como es el reconocimiento entre lo propi¿ y no-propio, 

el incremento de la -fagocitosis o la regulación metabólica <5, 6, 

7). 

Actualmente se cuenta con varios reportes sob1-e la presencia 

de aglutininas en diversas especies de los invertebrados (8). En 

particular para el grupo de los crustáceos decápodos se ha 

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

-~ 

·• 

solo cinco de éstas se ·han 
:- ; 

·caractertzado .qt.Íl micalllente 
,. - :- ~ ,_ .. - ~- -~: ... 

dete1·minado su especi1'i7}ci~§;}cb,6~~-§e?;~~a'6_ í.~ ;_~ímP..órtancía, que 

posiblemente· presentan; las ..• f~~~fi?~~.,~~j(.;~1~1ll~¿á_~-~s~b de de~ens~ 
(para prevenir o manipu'la~;· i~ /~~i§t.e~cl'á a'(eri·:¡::~r'rried~d.;s)' o bien 

,\· .:':· ::. ·;:_.· . 

su participación regt.Í !ación rrietab6lica, se 
·---,. • ..• i"'-' 

plantearon los sigui"entes"objetivos: 

1. Aislar la hemaglutinina presente en la hemolin-fa· 

Hac rot>~achi. :Jm de1 langostino de agua dulce 

rosenbergi. i. <De Man>. 

.. 
en• el ' suerq de :H. 

. :~~·.:- ·:;¿ ;:;~ ,·-:·;~;. . ·.,, -.'-
, __ ... : - "' - '.>'.:';;~"-: . ~·v ::·-_·.:-.. · .. ··_·_ .. ; ... 

;-.~~.'- -+~~:.: .. :/l)\~-· :;t5;;~::; .. 
Puri-Ficar la lectina presente 

rosenbergi.i. <D.). 
,'•e -'-• 

3. Caracterizar qui micá'nient•/~4 y 4ii:6~6t~f::z~rgunas· 
propiedades 

langostino. 

4. Determinar la especi-Ficidad de la lectina de H. 

rosenbergi.i. <D.) por estructuras de ca1·bohidratos • 

Esto con la -Finalidad de conocer las caracterl sticas 

qui micas y -fi sicas de la protei na que pt"obablemente participa en 

el mecanismo de de-fensa en el lan_gostino de agua dulce H. 

rosenbergi. i. <D.). 
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I l. ASPECTOS GENERALES DE LAS LECTINAS EN LOS INVERTEBRADOS 

suponer que 

patógenos. 

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

llevado a cabo ensayos de reconocimiento hacia lo no-propio,:y se 

ha sugerido que las bacterias son reconocidas por ~actores 

presentes en la hemolinf'a o sobre la membrana de células 

f'agoclticas, como en el caso particular d• la agiutinación de la 

bacteria patógena Gaffkya homa.ri por la hemolinf'a de esta especie 

<9, 10l. En el cangrejo australiano Parachaeraps bicarinatus se 

demostró que la resistencia a la inf'ección por la bacteria 

Pseudomonas 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 f'agocl ticas, tal propuesta podri a ser corroborada al 

comparar la actividad f'agocltica i:n vitro de hemocitos del 

cangrejo P. bicarinatus normales e inmunizados (11). También se 

ha observado que las lectinas del mejillori ·azul·.HytiLus eduLis 

Linné, 
e-< ,'.;/• :• 

y de la oreja de mar ApLysia caL,ifornica Cooper, 
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participan, en la Fagocitosis, actuando de, manera similar' a un 
-."--

la ,:capacida·d ,que , ti'ener1 'las lectinas de anticuerpo,: debido.,á 

funcionar. como re~eptoreefc ~~·me~b~lÚ¡;;,j:J?~dg ~ir~~. ,bacterias, 

hongos u otro tipo de, parásitos que." :rtá~" ":~ :contacto con la 
. ~ .: :· . ;: : . : : "' .. 

hemol inra C 12, 13l. Otros trabajos i~cllc"oiri qu~ le\ presencia de la 

lectina en el suero del crustáceo Parachaeraps bicarinatus 

determina la f'agocitosis de eritrocitos de carnero, sugiriendo 

que la especif'icidad de la hemaglutinina está relacionada con la 

actividad opsonizante del suero, lo cual también se ha reportado 

para el cangrejo del arrecif'e Ozius truncatus <4>, incluso se ha 

observado que la actividad aglutinante de la lectina purif'icada 

de la pupa del gusano de seda del r-oble Antheraea pernyi. 

<Guérin-Mérevil le), se incrementa al inocular- al or-ganismo con 

bacterias de Escherichi.a ·coti. C14l. Estas son evidencias de que 

las lectinas actúan CC)mº" ,:".f'actor· Facilitando el 

reconocimiento de 1 o "no;__~r~~'i~ y":;"-d~~d•Ú lugar-" a una Fagocitosis 

más ef'iciente (15, 16). 

·. '"-::··· '.'_''.-./:::·t-·-·-:->" -
Se ha observado que las lectinas~taínbién participan en el 

transporte y almacenamiento de calcio ·y' de ·azúcares para el 

crecimiento del esqueleto en moluscos, lo cual se sugiere por- la 

capacidad que tienen éstas protei nas par-a organizar- moléculas o 

complejos moleculares Facilitando el paso de señales a través de 

la membrana ( 17, 18). Otros investigadores proponen que la 

lectina del camarón araña o centollo europeo Haja squi.nado 

CHerbstl participa en la regulación de la metamorFosis ya que 
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disminuye su concentración y llega a oesaparecer durante la muda 

( 19). 

y a las di-Ferentes etapas cié desár(oÚo se ha 

reportado que existe una ~ctivÍdad. aglutinal"lte' signi-Ficativamente 

más alta en el suer:o de (ndividuos machos del cangrejo azul 

Ca.l l inectes sa.pidus. Rathbu.n, en comparación con las hembras (20>. 

De igual· la presencia de lectina 

con de los organismos por 

una concentración de 

adultos del cangrejo 

de 628 g que en los 

g (21). 

conocimiento de los 

sitios en .los cuales se origin~~ /si~t·~~i~an.·121ectinas en los 
- -.:: e:.-"_'::: >;:>" ''-;,-·t. ·~·- .. 

artrópodos. En investigaciones;~· ·.'fü:Ll:fi1izando anticuerpos 
-<. ·-,: ),'- ,'•."'..,_¡ ._ ··:-~'.,: ~--;·;-·,,; • ., 

anti-lectina acoplados a fluot-osc~~i~~::·!;~~~i,~J.:Cl_grado detectar la 

de la cucat-acha de 

de lectinas en>l''.i·'·sup'er-Ficie 

madera l..;uJ¿~~~~~ madera.e 

de hemoc i tos presencia de dos tipos 

la (Fabt-iciusl; 

·- :'-'!f 
logrando marcar a los hemocitos cllltiva'dos in vitro, demostrando 

asi la presencia de hemaglutinin~i: ·s.~b_~:~ ia membt-ana plasmática, 

9 



en el citoplasma y en las vacuolas en dos .. ele los cuatro t'.ipos de 

' 
célul.as presentes en ésta especie; de ·mari.erá interesante se 

. . .:: 

observ6 que tales hemocitos al ser trat~dC)~· c'bfrtcicloheximida no 

se identif'icaron con los anticuerpos arifi..:.lectiria• ··sin embargo, 

los hemocitos pueden se1· identificados nuevamente 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 Hyatophora cecropia <Linnaeus>, se ha 

logrado inducir la sintesis y secreci6n de lectina a partir de 

hemocitos cultivados in vitro no asi de adipohemocitos <24l, 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 gránulos 

y superficie de plasmatocitos, en células que se encuentran en 

contacto con la hemolinfa y en células indiferenciadas 

precursoras de hemocitos, lo que con.firma, que los hemocitos son 

el lugar de si ntesis y probablemente también sitio de funci6n 

para las lectinas (24). 

En el crustáceo Squi l la m.ant is <Linnaeusl, también se ha 

logrado demostrar la presencia de lectina sobre la membrana de 

los hemocitos por medio de inmunoprecipitaci6n con anticuerpos 

anti-lectina, lo que sugiere que también en ésta especie la 

lectina pod1'ia ser sintetizada en los hemocitos (26). 

10 



MECANISMO DE RECONOCIMIENTO ENTRE LO PROPIO Y LO~NO~PROPID> 
, .. _·_ ';,·> 

'"'-':;--·~,· " :e-~;_·~-."", 

Como -Factor humoral en han 
'·-;,: 

atención por.. te~~r :,·1:;;< 
. ,_ ~ - ~---,-· .: ~: .;_· ,-.. -:··'>.\~: ~-':;'._i __ .</~;'-~;:;_"-.-~.:: 

eritrocitos de vertebrados. o l:Íacteria'~c i-J ,j¡:~,.:¿; ~untjue, 

llamado la de aglutinar 

desconoce. (24)';\ )'' ~\} < > 
- : .:-~ -~:~:-·- _,'.·);~-?· 

su papel 

in uivo aun se 

Tanto la especiflcidai:i como 'ef titulo de actividad 

aglutinante de las lectinas '.se ·¡;a observado que varia entre las 

especies di-Ferentes de los invertebrados en las cuales, se puede 

presentar especi-Ficidad hacia determinada estructura carbohidrato 

o un amplio rango de especi-Ficidad, lo que sugiere que determina 

la inter-relación entre lo propio y lo no-propio (251, y por lo 

tanto estas proteinas podrian estar involucradas como moléculas 

de reconocimiento en el sistema inmune (21. 

Pauley (201 y otros investigadores <6, 71, proponen que las 

especies que presentan lectinas.con una especi-Ficidad similar por 

carbohidratos podrian tener una -Función similar en el sistema 

inmune. De acuerdo a la hipótesis de <27)' la 

discriminación entre lo propio y no-propio en invertebrados 

podria estar basada en el reconocimiento de determinantes 

carbohidratos por oligómeros de glicosil-trans-Ferasas solubles o 

enlazados a la membrana celular. Aunque no se ha observado la 

secreción de glicosil trans-Ferasas en solución, el punto de 

11 



la pr:esencia 

en el cangrejo 

australiano Parachaeraps bicari:natu.s, en ésta especie se sugiere 

que el reconocimiento de agentes patógenos está en -Función de la 

participación de hemaglutininas solubles y -Factores asociados a 

la membrana celular del hemocito (28). But-net (29) apoya esta 

idea, suponiendo que las hemaglutininas son producidas por los 

hemocitos, permaneciendo algunas de ellas sobre la super-Ficie 

celular y otras libres en el sistema circulatorio. Por ott-a 

parte, se ha observado que las bacterias1pued~n ser ingeridas y 

destruidas por células -Fagociticas in v.i tro, ··;:independientemente 

de que las bacterias hayan sido o no pretr'atadas con hemolin-Fa 

(28). Sin embargo, los hemocitos tratados ·e:on tripsina no son 

capaces de ingerir bacterias a menos que las bacterias o 

hemocitos sean incubados con hemolin-Fa antes de llevarse a cabo 

los experimentos. Aún más, hemocitos tripsinados e incubados con 

hemolin-Fa no son capaces de -Fagocitar a las bacterias lo cual, 

pet-mi te concluir que los -Factores de reconocimiento para 

bacterias se encuentran libres en la hemolin-Fa y sobre la 

membrana de células -Fagociticas (28). También se ha propuesto que 

las lectinas necesitan por lo menos de dos sitios de unión 

di-Ferentes pat-a -Facilitar el reconocimiento entre lo propio y 

1 '.L 



no-propi_o y poder asi 1-eaccionar con -lºa - süper'ficTe -de los 

hemocitos c3¡-, 
---

' - ';r,-~~-0 ,,, ;:,·:.• ' '·.::•<:,:O~~-.~~~~:-·>~'· ,•, J• ,'; •" •\, ·. ,/•, ' 

ESPEc r rdrc t~Al>~1.oé' LAS .¿~el"~ ~A¡ POR CARB_OHIDRATOS. 

Var.i'os''''ai'.i't:ci~-~s están de acuerdo en que las lectinas 

pre-s'ii.ntan/~i;:r¡;,'.~tes -Funciones dependiendo de las caracteri sticas 

estruc:~~r,ales que estas poseen, determinando asi su presencia en 

los ~i-Ferentes órganos de un individuo y la heterogeneidad entre 

especies di-Ferentes (6, 7, 30). Esto da claras ventajas con 

respecto a otros -Factores presentes en la hemolin-Fa como son los 

bactericidas ya que estos son." .~ecani~mos aparentemente no 

especi-Ficos, 
~ --,, .\-'•. . 

siendo por lo tanto_•-.1.ii_sf:lectinas las que poseen la 

especi-Ficidad para lo propio y lo 

no-propio (31>. 

