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Resumen

Las lectinas son una clase de proteinas cuya principal caracteristica es la aglutinacion celular,
particularmente de eritrocitos. Una de las familias mas estudiadas por sus multiples aplicaciones
en biomedicina son las lectinas aisladas de leguminosas. Acacia cornigera es una planta de la
familia fabacea (leguminosas) que no cuenta con estudios acerca de lectinas. En este estudio se
aislaron y caracterizaron proteinas tipo lectina, de hojas de 4. cornigera, recolectada en el ejido
Limén Chiquito, Cazones de Herrera, Veracruz. Se analizé su actividad biologica en células
sanguineas del sistema ABO RH" y su capacidad antiinflamatoria en ratones de la cepa CD-1. Se
encontrd la presencia de proteinas con actividad hemaglutinante en todos los extractos salinos, las
cuales mostraron alta afinidad por las combinaciones de azlicares Maltosa-Galactosa, Sacarosa-
Glucosa, seguidas de Glucosa y Maltosa. Se observo actividad hemaglutinante no especifica para
este sistema sanguineo, sin embargo, los extractos revelaron mayor afinidad por el grupo sanguineo
B*. Concluyendo que las lectinas enlazadas a Glucosa conservan su efecto antiinflamatorio hasta
120 minutos y la fracciéon de Manitol-Maltosa es efectiva durante los primeros 60 minutos, lo que

demuestra la variabilidad en su respuesta fisiologica.



1. Introduccion

La inflamacién es una respuesta fisioldgica relacionada con la reparacion de dafio generado por
agentes enddgenos o exdgenos hacia células y tejidos vascularizados (Garcia, 2008). Se caracteriza
por cinco signos clinicos: dolor, calor, rubor, tumor y ocasionalmente impotencia funcional. Por el
tiempo de duracion la inflamacion se puede clasificar en aguda y cronica. La fase aguda tiene lugar
inmediatamente después de que se provoca algin dafo al organismo (minutos a horas); sus
caracteristicas principales son la formacion de edema y la migracion de leucocitos (especialmente
neutrdfilos). Si el estimulo dafiino persiste o no hay resolucion satisfactoria de la inflamacion, se
convierte en inflamacion crénica (Cervantes et al., 2014), la cual ocurre en dias, semanas y hasta
meses. Se caracteriza por la proliferacion de vasos sanguineos, fibrosis y necrosis tisular (Ledn et
al., 2015). En el proceso inflamatorio participan mecanismos tanto de la respuesta inmune innata
como de la adquirida. En el caso de la fase aguda, participa principalmente la respuesta innata, que
posteriormente activa a la adquirida. Mientras que en la fase crénica, aunque pueden activarse
mecanismos de la respuesta innata, es la adquirida la que mantiene el proceso en el tiempo y causa

dafio tisular (Gonzalez y Padron, 2019).

Para evitar o disminuir la inflamacion se utilizan firmacos de dos tipos: antiinflamatorios
esteroideos y no esteroideos. Los primeros son compuestos muy potentes y de gran efectividad,
derivados del cortisol, una hormona producida por la corteza adrenal para la adaptacion del
organismo al estrés (Serra et al.,, 2012), que pertenece a un grupo particular de corticoides, los
glucocorticoides. Estos inhiben la dilatacion vascular y disminuyen la formacién de edema pues
impide el paso de leucocitos a la zona de dafio e interfiere con la respuesta inmune celular y la
produccion o efecto de mediadores de la inflamacion (Florez y Amado, 2014). Los
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son compuestos que actuan sobre enzimas
(ciclooxigenasas) implicadas en la produccion de prostaglandinas. Ademas de reducir la
inflamacion, tienen accidn, analgésica y antipirética (Divins, 2014), por lo que alivian el dolor y
disminuyen la fiebre. Sin embargo el uso de antiinflmatorios de cualquier tipo, se ve limitado por
los efectos secundarios que trae consigo sobre el metabolismo, principalmente a nivel
gastrointestinal, renal y plaquetario. Lo anterior, ha llevado a la comunidad cientifica a buscar en
otras fuentes alternativas para contrarrestar al inflamacion, encontrando que los sacaridos cumplen

un papel crucial dentro del proceso inflamatorio. Para comprender las funciones bioldgicas y



posibles alteraciones de los sacéaridos se debe conocer mas acerca de su estructura quimica, las

enzimas que catalizan su biosintesis y las lectinas que los reconocen (Gimeno y Barbeito, 2004)

En glicobiologia, la glicosilacion ha sido reconocida como una de las modificaciones mas
importantes de las proteinas (Van Damme, 2011), pues juega un papel vital en procesos bioldgicos
como la inflamacion, la fecundacion, la diseminacion de células tumorales (Gimeno y Barbeito,
2004), la respuesta inmune (permiten que un organismo distinga proteinas ajenas de las propias),
el plegamiento de proteinas y determinacion de su vida media en el torrente sanguineo (Palomares,
2005). Cambios en la glicosilacion pueden derivar en enfermedades como el cancer. Por ello la
identificacion de modificaciones discretas de carbohidratos y la comprension de sus efectos
bioldgicos, proporciona novedosos objetivos para la investigacion (Cuello, 2018). Dentro del
proceso inflamatorio, la infiltracién de neutrofilos de la sangre al tejido afectado es un rasgo
dintintivo de la inflamacioén aguda, pero para que esto ocurra primero deben unirse a selectinas
(lectinas eucariotas de tipo C). Las interacciones que involucran selectinas dependen del
reconocimiento de glicoconjugados especificos de la superficie celular (Assreuy et al., 1997).
Debido a que las lectinas pueden unirse a carbohidratos especificos sin modificar su estructura, en
los ultimos afios, se han hecho estudios detallados sobre ellas, especialmente de la familia de las
leguminosas, ya que presentan multiples aplicaciones en biomedicina (Lagarda et al, 2017).
Algunos de los mas recientes incluyen el estudio de su efecto anti-coronavirus, donde se plantea el
uso de estas proteinas para conocer del sitio de reconocimiento del epitopo del virus, neutralizando
asi el efecto de virulencia por la respuesta inmune desencadenada, asi como usarlas con objeto de
inhibir el ciclo de replicacion del SARS-CoV al interferir con la union viral a la célula huésped
(Konozy et al., 2022). Aunque los efectos inflamatorios de las lectinas han sido estudiados, los
mecanismos aun no se conocen bien (Gong et al., 2017). Se sabe que las lectinas vegetales son
capaces de modular la secrecion de citocinas, principalmente las que participan en el proceso
inflamatorio; sin embargo, se ha demostrado que hay lectinas vegetales que inhiben la inflamacion,
pero existen otras que la promueven, por lo que el papel de estas proteinas en el proceso
inflamatorio sigue siendo controversial (Mishra et al., 2019). Freitas y colaboradores (2015)
demostraron que una lectina aislada de Dioclea violacea, perteneciente a la familia de las
leguminosas, presenta propiedades antiinflamatorias, de manera que inhibe la migracion de
neutrofilos tras la inflamacion al administrase via intravenosa. Acacia cornigera es una planta que

pertenece a la familia de las leguminosas; sin embargo, sus efectos bioldgicos han sido poco