Para identi-Ficar ia especi-Ficidad de las lectinas se han 

realizado ensayos de inhibición de la actividad aglutinante de 

et-itrocitos de las di-Fet-entes especies de verteb1-ados, utilizando 

mono y oligosacáridos como inhibidores; mediante estos sencillos 

experimentos se ha llegado a postular incluso cuales son las 

secuencias oligosacaridicas presentes en la super-Ficie celular y 

si el residuo o sacárido que se encuentra en posición terminal es 

el -Factor determinante en la interacción de la lectina con el 

receptor <7>. 

13 



Entre --los --principales- carbohidratos-- que ___ se __ han ___ reportado 

como inhibidores de- lectinás- -en eff grupo -de- los crustáceos se 

citan a la ~-aC:E!ti1~g~~~1¿,~~~G~.Ji,l1~i~ i~e:·~,~~~~~}.lc;D-glucosamina y 

el ácido N-acet_il::-rie§_ta;~t-~~i'7~~;~<.í4.!i;··~~~I:t3~} }34>' <ver Tabla 1 >; 
aparentemente no . se•·· h~\:; d~:~~~~~~o J~~~¡j{c:,;,"¿n 

' - ,~.,e; ,: , ,,~:;f,', .:"<\,;-.- -.·;• '"O:• - -C•• C• .·, C 

por D-manosa para 

este grupo (8). Las i'ªC:fi~¡i,,; q¿e Jr~~~~bc.;¡n espec1-Ficamente al 
:;:=:: .•/"• 

ácido siálico en 

polisacáridos sialilados (3). 

Tabla 

-.- -·: ·_.-

Bir'gu; iO.tr;; CL. >: 
'·- ._ .. ___ ,._. 

Cattinectes dana.?S; 

Cancer anlennarius S. 

Horno.rus americanus H. 

Hacrobrachium. 
rosenbergi i CD.) 

CARBDH IDRATO 

NeuAc 

NeuAc, GlcNAc; GalNAc, 
11anNAc, 0-Ga 1. 

Neu0Ac<9-0-acetill; 
C4-0-acetill 

NeuAc, ManNac; 
GlcNAc, 0-glc. 

sialoglicoconjugados 

la detección, 

. REFERENCIA 

(21) 

(8) 

(32) 

(33) 

C34l 

NeuAc =ácido N-acetil-neuraminico 
GlcNAc= ácido N-acetil-0-glucosamina 
GalNAc= ácido N-acetil-0-galactosamina 
ManNAc= ácido N-acetil-0-manosamina 

O-Gal= O-galactosa 
0-glc= O-glucosa 
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También se ha observado que la mayoria de las lectinas 

aisladas de invertebrados son dependientes de ++ 
y Mg ' por 

ejemplo en el grupo de las esponjas se han realizado experimentos 

sobre el -fenómeno de cohalescencia y regeneración de células, 

para ·10-·· ·cual· se utilizó agua de mar carente de cationes 

diva lentes y se observó 'que no ocurre la regeneración, lo que 

hace proponet- que la agregación especi-fica de células está dada 

por glicoproteinas de super-Ficie de membrana que son dependientes 

de Ca++y Mg++, y tales iones actúan como ligando especi-fico para 

las células (35, 36). 

Otros e>:perimentos han demostrado que existe una dependencia 

a iones de calcio por parte de los -factores de reconocimiento 

asociados a la membrana de los hemocitos del mejillón azul 

Hytih;s edutis Linné, y tal dependencia se ha observado por el 

hecho de que el 
++ 

Ca sólo estimula Ln vi tro la -fagocitosis de 

levadut-as y eritrocitos (12). También se han detectado lectinas 

con dependencia 
++ a Ca en el cangrejo azul Cattinectes sapidus 

Rathbun, y en la langosta americana Home.rus americanus H. Milne 

(2(1, 37). 
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III. ANTECEDENTES. 

El estudio de las hemaglutininas en los invertebrados y su 

posible participación en el mecanismo de defensa se iniciaron con 

los trabajos de Noguchi en 1903 (38>, con el quelicerado Limutus 

potyphemus (Linnl, en esta especie el Dr. Noguchi realizó ensayos 

de inmunización y pruebas de aglutinación utilizando la hemolin-Fa 

en presencia de eritrocitos de diversas especies de vertebrados; 

posteriormente en 1912, Cantacuzene <39, 40) observó que en la 

hemolin-Fa del cangrejo ermita~o europeo Eupagurus prideauxii 

<actualmente Pagur1..1.S prideauxi Leachl, existen substancias que 

tienen una -Función análoga a la de los "anticuer-pos naturales", 

posteriormente, en 1922 estudió la especi-Ficidad de la lectina 

del sipuncúlido Sipuncutus nudus hacia eritr-ocitos de vertebrados 

por ensayos de actividad aglutinante. Glaser en 1918 <41> realizó 

ensayos sobre la inmunidad con el saltamontes de patas rojas 

Hetanoptus femur-rubrum <De Greel ¡ Roche y Dumazer-t en 1940 (42> 

reportaron la presencia de una gl icopr-otei na en buey de mar 

Cancer pagurus <= Ucides cordatus <Linnaeusl ); en 1945 Tyler y 

Metz <43) detectaron la presencia de 10 heteroaglutininas en la 

hemolin-Fa de la langosta espinosa Panutirus interruptus 

<Randalll, posteriormente en 1946 Tyler <5>, reporta la presencia 

de heteroaglutininas en diversas especies de inver-tebr-ados 

16 



pei-tenecieiites a.:los,grupos:.~Mollúsca .<3 Sp.>, Anelida (1 Sp.l, 

Echiuroiáe'~ <.{ Sp: > > Echi_noderm~ta · <5 ·. sp, > y IJrochord~ta. <2 sp. >, 
¡- ;: Z:~~·~;·c ''.~:;;._ .. :/~~ _;_,5;~é~~ ;)~~;~- .,.·"," ·>·.;·!; ;.~. ·::::~r; ',::,;_~.-,·~'.'... 

obtenidas Fcie1;fl'itifd.9: ~,~!'1~~:~1;,('.y,;;,g~it¿\{~emól ir1-Fa~ 
-· ___ . ~f:.i~~\~ e,_:,~;_~ __ ·_c. __ ~~~~-2?-L~--' ~2'" ~,:~-?:; '"-"::~~>- ffs"~~-~~::,- · · .,,_. 

·<«~ ;.-;.[''·:~~:::.~>···:::-e··:: ..... ,-~'/.~·: '/c .. _·-~.·~·-· ~~/ 
''.¡ .,.,..__ ~:'. -~¡-~}:'.< .. >;._.. ·;;;; . 

. ErÚ;p.i~ti~~l'.i~> para .:~i ;,;~t;µ~,.O'':•!'c::fe . los decápodos, entt·e otras 
.I\·· .1,,_'<:.: '·'·~:~+~:-.:·· ',f~i:? 

especies 2Ita.'cias,: anterAor:núiffite·; .se encuentran los trabajos de 

Frentz ~llie'n ·~'.n i'~5¡f(~~f'1itd~!~'e~~6·-una glicoprotelna por actividad 
;: ':>- ·._.'::_~,--_::;. :·.:.'.'' 

aglutinante en la hemolin-Fa.-:·_del·.·cangrejo natante europeo Carcinus 

maenas <Linnaeusl, y a· partir de la década de los 60' se 

enct:tentra un mayor número de publicaciones en-Foca das 

principalmente a identi-Ficar la especi-Ficidad de las lectinas por 

los grupos sangui neos, su puri-Ficación, caractet·ización qui mica y 

especi-Ficidad por carbohidratos, asi como la participación de 

éstas protei nas en el mecanismo de de-Fensa de los crustáceos. 

Entre los trabajos se encuentran los de Cushing en 1967 (45), 

en el reportó la presencia de una hemaglutinina en la hemolin-Fa 

del cangrejo ermitaf'ío Pagv.ristes -uLreyi Schmitt, con 

especi-Ficidad hacia eritrocitos humanos tipo B y o, y determinó 

la presencia de hemaglutinina en 38 ot·ganismos de 88 cangrejos 

colectados, llegando a la conclusión que la hemaglutinina no está 

correlacionada con el sexo; Bang, C19l en el mismo año propuso 

que la lectina del centollo europeo Haja sq-uinado <Herbstl 

participa en la regulación de la metamor-Fosis, ya que disminuye 

la concentración de esta protei na durante el tiempo de· muda. 

Cohen en 1968 <21l, realizó ensayos de actividad hemaglutinante 

con la hemaglutinina del suero del cangrejo coco Birgus Latro 
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<Linnaeus>, la 

eritrocitos·· humanos 

c:ual _p_r::~sento 

tipo A, B y o, y 

_ esp¡;ic:i-f~c:i~ad · hacia 

sugiere que e>:fste una 

posibl~-.c:~rrelac:ióh de la presencia de la hemaglutinin~ c:on el 

c:ic:lo de vida d~ esta especie; paralelamente Brown y c:ols. <8>, 

llevaron a c:abo estudios sobre la espec:i-fic:idad de las lec:tinas 

en varias especies de invertebrados hacia los di-ferentes grupos 

sangLúneos, en el c:ita c:omo representante del grupo de los 

c:t-ustác:i=os al cangrejo nadador Cal l inec tes danae Smi th, c:on 

espec:i.fic:idad hacia eritrocitos humanos tipo A< y A2; Cornic:k y 

Stewart en 1968 ( 10), detectaron y c:arac:ter iza ron pare: ialmente 

una de las lec:tinas de la hemolin.fa del bogavante o langosta 

amer ic:ana Hom.arus americanus H. Mi 1 ne; posteriormente en 1974 

Hall y Rowlands !33, 37) identi.fic:aron múltiples aglutininas en 

esa misma especie, de las cuales dos de estas tienen 

espec:i-fic:idad hacia eritrocitos humanos tipo O y de ratón, las 

cuales c:arac:tei-izaron qulmic:amente determinando la espec:i-fic:idad 

por carbohidratos e incluso llevaron a cabo la comparación de una 

de las lectinas con la hemaglutinina del bogavante espinoso 

Panulirus argus !Latreille) obtenida por Weinheimer en 1971 !46>, 

que tiene caracterlsticas qulmicas similares excepto en la 

especi.ficidad por eritrocitos de ratón la cual no presenta la 

hemaglutinina de P. argus !Lat1·eille). Por otra parte Mc:kay y 

Jenkin <4, 11) realizaron estudios en el cangrejo australiano 

Parachaeraps bicarinatus acerca de la participación de la lectina 

en el mecanismo de resistencia a la bacteria patógena del género 

Pseudomonas sp., también llevaron a cabo estudios sobre la 
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-fagoc i tosi;s. d.e. eritrocitos humanos· y de carnero por hemoc i tos de 

P. bicarincil-us y'·del cang,;:ej.I:' de,1 ·¡;¡rreci.fe'·0z.:-us tr1.mcat-us. Smith 
~ ) =··.~.7: - ---~--:. 

:n·~::~::~~~J~f ii4i~if~;~~~'~M;~~~t:~:,::.:·':::; 
. ·~~ ~~··--:-'.· ·,;,,,_> ':°'-':' '·-~"·· )·'. . . _, ·'· . -~~-

L.,;,trei lle;'• 11iiie·¡:: y;é'oí~'bórc'acií:ir'e's ;é~ 1972 <4a> caracterizaron 
:-:I~~~ __ :,r::r-" :~r -~-; .-~7-)-· º ;··; ., --

qu1 micamente · una de:··; las·:.'}.tres '•:'1>agÍut:Ínir1as presentes en la 
"•.c..:,o"· c.:¡•· .. 

hemolin-fa ·del cangrejo·•·rajo ·.~·de'·':Louisiana Proca.mbar-us cLarkii 

CGirard); en 1973 Pauley (49) determioo la especi-ficidad que 

tiene una hemaglutinina del cangrejo azul CaLLinectes sapi.d-us 

Rathbun, por eritrocitos de pollo y conejo, además realizó 

estudios de inmunización en ésta especie utilizando eritrocitos 

de dichos vertebrados, observando un ligero incremento del titulo 

de la activ~dad aglutinante 48 horas posterior a la inmunización, 

el mismo autor en 1974 <20> hace la comparación de algunas 

caracteri sticas quimicas y -fi sicas de la hemaglutinina de 

c. sapid-us R.' con otras aglutininas de invertebrados 

reportándola como la única hemaglutinina con peso molecular mayor 

de 100 000 Da entre los invertebrados, asumiendo además que se 

trata de una protei na globular; en 1983 Vasta y col s. (34)' 

detectaron actividad de lectinas en el suero del langostino de 

agua dulce Hacrobrachi.wn. rosenbergi.i. <De Man>, con especi-ficidad 

hacia eritrocitos humanos y otras especies de vertebrados como 

carnero, pe1·ro, gato, bovino y ganso, reportando como mejores 

inhibidores a glicoproteinas que contienen ácido siálico como la 

mucina de la glándula submaxilar bovina, la -fetuina y el ácido 

colomi nico. Posteriormente Ami1·ante y col s. en 1984 (26) 
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detectaron __ dos lectinas en el estomatópodo Squi l la mant is 

(Linnaeus> con especi.ficidad hacia eritrocitos humanos 
¡ • . • 

tipo A_ y O/ -..;bi'cando su presencia 
o • • : '~'. - • :.:i·, : -. : l • '"-''""" ~.:. • 

granülocitós'.' Fina1;J;ef1te;,: se .cuentan con 
> :.:-.;;· . ·,.· 

sobre la membrana de 

los estudios realizados 

por Ravindranat~ y~~~i~. quienes en 1985 (32) puri.ficaron una 

lectina del cangrejo roca Cancer antennarius Stimpson, por 

cromatogra.fi a de a-Finidad utilizando· mucina de la glandula 

submaxilar bovina acoplada caracterizaron su 

especi-Ficidad hacia estructuras que_- cc::in_tienen acido sialico y 

determinaron su peso molecular en 36 KDa. <Tabla 2>. 
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Tabla 2. PRESENCIA DE LECTINA EN LA HEl10LINFA DE DIVERSAS 
ESPECIES-DEL-ORDENDECAPODA CCRUSTACEA>. 

ESPECIE. 

";~~-·:'·::,!.;.: i.; .. ::, -::> -, J/' •:~Ji';;::'.~/ _;;~'.;;;;_._,-,·\:::."_ -C::T '_.\;\.'._ 

Fám. ;~e::· ·.qqH~.f}aid_.ma~~-n.- ~)L:_·.:s'; ::• ,,,;;r, - ,.,,,_ ,- :+; ,:_.-_':_-,' __ ;,._-_._· ''•·•· _ ~. • • • -·_e L'in ríaeuS. > ., ..• _. 

Fam. Paiin~ridae <;~ .,.;: ·.,\ 
Panutirus interruptus 
P. argus CLatrei l lel · 

Fam. Diogenic:Íae 
Paguri.stes utreyi. Schmitt 

Fam. Homanidae 
Homarus americanus H. Milne 

Fam. Palaenomidae 
Nacrobrachi.um. rosenbergi.i. CDe Man) 

Fam. Cambaridae 
Procambarus e Lar.ki. i CGi rar.dl 

Fam. Coenobitidae 
Birgus Latro (Linnaeusl 

Fam. Paguridae 
Eupagurus pridea-u..xii. 
<=Pagurus pridea-u..xi Leachl 

Fam. Cancridae 
Cancer antennari.us Stimpson 
C. pagurus 
C=Ucides cordatus CLinnaeusl 

Fam. Portunidae 
CaLLinectes sapidus Rathbun 
C. danae Smith 
Carcínus maenas <Linnaeus) 

Fam. Gecarcinidae 
Cardisoma guanhum.i Latreille 

Fam. Xanthidae 
Ozi.us truncatus 

Fam. Majidae 
Haja squinado <Herbstl 

Fam. ? 
Parachaeraps bi.cari.natus 

LECTINAS* 

10 
1 

1 

NO 

ND 

3 

1 
1 

2-3 
1 
1 

1 

1 

1 

1 

REFERENCIA-

(43) 
(46) 

(45) 

(37) 

(34> 

(48) 

(21) 

(39) 

(32) 
(42) 

<49) 
(8) 

(44) 

(47) 

(4) 

(19) 

(4) 

* Número de lectinas reportadas para cada especie. ? = no se lo-
cal izó la posición taxonómica y autor. NO= No determinado. 
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IV. MATERIAL Y METDDOS. 

OBTENCIDN Y TRATAMIENTO DE LA .HEMOLINFA. 

La hemolinTa se extrajo de organismos adultos machos y 

hembras del langostino ffacrobrachiwn. rosenbergii (De Man), 

colectados en el Centro Pisc1cola "El Jicarero" Jojutla, Morelos. 

La hemolinTa se obtuvo por punción pericárdica utilizando una 

jeringa de 3 ml <Plastipak B-D con aguja 21 X 32 mm); 

posteriormente la hemolinTa se dejó coagular con la Tinalidad de 

obtenet- el suero total y de esta manera eliminar los Tactores de 

coagulación. Una vez Tormado el coagulo de hemol inTa éste Tue 

centt-iTugado a 16 000 rpm (ul tracentr1 Tuga MSE superspeed 50) 

durante 30 min a 4 ºe, eliminando el material precipitado y el 

suero sobrenadante, Tue dializa do exhaustivamente contt-a agua 

destilada (6 lts. de agua destilada aproximadamente) durante 72 

horas a 4 ºe, haciendo tres intercambios de agua; el material 

dializado TUe centriTugado nuevamente a 16 000 rpm durante 15 min 

a 4 ºe, el material precipitado se desecho y el sobrenadante Cal 

cual se le denominó suero dial izado) se conservó a -10 ºe hasta 

su utilización para llevar a cabo la puriTicación de la lectina. 
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ACTIVIDAD AGLUTINANTE' 

La pre~éA~i~:;a~~1c.i·11~maglutinÍná'eri el suero del larigóstino. 

de agua. ciJi~d' ¡.¿. ~'~s~f.~~rí;W~ <Df). se demostró p~r. m~dió de 

la técnica dé ;~:~:~::~::.·.d·tr~~i6~; i~~¡·~dá; c~!\'Jnt -~ia~a gida 

de microtittil~ci~~ ~~;,<~~~~~!~~J·!f~~:g~i_~~/i'eJ,.~ ,;;t~->\ ~~~~ ·técnica 

consiste en di luir ;~~'.!}j,J.·:~!d~~· suero clial,iz~~o en forma sucesiva 

(1:2, 1:4, 1:8, 1: 16, ... t~~-:) en l~ placa de microtitulación en 

la que previamente·!,;e:;~olocó"25 µl de solución salina isotónica 

al 0.9'l. <NaCl 0.9'l. p/;,;). Esta mezcla se dejó incubar 15 min a 
'_ . : '~-- .. 

temperatura ambier:ite (22 re>, y posteriormente se adicionó a cada 

pozo 25 µl de eritrocftos'•·at'·2;1,. previamente lavados en solución 

salina isotónica. 

Los ensayos se realizaron - ·por duplicado utilizando 

eritrocitos de carnero, cerdo, bovino, burro (donados por la Fac. 

de Veterinaria, UNAMI, gato, conejo, rata (cepa Wistarl, ratón 

(donados por el Bioterio, UAEM> y humanos tipo A<, Az B y O 

(donados por el Banco Central de sangre, Centro Médico Nal., 

IMSS,. México,. D.F.>.: el t·esultado se evaluó 45 minutos después de 

adicionar los eritrocitos,. mediante la observación directa. 

El titulo de la actividad aglutinante se e>:presa como el 

inverso de la_úitima dilución con actividad hemaglutinante. 
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Los ensayos de actividad aglutinante se llevaron a cabo en 

presencia de eritrocitos normales, eritrocitos tratados con 

enzima pr.oriasa (de Strep_tomices griseu.s> (50l, y eritrocitos 

tratados.' con enzi·ma ·.:neuráminidasa :(de ciostridiwn pe-rfringens> 

(51) <Sigma Chemical Co~panySt" Mo. USAl. 

El tratamiento .de eritrocitos con la enzima pronasa (con la 

Finalidad de modiFicar la estructura normal de la membrana 

celular>, consistió en adicionar 1 mg de enzima diluida en 100 µl 

de solución salina isotónica a cada paquete de eritrocitos 

(0.5 ml> de las diversas especies de vertebrados, previamente 

lavados con solución salina isotónica y dejando estos incubar 

durante 1 hr a 37 ºe; una vez tratado el paquete de eritrocitos 

con la enzima, Fue lavado tres veces con solución salina 

isotónica por centriFugación <Centr1Fuga clinica MSE>, a 3 000 

rpm y temperatura ambiente de 22 ºe dut-ante 5 minutos pat-a 

eliminar la enzima; Finalmente. se ajustó la concentración de 

eritrocitos al 2 /. v/v con solución salina isotónica, y se llevó 

a cabo el ensayo de actividad aglutinante como anteriormente Fue 

descrito. 

El tratamiento de los eritrocitos con la enzima 

neuraminidasa <para eliminar residuos de ácido N-acetil 

neurami ni col, consistió en adicionar O. 1 unidades CU> de la 

enzima a cada (0.5 mll paquete de eritrocitos, dejandolos incubar 

a 37 ºe durante 1 hr. Posteriormente el paquete de eritrocitos se 
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lavo tres veces can solución salina isotónica por centrif'ugación 

durante 5 minutas, y por última se ajustó la 
: _____ :_____ ______ ,___ 

-----,---,----- ---

'con- . solÍ:ié:ión salina 
:·.-,_::_-, ~ :~ :: ._- - ··;_·,: 

• ensaya.' de actividad 

langostino H. rosenbergii 

<D.)' cromatograf'1 a de af'inidad 
' . . 

utilizando cama matriz a). f'etuina acoplada a Sepharosa 4-B 

<Pharmacia LKB Biatechnolagy AB. Uppsála, Suecia) y b). estroma 

acoplada· a Sephadex G-25 <Pharmacia·)., 

a>. Fetuina-Sepharosa 4-B. 

Una columna cramatagráf'ica conteniendo 5 ml de f'etui na 

acoplada a Sepharosa 4-B (aproximadamente 30 mg de f'etu1 na), 

previamente equilibrada can una solución amortiguadora de acetato 

de sodio 2.5 mM, NaCl 0.1 mM, pH 6 y can una velocidad de f'luja 

de 7 ml/hr, se le aplicó 1 ml (100 µg de p1-ateina) de suero 

dializada de H. rosenbergii <D.); el material na retenida 

<NR> se eluyó can amortiguador de acetato de sodio hasta que la 

densidad ópt'ica <DO) a 280 nm f'ue <0.001 nm y el material 

retenida conteniendo a la lectina <Rl se eluyó con 2 ml de 

glicina/HCl 0.1 M, pH 2.8. Las f'racciones eluidas se colectaron 
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en volumen de 2 ml, y se les determinó densidad óptica a 280 nm; 

Tinalmente a cada Tracción IR> se.ajustó ~l_pH a_ 6.c6n NaDH. 1M. 

para determinar la actividad aglutinante de· l.~ .1ectina en 
·<-:-~; .:}_~ .", _;. ~---~'..fi:' /; 

presencia de eritrocitos de rata, de,'<est'a¡\;cmanetca" ... ~efkctar 

la presencia de la lectina puriTicada. 

b). Estroma-Sephadex G-25. 

Con la rinalidad de corroborar la especiricidad de la 

lectina hacia los diTerentes tipos de eritrocitos detectados en 

los ensayos de actividad aglutinante, se llevaron a cabo ensayos 

de puriricación por cromatograria de a~inidad utilizando estroma 

de eritrocitos de rata, conejo, pollo y humanos tipo O colocados 

en diversas columnas 11 X 5 cm}. El estroma se obtuvo por lisis 

de eritrocitos y lavados continuos en presencia de amortiguador 

de ~osratos O. 005 M pH 7. 4 de acuerdo al método descrito por 

Dodge y cols. 152), posteriormente se incubó el estroma en 

solución de glutaraldehido al 2/. en agua lv/v) durante 12 hrs en 

agitación constante, y por último se adicionó al estroma glicina 

1M para bloquear grupos aldehidos libres. Una vez tratado el 

estroma ~ué mezclado con Sephadex G-25 CPharmacia) y aplicado a 

una columna cromatogt-árica de acuerdo al método utilizado por 

Zenteno y Ochoa 153). 

A cada columna conteniendo estroma acoplado a Sephadex G-25, 

previamente equilibrada con el amortiguador de acetato de sodio 

2.5 mM, NaCl 0.1 mM, pH 6, se le aplicó 0.3 ml de lectina de H. 
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rosenbergi.i. <D.) puri-Ficada por cromatogi;:ilf~a de a-Finidad en 

-Fetu1 na-Sepharosa 4-B. el material" no retenido <NR> se· e luyó con 

el amortiguador de acetato pH j6 :y ~i cmaterÍ~l ::reten:Í.do (R) se -- · ---- ,_ .. _,;·_ , .. '.~<~-' ·>.:~::~-};f:,."".· ,·.-x·-~-~- ·-:),_~·.:~·.\~:!· ·: ·; 

eluyó al agregar 2 ml de gÜc~~!~~C~J~~ºij,:~@,~~~:,.~f Ca~~-FracCiories 
se colectarón en volúmen d.;; :2 ~{:~ >Cl.;term.iii~ndb': :a'. cada' una la' 

densidad óptica a 200 nm . y: l;;'. ~:Ú1~i~rd;\~
1

mairu~{¡,~¡,té con 
º··-~·r-

eritrocitos de rata~ 

DETERHINACION DE LA CDNCENTRACION DE PROTEINA. 

A las di-Ferentes -Fracciones NR y R que se obtuvieron en 

ambos procesos de puri-Ficaci6n se les detet·minó la concentración 

de protei na por el método de Brad-Ford <54) el cual, se basa en el 

cambio de coloración en respuesta a las di-Ferentes 

concentraciones de proteina. 

La solución de Bradf'ord está compuesta por 100 mg de azul 

brillante de Coomassie G-250 disueltos en 50 ml de etanol al 

95 i'., esta solución se mezcla con 100 ml de ácido -Fosf'órico 

al 85 X, y la mezcla se diluye en 1 000 ml de agua destilada. La 

concentración de proteina se determinó a una O.O. de 595 nm. Como 

estandar se utilizó albúmina sérica bovina cristalizada <en 

diluciones de 1 a 100 µg/ mll <Sigma Chemical, Ca. St. Louis Ha. 

' USA). A 200 µl de cada -Fracción se le adicionó 2 ml de la 
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solución colorante, ___ se __ dejC]c incuoar durante 3 minutos y se le 

determir16 -O.O.a 595 nm; 

El contenido éarbohidratos ?e_ determinó por el 

método de -fenol-ácido su1-Ft'.lr-i~o::«5~;,-_;'1a::scifuci6n está compuesta 

por -fenol al 5'l. disuelto en ácido :\:;ul~úrico al 60'l., y el método 

consiste en adicionar 3 ml del - ·reaétivo -Fenol-ácido a cada 

muestra de ml conteniendo de f0-100 µg de carbohidrato, la 

mezcla se incubó a 100 ºe durante 10 minutos y posteriormente se 

determinó ld O.O. a 495 nm. Como re-ferencia se utilizó glucosa. 

CDMPOSICION DE CARBDHIDRATDS. 

Para el estudio de la composición de carbohidratos de la 

lectina H. rosenbergi:i: (0.) se hidrolizarón 50 µg de lectina 

en 1 ml de metanol/HCl 0.5 M durante 24 hrs a temperatura de 

110 ºe, posteriormente se pt·epararon det·ivados tri-Fluoro-

aceti 1-adi toles de los azúcares hidro! izados adíe ionando 100 µ 1 

de piridina y 100 µl de ácido tri-Fluoroacético. La composición de 

los azúcares se determi n6 por cromatogra-Fi a de gases por el 

método de Zanetta y col s. (56), agregando los derivados 

tri-Fluoro-acetil-aditoles a una columna conteniendo silicón 
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OV-210._ al_3'i'.; __ el_ e_r~grama de temperatura se estableció de 100 a 

240 ºe, con un incremento :de- -1 ºc __ por minuto. Como estandar 

de.-Ciencias y 

COMPOSICION DE AMINOACIDOS. 

100 µg de lectina purificada por cromatogra-Fia de afinidad 

en matriz de -Fetuina-Sepharosa 4-B (Pharmacial se hidrolizaron en 

tubos sellados, conteniendo HCl 6N a 100 °c durante 24, 48 y 72 

hrs; la determinación de aminoácidos se llevó a cabo en un 

analizador de aminoácidos Dut·rum. La concentración de aminoácidos 

se reporta tomando el peso molecular de la lectina como 14 KDa. 

Este estudio -Fue realiza do In.stituto de Cáncer de 

Lille, Francia. 

ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR Y COEFICIENTE DE SEDIMENTACION. 

La determinación del peso molecular y el grado de 

homogeneidad de las -Fracciones purificadas por cromatogra-Fia de 

afinidad -Fetui na-Sep harosa 4-B se determinaron por: 
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al. Cromatogt-a-Fia de __ -Filt_rac:ión y b). Ultrac:entri-Fugac:ión, 

(determinandose en este· -último ensayo el c:oe-Fic:iente de 

sedimentac:ión de la 

A una c:olumna 100 c:ml c:onteniendo 

Sephadex G-100 Chemic:als. Uppsala, Suec:ia), 

previamente equilibrada c:on agua destilada y c:on una veloc:idad 

de -Flujo de 12 ml/hr, se aplic:aron seis di-Ferentes proteinas c:on 

peso molec:ular conocido, las protel nas disueltas en una 

c:onc:entrac:ión de 5 mg/ml en soluc:ión salina isotónic:a. Las 

protei nas estandar -Fuerón: azul dextrán <2, 000 KDa.) albúmina 

séric:a bovina (65 KDa.l; ovoalbúmina (43 KDa.l; media moléc:ula de 

hemoglobina (32 KDa.l; mioglobina (17.2 KDa.) y citoc:romo C (12.4 

KDa. l. 

Una vez·· -es.tandarizado el volumen de exc:lusión de las 

protei nas c:on di-Ferente peso molec:ular se apl ic:ó una ali c:uota 

<2 mg/1 ml) de la lectina a la c:olumna c:romatográ-Fic:a de 

-Filtrac:ión, las -Frac:c:iones tanto de las proteinas estandar c:omo 

de la lec:tina se c:olec:tat-on en volumen de 2.5 ml, detec:tando la 

presenc:ia de la lec:tina por absorbanc:ia a 280 nm, y por ac:tivi~ad 

hemaglutinante en presenc:ia de eritroc:itos de rata. 

b). Ultrac:entri-Fugac:ión. 

Los ensayos de ultrac:entri-Fugac:ión se realizaron en 
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_ grcidientes de~_ sacarosa de 5-25% en una centri-fuga Beckman LS-65 

<Beckman Instruments, INC. > -a 30 000 rpm _ciurante 12 hrs a 20 ºc 
. . . ' . 

de acuerdo con el método d~scr'ito-poi;:·.Rendón y Calcagno (57l. La 

:: l o:::::d:~ ase::::::ac:6 h~~;2i}~_ •• c~:-_:o•_:_:_:n __ ~_:_:_.~:¡ __ • __ f_~_-_·_._;_·-~e'._º_•_-l~:'-~-·-~-;-__ .1_1lW~~:1~:'_.:;P,:;_:o._~_.t:e:i:nna:s:sa:: 
sedimentación de la lectiná_: _ , __ ''';j¡,.-::;•;¡~¡¿ . de 

.,..J;~ . ;:>~:::.~.,_·¡ .~i.'.-;-~·-, -\'\'h~- ,'• 

coe-ficiente de sedimentaciéi_[l ;(,c~jicldii~?--:fü;'c:.~t~~;~/ < 11. 3l, 

ovoalbúmina <4.65> anhidrasa i:'1rbóni~a·~;(~3~5>;~:"mf~gl.6tii~a <2.0l 'y 
.:::J. 

citocromo c (1.71). 

PUNTO ISOELECTRICO. 

El puntc:i- isoeléi:t-rico <pll de las molécUlas determinado en 

un rango amplio de pH, permit~ conci~e~ l~ caracteristica ya sea 

básica o ácida de la proteina puri-ficada. El punto isoeléctrico 

de la lectina puri-ficada <25 µg'de proteina> pot- cromatogt-a·t=ia de 

a-finidad -fue determinado en un gel de poliacrilamida al 7'l.. de 

acuet-do al método del instructivo de LKB Biotechnology (59), 

utilizando an-folitos O.l'l.. v/v <Browman, Uppsala Suecia) con rango 

de pH de 3.5 a 10. Como re-ferencia de punto isoeléctrico conocido 

se utilizaron las proteinas: mioglobina 7.0 y 7.4; anhidrasa B 

5.9; y glucosa oxidasa 4.0 (Sigma Chemical Ca., St. Louis Mo. 

-USA>. 

La lectina puri-ficada y las protei nas de re-ferencia -fueron 
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rocalizadas aplicando una corriente de 400 mA <50 mAIBh>. 

posteriormente la placa .-Fue lavada'-en -ácida acética:metanal: agua 
-·. 

(3: 1: 6) durante 48- hrs, pa'raciefÍ~inar- las restas de anralitas. y 

-Finalmente teñir can azul :'briÍii:lnte de Caamassie R-250 0.27. e-n 

ácida acética, el exceso ·de colorante se eliminó lavanda can 

ácida acética al 37.. 

El pl de la lectina y el gradiente de pH se determinó 

cortando la placa de acrilamida en -Fracciones de 0.3 X 1 cm, cada 

-Fracción se incubó 24 hrs en 0.5 ml de agua destilada a 4 C; 

posteriormente de les determinó el pH (Registrador Potenciamétra, 

Canductranic pH 20 equipado con un electróda semi-micra) y 

actividad aglutinante en presencia de eritrocitos de rata cama se 

ha descrita. 

ESPECTRO-DE ABSORBANCIA. 

El estudia del espectro de absorbancia de la lectina 

C0.1 mg/100 µI> del suero de H. rosenbergi. i. CD.> puriricada 

par cramatograrl a de arinidad, se deter-min6 -en un 

espectro-Fotómetro Beckman Du-70 <Beckman Inst1-uments, INC), la 

lectura se estableció en un rango de absorbancia de 200 a 350 nm. 
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ESPEC I F I C I DA_D_ POR _ CARBOH ID RATOS. 

Para determinar~l~e~pecif'icidad de la lectina obtenida por 
::. :.:,:· '·" -- :~': 'ó:-- '· ~·. __ _ 

.f'eitül ria :~~c6~-i1~'d,; ;; ~> S~pharosa 4-B, se · re_al izaron 
._o_.:<~-- '..~..o~ -

ensayos de 

'inhib:lció:n · ele 4 un:ldades hemaglutinantes CUHAl de la lectina 

utilizando como inhibidores carbohidratos simples y complejos, 

asi como glicósidos (Sigma Chemical Co., St. Louis Mo. USA> y 

glicoproteinas con estructura glicánica conocidas (estos últimos 

donados por la Universidad de Ciencias y Técnicas de Lille, 

Francia). 

Los carbohidratos simples, complejos y los glicósidos 

en concentración de 0.1 M <ver Tabla 3l, -fueron colocados (25 µll 

en una placa de microtitulación donde se diluyó previamente de 

manera seriada la lectina en solución salina isotónica, la mezcla 

se dejo incubar 2 horas a temperatura ambiente (22 ºc> antes de 

adicionar los eritrocitos normales de rata al 2%. Como referencia 

se utilizó a la lectina diluida sin inhibidor, ajustándose el 

volumen -final a 50 µl en cada pozo con solución salina isotónica. 

El efecto inhibitorio se aprecia comparando el ti tul o de 

actividad de la lectina de referencia con el de las diluciones 

que han sido incubadas con diversos carbohidratos y glicósidos. 
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Tabla 3. CARBOHIDRATOS,GLICOSIDOS Y GLICOPROTEINAS UTILIZADOS EN 
EL ENSAYO DE INHIBICION DE LA LECTINA H. rosenbergii 
<D>. 

- Azúcares simples: D-xilosa, 0-manosa, 
O-galactosa, lactosa, 
D-fucosa, sacarosa. 

D-mal tosa, O-glucosa, 
arabinosa, a-L-fucosa, 

- Azucares compuestos: heparina, protamina, condroitin sulfato, 
dextrán sulfato. 

Glic6sidos: p-nitro-fenil-galactosa; a-D-galactosamina 1 
fosfato; ácido {3-metil-neuraminico 

- Azucares N-acetilados: sialil lactosa (o<-Z, 3>; N-acetil-D-
glucosamina; N-acetil-D-galactosamina; 
N-sialil lactosa -(o<-2, ól; N-acetil-D
lactosamina -<{3- 1, 4); ácido ur-6nico 
ácido {3-glicolil-neuraminico. 

Gl icoprote.f. nas: trans-ferrina, IgG, IgA, mue: i na subma>:i lar 
bovina, asialo muc:ina subma><ilat- bovina, 
fetui na, asialo -fetui na, orosomuc:oide, muc:ina 
gástric:a de puerc:o, gl ic:oprotei nas de est1·oma 
de rata, Conalbúmina de huevo de gallina, 
Conalbumina de huevo de pavo. 

La inhibición en presenc:ia de azúc:ares N-acetilados y 

glicoprotel nas <ver Tabla 3), se realizó en una placa de 

mic:rotitulac:ión, en c:ada pozo de la plac:a se agregaron 25 µl de 

una solución de lectina del langostino purificada con un titulo 

de 4 UHA (ajustada previamente por diluc:ión en soluc:ión salina>, 

en esta soluc:ión de lec:tina, se diluyeron en -forma seriada 25 µl 

de los azúc:ares N-ac:etilados o las glic:oprote.f.nas, posteriormente 

34 



esta --mezcla ---se-c-incubo---durante __ z ___ hrs __ a _temperatura ambiente 

normales de 

de la actividad por 

consistió en diluir 

la lectina puriTicada únicamente en solución salina isotónica de 

manet-a seriada, y determinando su actividad aglutinante en 

presencia de eritrocitos de rata al 2_'l.. 

Los resultados de inhibición se- reportan coma la 

concentración minima necesaria del carbohidrato para inhibir 

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

EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ACTIVIDAD AGLUTINANTE. 

Para <:determinar la estabilidad de la ,lectiria a la 

temperafurá~ se incubaron alicuotas de suero. dializado de H. 
' ., -. - -· 

rosenbe1'rii. i.: (0.) a diTerentes temperaturasc <O, 4, 30, 40, 

50 y 60 ºc> durante 30 minutos; a cada Tracción' sé: ~le determinó 

el titulo de actividad aglutinante con eritrocitos·_ not-males de 

rata. 

Como testigo positivo se utilizó una ali cuota 
-- -_-_-,----o~---_-o-=: 

de- suero 

incubado a temperatura ambiente <22 °ci. 
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DEPENDENCIA A·METALES._-. 

Con - la ':~inalidad de establecer si la lectina de ·H. 
·-~- ·-

rosenbet9Zi': ?Xto:'> .,,es dependiente a iones métálicós, 
.:.,' ·.~l{"-'.ó'-~t-- ~-;~,·,:~~: .. ;·-~.~ ... :-' ~· .. ·_:._::e;~ 

llevaroi:i a:; éf:~o_:;Jdci;s experimentos con rela<::~ón ª~; {:0. actividad 

se 

acj luti ~~rit:~ (k~é~ica descrita previamente) - delsue~ci dializado. 

El primer ensayo consistió en sustituir la solución salina 

isotónica utilizada para la dilución de la hemaglutinina por 

solución amortiguadora conteniendo CaC1
2 

ó MgC1 2 0.02 M, una vez 

diluido el suero dial izado de manera seriada se dejo incubar 

durante 15 minutos y por último 

rata. 

En el segúndo ensayo se determinó la a_ctividad aglutinante a 

una alicuotá de H. rosenbergi.i <D.)' 

previamente d'i-.,¡ii.~á'~~i5'ccirít~~ ~gua desionizada, (con la -Finalidad 

de eliminar los iones ~~tai i~os de los que podria depender la 

lectina ccimo -Factor de ~eco_nocimientol; la actividad aglutinante 

se llevó a cabo de igual manera en presencia de eritrocitos dP. 

rata. 
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OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTl:::~ü:::MÓLINFA; 

La evaluación .del¡;g~a'd~ de pureza de la lectina obtenida por 

c·romatogra-fi a de ·a.-fi ni dad 1 · se llevo a cabo por ensayos de 

inmunodi-fusión e inmunoelectro-foresis. utilizando anticuerpos 

anti-suero total. Los anticuerpos se produjeron inoculando 

por via intraperitoneal a un conejo Nueva zeianda de tres meses 

de edad, con una emulsión compuesta de 500 µl de suero total de 

H. rosen.bergii m. > mezclada con 500 µl de hidróxido de 

aluminio, la emulsión se aplicó por via intraperitoneal cada 

10 d1 as durante dos meses; el conejo -fue sangrado de la vena 

marginal de la oreja. Al suero hiperinmune colectado se le 

adicionó sul-fato de amonio sólido a una concentración -final del 

50~ (p/v) en constante agitación y a una temperatura de 4 ºe; 

posteriormente la mezcla -fue centri-fugada a 3 000 rpm a 4 ºe; la 

-fracción precipitada rica en inmunoglobulinas -fué dializada 

contra solución salina isotónica para la eliminación del sul-fato 

de amonio y almacenada a 4 ºe hasta su uso. 

INMUNODIFUSION. 

El principio de la inmunodi-fusión se basa en la detección de 

complejos antigeno-anticuerpo en un medio semisólido como es el 

agar o la agarosa. En este medio al ser solubles el antigeno y el 

anticuerpo se di-funden, y cuando son reconocidos llegan a -formar 
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bandas de precipitación lo cual, puede indicar un reconocimiento 

total o parcial. 

El ensayo ~~~{i~tri'i:inbcii'.fu~ión · s~ · r~aÚzó' ;e;{;¡:,y~¿g;;¡ ~~•vidrio 

( 1 x 3 .' e~) .. ·~:b rlf f~~H~~ ']'cieLJ a2u~~~b~Lí(·'~D~~~1_i~.~c1~o.il~a.·~l:~~-·~.' ..• 1·~-~.;;~5~:.~~.1d' ti: ~s,iu. e• plotor 

Ouchterlony• c6!í:j,(utf1Ú:ando Bac~~~~g~J"-.,i{ .~ , 
1 

, ,. 

en soluc¡~ni, s~1 rri~ 'i~otóriÍca 

adyacentes 'ca26. 

CpH :.(:> .;":En 1·t~es''pozos peri-féricos 
·:<- ·. 

mm de distan{i~'í.sE! a.:plicarón: 35 µl en una 
·> _·:··. :;:, .¡.; .. ' 

proporción 1:8 de s~ero diaÍ¡zado;'~ 15 µl (15 µg de proteinal de 

lectina de H. rosenbergil · CD.)" puri-ficada por cromatogra-fi a; y 

15 µl de suero de conejo hiper inmune diluido 1: l. La placa de 

ensayo se incubó en una cámara húmeda durante 12 hrs a 

temperatura ambiente C22 ºe>, posteriormente la placa -fue lavada 

con solución salina isotónica con cambios constantes durante tres 

dias, se dejó secar en vidrio y se ti!'íó con azul brillante de 

Coomassie R-250 al 0.2% en ácido acético al 7%, el e>:ceso de 

colorante se eliminó con ácido acético al 3%. 

INMUNOELECTROFORESIS. 

Una variante de la observación de reacción 

antigeno-anticuerpo en un medio semisólido es la técnica de 

inmunoelectro-forésis descrita por Williams y Grabar C62l que 

consiste en la separación de los componentes antigénicos en un 

campo eléctrico previo al proceso de inmunodi-fusión simple 

(descrito anteriormente>. 
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La inmunóélectro-foresis __ se __ r_ealizó_e_nuna placa de vidrio 

<10 X 10 cm> af~'.cual.-que se le virtió.agarosa <Pharmacia Fine 

Chemicals~ Uppsala., Suecia> al 1.5%, er a.mortiguador de barbital 
'~"'' - ~ 'cjº- . ·-:~~" 

sódico Tris/Veronal _0.05 M~ pH l3';3~(en'-un-pc:izo se aplicó 25 µl d_e 

suero dial izado (45 µg de prote1 na), y en el pozo adyacente 

(separado por un canal para la posterior adición de 500 µl del 

suero anticuerpo-antihemolin-fa en dilución l:ll, se aplicó 15 µl 

de lectina 115 µgl, los componentes moleculares -fueron separados 

con una corriente de 200 voltios por 120 min. 

La inmunodi-fusión se realizó en presencia de anticuerpos 

anti-hemolin-fa obtenidos en conejo y dejando incubar durante una 

noche en cámara húmeda a temperatura ambiente <22 ºel, la placa 

se lavó en solución salina isotónica con cambios constantes 

(durante tres di as), se dejo secar y se tiñó en solución azul 

brillante de Coomassie R-250 al l'l. en ácido acético 7%, el exceso 

-fue eliminado con ácido acético al 3/.. 
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V. RESULTADOS. 

Una lectina :i:ue purÍ.'FiC:ada p~,: 'c1·om~tog'1'aHa cie af'inidad en 

1~etu1 na-Seph~n?sa ·4~B:, a p~i:i:;; d~l sÚ~~o · 
adultos machos' 

posee 

tratados 

di'Ferencias 

la actividad 

tratadas con 

No se 

cerdo!' 
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burro, pollo, carnero, vaca, gato y perro aun después de recibir 

tratamiento enzimático <Tabla 4). 

Tabla 4. ACTIVIDAD AGLUTINANTE DEL SUERO TOTAL DE H. rosenbergii, 

CD.l EN PRESENCIA DE ERITROCITOS DE DIFERENTES ESPECIES 

DE VERTEBRADOS.* 

Eritrocitós Normales Tratados con enzimas 

Pronasa+ 

Humanos Ai,Az,B,O 

Burro 

Caballo 

Cerdo 

Conejo 

Pollo 

Rata 

Gato 

Carnero 

Vaca 

Perro 

64 256 

128 256 

.:.. 

* Los resultados son expresados como 

dilución con actividad aglutinante. 

la 

Neuraminidasa++ 

64 

64 

inversa de la última 

+ Eritrocitos tratados con 1 mg/ml de enzima pronasa. 

++Eritrocitos tratados con 0.1 U de enzima neuraminidasa. 
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Como se muestra en la Tabla - 5 <Figura 1 >, -- en -el_ proceso de 

purif'icac16n utilizando como matri~ di;;,_:a~ti!":Í.da,~. -F,~,ti.iína' acoplada 
·-: __ ,_~~:; ''(~<<(:·~~,.~ ~ -;;'~· "'~ .,,, ·-· 

:::::==::::: ::::> ::::::::::;t~1~1~~!~)t~t!~ic:~::::::: 
procedimiento es posible r~c~§,;;f~r\;''e!F :J6i.' de la actividad 

hemaglutinante con un 

actividad especi~ica de 

dializado. 

~-/·t::::?·:·, ::"·>. 
la iE.C:ti'ria 

-
--de ''3,246 veces la 

con respecto al suero 

Tabla 5. PROCESO DE PURIFICACION DE LA LECTINA DE H. rosenbergii, 

<D.) EN FETUINA-SEPHAROSA 4-B. 

Fracción 
Retenida 

pronasa. 

Proteina total 

·tmg> 

87 -o 

+ Actividad especi~ica = UHA/mg de proteina. 
++ 

Los 100 mg de protei na ~ueron obtenidos 

dializado de /1. rosenbergii. 
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Figura 1. Puri~icación de la lectina de~ rosenbergii (0.1 por 
cr-omatogra~i a de a~i ni dad en ~etul na-sepharosa 4-B. A 

la columna ( 10 X 1 cm> se le aplicó 100 mg de protei na de suero 
dializado, el material no retenido <NR> se eluyó con amor-tiguador
de acetato de sodio; la lectina <Rl se eluyó con glicina/HCl 0.1 
M, pH 2.8. A cada ~racción se le determinó densidad óptica <O.O.) 
a 280 nm (--) y actividad aglutinante <UHAl <-*-*> en pr-esencia 
de eritrocitos de rata. 

En los ensayos para la puri~icación de la lectina de 11. 

rosenbergii (0.) utilizando como matriz estroma de eritrocitos de 

humano tipo O, rata y conejo, se observó que ésta protei na es 
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retenida únicamente en las columnas cromatográ-Ficas conteniendo 

estroma de, eritrocitos de rata y conejo 2>• lo cual 
- ' - .,_, -.. :· .· ,-._-

con-Firma'·. que 1a>1ec.tir:ia presenta isoro É!speci-Ficidad' ~~~ia ambos 
.:' L"..·.'·::_· 

tipos . de e¡;.i ~~;,cit~~· íos ~i,i~le~; . bre~.;,nta.:; un>~,!.~(] •. cohteirli do de 

ácido 0-:-aceti l~sÚl ice/en· la .super-FiC.Íe de .su. men'lbrária .· (62). 

~ ·.~-.. ~~:~·-·~ :: o·~>.· ~::·~~:[~'-'. \~~~.· :fl~it_,: ~1 -. -;.·~-' -~-~~-· , ".·0~· :e ~''.): .. ¿;.:::,; 

100 
e: 
" ¡;: .. 
Q. • . 

300 ::r • 3 
200 

. 
"' ~ 
;;-

100 . 
" : 

100 

Fracción 

Figura 2. Puri-Ficación de la lectina de 11. rosenbergi i (D. l por 
cromatog1·a-Fia de a-Finidad en estroma-Sephadex G-25. 

Cada columna (5 X 1 cm) conteniendo estroma de erit1·ocitos: al. 
humano tipo O, bl. rata y el. conejo. A cada columna se le aplicó 
(350 µg de protelna) lectina puri-Ficada. El material no retenido 
<NR> se eluyó con acetato de sodio pH 6; el material retenido <R> 
se eluyó con glicina/HCl pH 2.8. A cada -Fracción se le determinó 
densidad óptica a 280 nm (~-¡ y actividad aglutinante <-*-*> en 
presencia de eritrocitos de rata. 
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Comparando los.resultados para 1a puri-Ficaci6n de la lectina 

de .. H. rosenbergi i <D.>,. por 'Íá.'~atd.cz, -Fetui na-Sepharosa 4-B con 

la matriz de partiendo de una 

concentración de 
-:_:,,.' ' ,; .. ,:•' 

100 µ9s.· ci'ii .)J retel 'ria, 
· •. ;/ ·.-\ ¡';.:,:• . ~..;.¡,:; ~.·.;{!,' : «'.~· -

.nos indica una bajo 

:::::~~::::a::x e 

1 

G:::~es:a:;~i~~~~~~~1I;;:1:·~:0:: b::t r::c::e::: ro:: 

0.007 µg de proteina qde'<:¿.::;}iü~~é; un 30'l. de la actividad 
._ -·-'.-· ,-'.·~~-~'.__--i:~'>Ó.-{,\~'':'' 

aglutinante de la lectina:. erí 'íJre;!~erí?.ia' de eritrocitos de rata 

(ver Tabla 6). 

Tabla 6. ANALISIS COMPARATIVO DE LA PURIFICACION* DE LA LECTINA 

DE H, rosenbergii <D.>, POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD. 

Matri.z. 
de a-F-ini_dad 

FetUi na
Sepharosa 4-B 

Estroma-rata 
Sephadex G-25 

Proteina 
recuperada 

('l.) 

0.014 

0.007 

(UHA> 
'l. recuperadas 

50'l. 

30% 

* 
** 

A partir de 100 mg de proteina. 

Indice de puri-Ficación incremento 

Indice de ** 
puri-Ficaci6n 

3571.4 

428.B 

especi -Fica de la lectina puri-Ficada en. compa;acfÓn :'C:o¡:,. la del 

suero. 
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La lectina pu.-i-ficada del langostino H. rosenbergii 

<D.), es una glicopt~otei i;i_a que _posee apt·oximadamente el 1(1;( de 

Tabla 7;' 

,:: ~-~:? .• ::··~\:: 

COMPOSICIÓN y COllÍCENTRACIDN •DE cdRBb~rnRAibs-·· DE LA 

LEGT~_NAc DE.H. ;ose~bergi i• <D);·,~~ _ '.-,~• \~ :[:1 é ~-:~e~-

Galactosa 

Manosa 

N-acet i 1-D-g 1 ucosam i na -

N-acet i 1-D-ga l actosam i na 

Glucosa 

Xi losa 

Fucosa 

4.00 

3.00 

2.00 

1. 00 

-T.-azas 

Trazas 

o 

Considerando un peso moleculat· de 14 f<Da. 

37.50 -

25~00 

18.75 

12.50 

6.25 

* 
** Porcentaje 

carbohidrato. 

en concentración molar que representa cada 
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La composi.C::::i.6¡.'., de-aminOácTcios- -ae Ta-Tectina indica que en 
.-__ -· -

concentración contiene glicina 16.3/., serina 13.7/., 

g lutámico .• 1~.1;., ~~sg~rtlco- 9'.9;{ 
. . ' . . . 

menor~_ccini:entraciÓn -alanina 
• "·' ' • • ', .. ,;, • .•';.).:;;r-'< •r ~ 

a.-77., ·:. ~·c--T.ibf.;-~ ÉÚ·~~-~i~;;:~:: ,~~~~¿:·]~~('.:-~ 

. :":'.'"~·.: '.~-~~;-~~:~-· ~<~~:: 

Tabla" 9,

-rosenbergii. 

Aminoácido 

Glicina 

Serina 

Glutámico 

Aspártico 

Alanina 

Leucina 

Valina 

Treonina 

Lisina 

Arginina 

Prolina 

Fenilalanina 

Histidina 

Tirosina 

Metionina 

Cisteina 

*mM = miliMolar. 

;},~: ... _·::.:: ; ... :·_'.<~,· ·~;" 
----:' 

·-230·.•2 ._-. 
- '')'.,·"· :::,.;-· 

:19_9_.7';'' 

--191~5 

13.0- 5¡ 
-127 .3 

88~5··-

73.6 

68;6 

64.7 

47.0 

46.9. 

41.3 

38.1 

36~2 

16.0 

-º~ 7 

-. LECTI NA DE H. 

M<:r.>** 

16.3 

13.7 

13.1 

8.9 

8.7 

6.1 

5.0 

4.7 

4.4 

3.2 

3.2 

2.8 

2.6 

2.5 

1.2 

o.o 

**M (/.) = porcentaje en concentración molar que representa cada 

aminoácido. 
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El _peso molecul<l;1'--de~la~_lectina~de-Hacrobra.chi1.11Tl-rosenbergi i 

rn.>, dete•-minado por croniabigra·fra"de -Filt-ra"ciór\ en Septladex 

::::::d:º:::::~J~J.~-~·ri1~f ¿~ili~~Í{J¡¡i;,t;º:,º:,::':: 
af'inidad presenta un ·¡;:eso '~b1"Jcu:l~r:.;d¿C 14 KDa_ \;ig~ra - 3>. Sin 

1.0 

* 
1 1 1 

* 
1 e 

l V V V V ::i 

·- -·AD·BSA CNCí He-- MB crr-<: ii . 
Q. 

E a : 
e :r 
o . ., 3 
!'.! o.os 4 

.. 
"' • s: .!! :; ii .. ·o 2 ::i 

" : . 
" 1 ;¡ 
e + • o 1 

10 20.·-- 30· 40 so 

Fracclci'n 

Figura 3. Detet-minación del peso molecular de la lectina de H. 
rosenbergii CD.> por cromatograf'ia de f'iltración en una 

columna de Sephadex G-100 1100 X 1.2 cm). Los marcadores de peso 
molecular -Fuet-on: azul dextrán 12, 000 000), albúmina sét-ica 
bovina 167,000), ovoalbúmina 143,000), media molécula de 
hemoglobina (32,000>, mioglobina (17,000) y citocromo e (10,400). 
La lectina -Fue eluida a 10 ml/h, colectando -Fracciones de 2.5 ml; 
a cada -Fracción de la lectina se le determinó densidad óptica a 
280 nm 1~¡ y actividad aglutinante <-*-*> en presencia de 
eritrocitos de rata. 
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~ 

í 

1 

-'I 

-1 

embargo. por el método de ultracentrirugación se obtuvo un peso 

molecular_ de- 20 KDa __ <l=:igura_. 4l; _esta direrencia de peso molecular 

con respecl:o ·a lá. -d~termÍ-náda -por" riltración molecular podr1a 

es~~rmJ0";~d1·····~cf_u~_1i;[a'.fs%·.:·¡·~···:·· .. ,.~d·'_e·~.'..'._ •. ~.n-•.".'.-.-~s:;af ~c'.'~a;r,,~oisiai:~-~ •. c.•.• c_~óri~ i:;:¡-es~~cf~{~a <tje - la lect i na con 
las .,. . utinza'8:";:~- en eí (gradiente Pª'-ª la 

. ~;-~;:.~ . ···.:·.f.' . ' '''I' . 

.. 10 :; 
u .. 
o 
:i: 

~ .. 
Q. 

,;, 
o -.... 

12 15 20 

Fracción 

Figura 4. Determinación del peso moleculat- de la lectina de H. 
rosenbergll (D.) por ultracentrirugación en gradiente 

de sacarosa de 5-25 '-· Las prote1nas utilizadas como rererencia 
rueron: catalasa (24 KOa. >; ovoalbúmina (43 KDa.); anhidrasa 
carbónica <29 KDa.l mioglobina <17.2 KDa.l;citocromo C <12.4 
KDa.>. 
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Con respecto al valor del coe~iciente de sedimentación 

para la - ie-C:tfria- ~deY ~-n1ngostino - de agua dulce H. 

rosenbergii <D.), comparada' con las __ proteinas de coe~iciente de 

sedimentación de re~er_encia~ ~ue d'e ~1.4_ S (Figura 5>. 

12 

Cal. e 

e 
·o 
ü .. 
;: 
" E 
:¡; .. . .. 
"O 

" e 
" :2 
;; 

8 

6 

4 

g 2. Mb. e 
cu.e. .... M· rosenbergU 

10 20 30 

Figura 5. Coe~iciente de sedimentación de 
rosenbergii (D.>, comparada con 

coe~iciente de sedimentación conocido: 
ovoalbúmina (4.65); anhidrasa carbónica (3.5); 
citocromo e (1.71). 
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El punto isoeléctrico de la lectina puri-ficada por 

cromatogra-fi, a de ai'i ni dad, en -fetui na-Sepharosa 4-B, determinado 

en gel de,poliacrfl.;.mida eri pres'l?ncia de an-folitos en un rango de 

'PH 3~5-10 muestra que· Í~ .. h:'el:;:tiría está compuesta pot- cuatro 
.,_<':. ···{''," 

moléculas principales ,i:Uyo, puntó isoeléctrico está distribuido 

entre el pH 5.4 y 6.~ CFigür~ 6iy 71. 

_.,,....-
~-

·" .· •. ~ 

'.--··-~--, -.-, :.._._.,' ··---·:-; 
4.0 Glc.Oxl , 

•··- "I ·- 5.4 

·."~· 5.9.Anti,B 

•'\. 

...... , 'llÍIÍ"iif........... 6:1 .: 

>. 

' -

'.,\,~ 
.: . . 

Figura 6. Punto isoeléctrico de la lectina de H. rosenbergi:,; CD. 1 
determinado por electroen-foque un gel de poliacrilamida 

al 7/. y an-folitos !pH 3.5-101. Las proteinas usadas como 
estandar son: mioglobina pH 7.0 y 7.4, anhidrasa B pH 5.9 y 
glucosa oxidasa pH 4.0, aplicando 40 µg de cada una de las 
protei nas. 
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e 
" a: . .. 
a. 

16 • . ,,. .. 
3 .. ., 
s: 

4 ;-.. 
" ; . 
T 
.L 

2 

Figura 7. Isoelectroen.¡:oque de la lectina de H. rosenbergii (D.>, 
en el gel de poliacrilamida al 7Z, utilizando 0.1X v/v 

de an.¡:olitos con rango de pH 3.5-10. A cada .¡:racción de 
0.3 X 1 cm de gel se deter·minó pH (--) y actividad aglutinante 
en presencia de eritrocitos de rata <---). 
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El espectro de absórbancia de la_ --Íe-C:f1riá - <0;1~ -mg/ml> del 

] 
" .!:! 
1i 
·o .., . .., 
;; 
e • o 

0. 1800 

0. 1200 

0. ü.\1 
zoo 230. 0 260. 0 29'a. 0 320. 0 350 

Longitud de ond• ( ¡_) 

" 200. 00 
ABS 

0. 2207 

Figura 8. Espectro de absorbancia de 0.1 µg/ml de lectina de H. 
c.-omatogra-fi a de 
de 200 a 350 nm. 

rosenbergi i: (D.) pur i-ficada por 
a-finidad, con un •-ango de longitud de onda Od 
(Espect.-o-Fotómetro Beckman Du-70l. 
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suero 

En los ensayos d-e ri~:i):iíC'ión' de_,Ta actividad aglutinante del 

dializado en ¡:fr-e~~ric:-1á_'.dj: ·azúcares simples, compuesi::os, 

N-acet i la dos; - g 1 i cós i deis ··:g(i.'C:oprote1 nas a partir de una 

concentración de 100 mM; i,nd:i.C::ar~n que la hemaglutinina muestra 

sólo a-finidad hacia compleJós estructurales de azúcares 

N-acetilados, glicósidos y glicoproteinas. 

Entre los carbohidratos que tienen mayor capacidad para 

inhibir la actividad hemaglutinante del suero en presencia de 

eritrocitos de rata, se detectó a los azúcares N-acetilados: la 

N-:s-ialil lactosa <a-2, 6), C25 mM), y en menor concentración 

N-acetil-D-lactosamina C/3-1, 4)' C25 mMl; por el glicósido 

~a- D-galactosamina-1--fos-fato, C6. 2 mM>; y por- el grupo de las 

gl icoprotei nas se detectó a la -fetui na C50 mM>, la mucina de la 

glándula submaxilar bovina C25 mM>, la IgA humana (6.2 mM> y los 

glicopéptidos obtenidos de la membrana de eritt-ocitos de rata 

C3.1 mM>, <Tabla 9). 

Como se muestra en la Tabla 9, el proceso de desialización 

por hidrólisis ácida de la -fetuina y de la mucina submaxilar 

bovina provoca que éstas moléculas la capacidad 

inhibitoria presentada por las moléculas nativas. 
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Tabla 9. CONCENTRACION MINIMA DE CARBOHIDRATOS, GLICOSIDOS V 

GL:ICOPROTEINAS PARA INHIBIR 4 UHA* DE; LA .LECTINA 

PURIFICADA DE H. rosenbergii <D~l. 

Azúcares N-acetilados 

sialil lactosa <a-2,3> 
N-acetil-D-glucosamina 
N-acetil D-galactosamina 
N-sialil lactosa ·10-2,6) 
N-acetil-D-lactosamina <~-1,4) 

Glic6sidos 

a-D-galactosamina-1--Fos-Fato 
ácido ~-metil-neuraminico 
p-nitro--Fenil-galactosa 

Glicoproteinas 

Ig-A 
mucina submaxilar bovina 
asialo mucina submaxilar bovina 
-Fetui na 
asialo -Fetui na 
glicoproteina de estroma de rata 

50 
50 
50 
25 
25 

mM 
mM 
mM 
mM 
mM 

6.2 mM 
50 mM 

N.I. 

6.2 mM 
25 mM 

N.I. 
50 mM 

N.I. 
3.1 mM 

N. 1. No inhibe a 100 mM. Otros compuestos sin actividad 

inhibitoria se presentan en la Tabla 3. 

* En presencia de eritrocitos de rata normales. 



El e~ect~-de la-temperatura sobre la actividad. aglutinante 

en presencia de eritroci.f:os - normales ·de rata, mostró que la 

lecti na es estable a una; ~e~pe(atura menor de 30 ºe 

minutos 

'·-:~-"'---;-;;F:""·- --cz<:·.·- :'1J;·,,-c:--··~ ~,,;':-;:-- <: -

que nCI ,:;~:'·;;í",i.:;i:}?~'iit~' é:~mbio alguno, - en 
- -~.¿¡:'-~.¡;--'.; ,,._,. - - , .• ~~:.::--~~-"'- """ -

aglutinaf.€~ 2-:··fo'. Rii'~m6 ocurre cuando la 
·;~.,yr . ·>:~· 

incubada entre•· O -y .¡ ::i::·~ :·~sih eníbargo, 

lectina es 

ya_ el ti tul o de 

actividad 

a temperatura de 50 ºe ó 
. . -·<" -

superiot-, la <ic(ivi'da'i:i ·aglutinante de la lectina desaparece 

TABLA 10~ EFECTO.DE LA: TEMPERATURA EN LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE 

DE i.fA L'.Ec_TINA DE H. rosenbergi i <D.) .• 

TeÍiiperaÜir;;¡ _ / 

ºe iJ_ > 

0-4 

22 

30 

40 

50 

60 

. . - - . . 
Tiempo de incubac_ié>ll 

- .15 

56 

Actividad 

aglutinante 

+ 

+ 

+ 

+ 



Los resultados_ de _la~ __ dependenc_ia __ de la ___ heinaglutinina a 

prev_i 

HgCl2, 

En el 

anticuenpos en el 

reconocimiento -Formando varias bandas de precipitación con el 

suero dializado, la lectina puri-Ficada -Forma una sola banda de 

precipitación que posee identidad total con los componentes del 

suero. En la Figura 9, se observan los di-Fer-entes grados de 

pureza de la lectina a partir de: 11. Lectina de~ rosenbergii 

(D.l puri-Ficada por cromatogra-Fia de a-Finidad -Fetuina-Sepharosa, 

que está representada por una banda y 21. Suero dializado, en la 

cual se observó una serie de bandas inde-Finidas lo que indica que 

hay más de una molécula presente en la hemolin-Fa. 
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. . ~ --lf"';Y ::;!JW"'t~ ~ . • ~ - • • '·. /. f --, .~' . ... .. :-u; 

,- . --<,::·. · .. : ..... · . ,....~~ ~-. . '. . .-(\ ... 
• •••• I .... I "\::· ! . :- . . . ,· :. \ . .. 

·~··(!)···" -!~· 2:-. "':'· .,:; .,, .. -t~ .. _ .. ···;. 
# • .>~ ..... 

', .· -~~ 

@), .. :~:.·· 

9. '1nmUnoéJi:¡=usiÓn en 

· i den{l-FicacÍón éritre dializado (35 µg). 

?gar ·al Reacción de 

1l. Suero 

21. Le¿tina pura <15 µgl. 31. Anticuerpos anti-hemolinf'a. 

El gel de inmunoelectrof'orésis se correlaciona con los 

resultados de las bandas de precipitación del gel agarosa en 

la inmunodirusión. La separación de los componentes del suero 

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



de: 1l Suer:o ci:l'á1i zac:Ío, -representando diversas bandas no 

dei'inidas ~y ,:~>EL~~tÚia~~~3i#~~i~~~;}por cromatograHa de ai'inidad 

répresent_a~a\1'~t~u'6.a• ~Ól~--ti~(ncia~ __ --~; 

+ 

Figura 10. Inmunoelectro~orésis en agarosa al 1.5 /. en solución 

amortiguadora Tris/veronal pH 8.6. 1l. Suero dial izado 

en dilución (45 µg/25 µl). 2). Lectina pura !15 µg/15 µl>. 
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VI. DISCUSION. 

La presencia de lectinas en· .la hemolin-Fa de los 

invertebrados ha dado lugar para· hacer estudios relacionados con 

los mecanismos de de-Fensa. Se ha propuesto que debido a la 

especi-Ficidad que presentan las lectinas hacia estructuras 

carbohidrato que se encuentran sobre la super-Ficie de membranas 

celulares, éstas podrian actuar como intermediarios en el 

mecanismo de de-Fensa, reconociendo especi-Ficamente moléculas 

extraí'las para ser enlazadas a la membrana de los hemocitos y 

posteriormente -Fagocitadas (28); sin embargo, la manera por la 

cual se lleva a cabo dicho reconocimiento aún no ha sido 

plenamente demostrado, debido muy posiblemente a que no se cuenta 

con un númet-o considerable de lectinas de invertebrados bien 

caracterizadas, o posiblemente al hecho de que la concentración 

de lectina en tales organismos se encuentra en concentraciones 

muy bajas, por lo que se considera importante el tratar de 

identi-Ficar en primer lugar las características de la lectina 

de H. rosenbergi. i. <De Man>, para posteriormente establecer un 

método de puri-Ficaci.ón ·¿¿,¡, alt:O-- rendimiento de lectina. 

Por cromatogra-Fia de' a-F.inidad <utilizando -Fetuina acoplada a 
'.';., .··;.:,·''·. ',::: 

Sepharosa 4-B> se puri.-Ff.=ó:~·ri'a' lectina del suero del langostino 
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Hacrobrach.iwn rosen.be;rgi L' <D.). Por este método se obtuvo una 
.··--··--" 

recuperación de· O. Ó14 •· · mg · • C!E! > l~ct i ria partiendo de una 

concentración de 
~r i?; - · ·· ----·· 

100 ···~?.! d~: ~t;Cl~~i~·~ 
como ~atái;·e~t~~~a de 

de suero dializado. Sin 

embargo al usar eritrocitos de rata, se 

obtuvo O. 007 µg de protei na estos resu 1 ta dos sugieren que la 

concentración de la lectina en este organismo comprende menos del 

1/. de la proteina total de la hemolinra; resultados similares son 

reportados para las especies Hornar-us americanus H. Milne Edwards, 

y Pan.ulirus arg-us <Latreillel, en los que la cantidad de lectina 

presente en la hemolinra de ambas especies comprende de mane1-a 

similar menos del 1/. de la proteina total (puri~icadas por 

cromatograri a de a~inidad), esto indica que la presencia de la 

lectina en crustáceos se encuentra en baja concentración (33, 

46). 

La retuina acoplada a Sepharasa 4-B utilizada para la 

puriricación de la lectina de H. rosenbergii <De Manl, es una 

glicoprateina que contiene estructuras N- y 0-glicosidicas·con un 

alta contenido de ácida siálica (hasta un 36/.) C63), la obtención 

de un aceptable rendimiento en la puri~icación (50/. de la 

actividad aglutinante>, se debe indudablemente a la a~inidad de 

la lectina por ésta gl icaprotei na coma se demuestra en los 

ensayos de especiricidad. 

La lectina detectada por el espectro de absarbancia a 280 nm 

indica que es una p1-otei na que contiene aminoácidos del grupo 
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aromático. Esta lectina puri-Ficada por cromatogra-Fia de a-Finidad 

muestra ser una ,gficoprc:itei,nai,de;,peso ·'molecular de 14 KDa en su 

-Forma nativa. determinado por 

ultracentri-fugación en'i{gr::á'diente de sacarosa de 5 a 25/. se 

obtiene un p'eso de· 2ó',ii.d~;!''K¡'~ :C::ual puede ser explicado por una 

·:,:::~<'~-~}~;;~ :f~:.:t.: .,::: . .:.: --, 
posible interacción que,';present.e,~la lectina hacia la sacarosa la 

·' --· ·"·.-'"r · . ·?If:,.\ ' .. :.:-~. ·,- :':: ·. · 
cual es utilizada' e~º<k'i ji~·¡..~~Í.~nte de sedimentación, -Formando 

complejos m6lecúl1~e~;,i'{~' ~~·o~": 10 tanto mani-Festando un tamaÍ'ío 

mayor a la ni~lécu}~J ~d: '¡! é'~?~ai'.' Dicha interacción tendri a por · lo 

tanto que c.on-fir~~,r~i· ·o b'réri "utilizar otra substancia para la:" 

determinación dei' peso· molecular modi-Ficando esta técri:ií:a. 

(por ejemplo, sustituyendo la sacarosa por el cloruro ·de .:e:e5i'i,;.',eí:·~ 

cual no podría interactúar con la lectinal. 

En cuanto al coe-ficiente de sedimentación la,;lectiná del 

langostino de agua dulce 11. rosenbergi i (D.) presenta G"ri.\1alor de 

1. 4 S comparado con las pr·otei nas estandar • .' :Entt-e las protei nas 

cercanas a la de 11. rosenbergii <D. l' con un valor de 

coe-Ficiente de sedimentación conocido se 'einct.lentran la lectina 

del quelice.-ado Lim:ulus polyphem.us <Linn.) ·y,la proteina de la 

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

21>. 

La lectina del langostino Hacrobrachi'UJTl rosenbergii (D.) 

esta compuesta principalmente por los aminoácidos glicina, 

serina, glutámico y aspártico y su porción sacaridica por ácido 
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siál ice, galactosa, manosa .. N-acetil-0-galactosamina y 

N-acetil-0-glucosamina; ,comparan-do _co-n otras- especies como la del 
,;.,-.,._ ·.-._.: 

caracol de agua dulce Pi Ca glóbos'id- -~~wa,in,,;onl, la lectina está 

.formada por 251. de carbohidratos;·- .y,:' la del - molusco terrestre 
... ·:,:: 

a-Fricano Achatina fulica Bowdich; por, -;,'\'.in : 35-'40/. (64, 65), en 

cuanto a la lectina del 
"-=·-1.-

langos~'iri6, :/"f· . rosenbergii (O.) 

contiene aproximadamente el 10% de azdcare~·por peso total. 

Aparentemente esta lectina no requiere de iones de calcio y 

magnesio para la actividad aglutinante en comparación con la de 

otras especies como Homarus americanus H. Milne, Panulirus argus 

(Latreillel, Cancer antennarius Stimpson, y CaLLinectes sapi.dus 

Rathbun, las cuales son dependientes de iones calci_o _(20,_ 32, 37, 

46). La lectina de H. rosenbergii <D.) es lábil a 

temperaturas mayores de 50 ºe durante 1 min. !'I condiciones 

similares se han reportado para la lectina sérica de C. sapldus 

Rathbun, que -fue estable a una temperatura menor de 50 ºe y P. 

argus (Latreille) (20, 46), para otras proteinas como la limulina 

<L. polyphern.us <Linn. l se reporta estable hasta 56 ºe !21) y 

para la especie Procam.barus cLarcR.ii <Girardl, la lectina se 

inactiva a 60 ºe (48). 

Hacemos notar que la lectina del langostino de agua dulce H. 

rosenbergii (0.), es una de las más pequei'ías de acuerdo a las 

reportadas en la literatura, algunos putores indican que ciertas 

lectinas como la obtenida de la especie Achatina fullca Bowdich, 
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está -Fonnada por va1-i as su bu ni da des monomér icas de 15 KDa. C65), )' 

la limul ... ina aislada de LimuLus ·po_L),Jphemus <Linn.r. que:· está 
'• 

-Formada poi' 'seis '.üMicia~s-:de 1s "KDa <21> ~iri emtia•"go; e_íl{~-~~s 

casos--~ª~~ -~~rd~d· ~Jn8niér-~~a;_.,.'al ,p_o_:s_' e·,e···-·~ ,,un.··~º~~ ;;_,_~it~o._, ¡:~~:~~ar 
--:/''. --

cai-ec~;d~'{¿a~:~¿ici~~·-.. ·~~·-. ~g1u{ríÍai:;iiSrí;';•ek,c:u:;;.~t6•~·d·.l'§Éf{~.i:c~it11. 
' ·' - • -'"'( ---}.·; .- ,_ '> "-,:~ ••• ·." ., ;¿~L-··;. <;;e::';, <;·, 

ro;.en¿,~~g/i :::~ D ~;¡-· .. RhdFf,·ar;~;~~ci~se-'rci~<LI~~-P;~g~~f-~~- t~rn;~-d~t- p[)t'_ .úna,· 

LÍn i ~CI ~!lll~.1ao{¡i i~a :¡¿~í~a;. ~·~~ p rese~ta ·•.dos sft'i as • :.lc:ti~as~: . 1 º que 
?! ,..,; ':<.(.·,'. ',-.. :~.: .-.~. --<, -. ·-":-:·· :~-. :~·;_:_-. ··>·.:· 

le pe_r;nite t'econocer, mis de' una cé.l,ula e inducir P[Jr. lo tanto 
;"-'., ,_. 

-v.· ." ... : 
.. · .... "'·\,. •:'·;-,, 

--\~~-- .. 

:prot'ei.na' "purificada 
¡-i.::;-

-Fornl~d~~ ~~~ ~2~1.ifi-0 gt~upos moleculares 
-- -~_-:Z ~- ·r .- - ~-~~"'-: · --~'¿-;h ___ .-, 

punto isoeléctriéo• CpI> se encuent1~a entre ~L-~tfr.:f~4:;y:'6.),. ia:' 
'::::.:-'- 2::~-F-~-' . .. ;;: ·~- --:-:_<'· -'_ : 

iécÚna' %.,;\ la especie P. cÍ.a~J.u\;; ,, :(Gira'~;dl"' p1-ésenta 

de H. 

·<·:< . '.-':'-' oy;;-. . ::,;f~-~-, 

caract~risticas similares, en ia' C:L~f1.¡.,-l1_~~; ;i'c;fi.'Í:'.~da'd aglu.tinante 

::~: :Í::rii::~:a m::e~: ::::·::1:i~jiit~rg•
4

CJ:~~~:::::: :: :~ 
4
-d: 

la ·Iect ina de Á.é:.íi'éd.t_':_¡:;.,__:.·;<2.': ·~;_~·;_~{'fe~)_: '¡¿;;~:;;;;~~3' .. :\,, :, encuentra 
,, -H \lj!c:íftgi,i;:~; . ; ql!(;! se 

focal i zaé!a . a pH de' 5. 9~ c48,~ ;\'g,'~:l:¡l ,,,_> ::;~tc·rr;t 
•"'/, ::-~;e; .. :.t~·~··.:.. ·',;;'.-'. . ., .__ "'•• . , . -. :- ·<.:?~ --~~~~:_;- ~- ~{~~. ;}.~~x.:-.'~~·-(},_:-.:;· . , ; ~-;;:~~~:-~:.;t- ~ 

La lectina --- - de CD.>- , reconoce-

predominantemente eritrocitos no1-inai'es· de rata y conejo, los 

cuales presentan un alto contenido de derivados 0-acetil-siálico 

en la super-Ficie de los eritrocitos C25Y. y 20Y. respectivamente) 

(63). En los ensayos de aglutinación utilizando e1-it1-ocitos de 

rata tratados con enzima neuraminidasa, la cual se ha reportado 

64 



qua libera de un 15 hasta un 30% ~e ~cidos N-acetil~siálico de la 

memb..-ana , de : dichos é;-i-t;:..-oci tos·· <63l, se observó. un dect-emento 

sig~i-f:ic~~i ~o'~~ ,}fl_ ;::ae:iivr8;.~~ agiuti narite; :¿!Jri¿:id~·¡_;~cl¡;; que la 
· .. '·.:}•< -·.""<-:,-- '·;·~-- -• e• A' o!-:=•'.c:-'_,;_f-:~, _:::c'-,j_; •--'-T-

enzima;: efi mi.'[la;'•pt:ihc ip~l~eht~;·resi dÜos'; dé iácfd9.','. t11:;aC:kt i i ,-siá 1 ico 
.. '., .. . ' ,., •-¡~:~i:: ,_,,:: - O.,s ;._._e·~-· ··;;_-<•7<-" ;.:.~;·f <";',;/ 'º.,·/::::. '-~;¡.;,~ 

nos i ;.;cli¿~;:7f;~;;f fliie;;lf?.{" ¡e;~tÍ'~~~·:,..;e;~~ó'c)i:'~' p}iÓ,~ipaimlente a los 

. ::::::::~j~f ~ta.~1~'.:~s.~e;~~t._it;:_.:altJ,'~ad[_'a:';_¡s~c,l,_.i0~
0'¡•¡'~···:,:_·_-.' .. ·-:.·_~iiA~t!J~~ :::::::::. •:: 

los et:¡t;~~é{'ig~- · , . ·. - _·. ··.. <iti'~~: . 
. ';>:.·~~: :{:·· . '.'/:,~. .,:/.,, .. <·'.'fo(' \{'/ 

,,., .. ·r;f·r··'..{;~::::.20.~:. ---· 
/~-- ;-_·f;~3~{ .. ,·)::~¡. .-:}.: .·: 

. En :et::i~r4~ig~s~~f it~.";~' n"P'"ºn~sa un incrnmento 

en la ·capa¿~:cl~~B:j{~+]~~e"~!l~~ki .~J~1~f~bi.;,~W~'\,¡é¿~7~a, lo que indica 

que e1'/t'J.~~f~i!~f~1~,·1~~fo:~i~~~:~!~~JJ. ;~º"oca la libe..-ación <o 

desenm~s~;;¡~;nt~:~~~}'t~i~#~J;~~i~·~o~} receptores pat-a esta lect i na, 

dicho. -tipo cie:'i'nacli.=:i,2;;ii1,a'h~s a ia respuesta con la lectina se ha 

i denti-ficado :1-;,,n ;·,-~,:! ·'Tée:L nas· vegetales, y se ha llegado ª 
--=-v-c.-, ;-J.~·, . .=e-__ ;:-"" 

- ._;:ij,;,-,· c·o,:-:-·-

p t'"OpOner que t:~r''.[iB;~feinento pod..-ia estar dado po..- la p..-esencia de 

,' ·;<::: __ _r;,-~..,~- .. _,_,,: 
•');; 

1'983.' 'v.i;t~;>';y;\: co1s: (34) ..-epo..-ta..-on 
-;- --'-=-; • :~_;;;-, ~ ·:··.;, . ·~. 

En actividad de 

hemag iu-f.in:ina e~·; Íf~ 'io~~~b~rgif. :.·;D.·l,, con especi-ficidad hacia 

e..-it..-ocitos 

-~umana, caballo, 

rata ,Y '.•co-;,ejó-;· i-~,"er;o/ también 
" '~, ' '.;: ·,~:; º:\ -~:: '··-

óv e ja, ,ga·fo 0 :''b~yinó y cerdo, 
'----:..;~. 

pa..-a er-i t..-oci tos 

sin emba..-go, en 

nuest..-os ensayos de aglutinación .utiÍizando sue..-o no dializado, 
"· 

obtuvimos actividad aglutinante~ en cie..-tas ocasiones hacia 

et'"it1-ocitos de humano y· cerdo lo cual, pod..-ia estar dado pot-

posibles -factores que inducen un estado de agregación debido a la 
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h i dr-of'obic i 'dad hemocianina 166). 

::En:-~ 

hemagÍuÚ ~iri~S.\l~••-"5,'>1_·'li~I;~d~~í~$~i~··1JM 

que 

también 

33> cama_ 

obtenidas de los 

de rata>, para el reconocimiento 

lectina y 

siálico de i'etui na y mue i na de 
' ' . :. ' 

subma>:ilar bovina que --p-r--óvoí::a que estas 

inhibidas de la actividad de l~ lectina 

residuos son indispensables para la in~eracción con dichas 

glicoprotei nas. 

Como se ha observado en los ensayos de actividad aglutinante 

y en la inhibición de la misma pot- dii'et-entes azúcar-es, los 

N-acetilados y el- ácido-sLi-lico-parei::en ser un ligando importante _ 

para la lectina de 11. --rosen~ergi i _<D. l aunque, el papel del ácido 
: . ' 

siálico en la célula a9n:?,no'ha' __ sido claramente comprendido, se ha 

observado por e j~mp·1~''._qJ~ e_~ i ste una i n\:eracc ión especi fl ca 
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entre los residuos siálilac:ios de la. supel'".¡:icie. ce_lular y algunas 

sialidasas virales (63). 

Dado que el ácido siálico se ha localizado en la membrana 

celular en posición perif:érica de glicoconjugados se le ha 

atribuido la participación en la regulación de .¡:en6menos 

biológicos tales como receptores Y_ en la protección de células y 

organismos. Entre las lectinas consideradas especi.¡:icas para 

ácido siálico se encuentran en la limulina del quelicerado L. 

poLyphemus <Linn. l, el cangrejo Carci.noscorpi.us rot1.lnda, en el 

molusco terrestre a.¡:ric_a_no A_ch_ati.n".1 f1.1Li.ca Bowdich y en la ostra 
-

gigante del PacHico crdS~ost~~-a gi:gas _<ThLinbergl c21;. 65,- 67, 

68). 
'--c----º-'-.º:"-':.Oo-...;o·;o-':'f'i·,' --

La posible participación de la lectina del -langostino de 

agua dulce H. rosenbergi.i. CD.l, en el proceso de 

t-econocimiento de lo propio y no-propio aún esta pot- demostrarse, 

ya que si consideramos su a.¡:inidad por ácido siálico, es 

importante considet-ar que divet-sos agentes patógenos como la 

mayot-1 a de las bacterias <e>:cepto Escheri.chi.a coi i., Nei.sseri.a 

meni.ngi.tides y SaLmoneLLa sp. entre otras especies>, y en 

di versos vi rus éste residuo sacari dico (ácido siálicol está 

ausente aunque, es más .¡:recuente encontrarlo en protozoarios y 

moluscos (69, 70, 71). 

Los ensayos de inmunodi.¡:usión e inmunoelectro.¡:orésis nos 
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permite tomar en consideración que la hemolinfa tiene la 

capacidad de sei- /ir1müno~~rú'.caiy p0

of lo t:~ént;~ .~~· P?sible obtener 
.:-, - · .... - .·" ~: :, ;;;· :~ _,: :·-- . '.• 

anticuet-pos artt
0

i:.:.hembli~f~~' ya qúe m~di~rít~ estos ensayos 
' -_, ·- · .. 
lectlna~ p~rificada 

se 

identificaron las 

·. _.,_ ... < .. , 

f~.iléi:i'on;,;s de por 

cromatografi a de. afinidad;· lo cual también ·nos permitirá 

demostt-ar por ejemplo,· ·mediante ensayos inmunocitoquimicos la 

localización de la lectina en los hemocitos y su posible 

participación en el mecanismo de defensa. 
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VII. CONCLUSIONES. 

De los resultados de este trabajo podemos concluir lo 

siguiente: 

1. Del la hemolin-fa de /'tacrobrach.iwn. rosenbergii <De Man>, 

se aisló una lectina. 

2. Por el método de cromatogra-fí a de 

-fetu1 na acoplada a Sepharosa 4-B, 

0.014 mg de lectina a partir de 

de suero total. 

a-finidad utilizando 

es posible obtener 

100 mg de protei na 

3. La concentración de la lectina sérica de /'f. rosenbergii 

(De Man>, comprende menos del 0.01% de la proteína total 

de la hemolin-fa. 

4. La lectina del langostino de agua dulce tiene un peso 

molecular de 14 KDa en su -forma nativa; un coe-ficiente de 

sedimentación con valor de 1.4 y un punto isoeléctrico 

entre 5.4 y 6.1. 

5. La lectina es una glicoproteina compuesta principalmente 

por los amino•cidos: glicina, serina, glut6mico y 

asp•rtico y en su porción sacaridica por •cido si6lico, 

galactosa, manosa, N-acetil-D-galactosamina y N-acetil

D-glucosamina. 
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6. 

7;.. 

8. 

9. 

Esta pr~t,ei na de H. rosenbergii (D.) se comporta 

estable a un temperatura menor de -50 -oc~ - -y -·ia. ·actYvidad 

aglutinante no ;.s dependiente de iónes C::a y-Mg 

'.::~;- '-.¡· ·· 
-Las. ·•:mejores" inhibidores _de la;,,_ r,2C:t'.f11-8'::~ -Fueron 

azúcares N-acetilados: N-sialiL_o·l~¿t:¿¡·~~~.'; <Ó:~;/ 
N-acetil-0-lactosamina <~-1, 4l; 

... .. :;; -
IgA, -Fetuina, mucina de la glándula- .. sutiina>:ilar.bov1na asi 

>.>··.·;- ,,·.:_,.,. 

como glicoproteinas que se localizan-;i.;;n;'':i.acmémbrana de 
:-.;·--.~~:~.} .·,:~-: 

lDs eri trae í tos de rata. 

La lectina 

y conejo. 

reconoce 

-·:·· -./};_ -.¡-.:,_;. 

de 

d~:erm~::~::ciaim::~~:_:i§º(~,~f~i~~1.~~ºlf:~~r;:::;::te·d:s 
rosenbergi i <D. l. . · · ,o;:; · '.';i!!i ". 

,·,1;:,. "•'"'" ::.~~~f{: ·.:!:~::-· .<:·;;; 
~ -'~~:~ ,·:·ifr~;;:· ;:~~:;; )~:K __ ~-:~::-

rata 

un 

H. 

. -:~.\~i ~ /, ~~-· -~ ~~~~~--= _:~~:;~-;: 

Estos elem;.ntds :rda:n: ?·~üi\'a~m,i,'¡fr:g: ~a,-~- . cor1ÚAÚa:~~ _7i;:in ,los-. 

estudios del mecanismo ···~e~- reconocimiento entre . ./{~ 'propio y 
: : . - ..... ~:__ ~'. ·:,. . .··:·: 

no-propio pará ':l i:oing~stino de agúa dulce H. · rosenl:>ergi i <D.). 
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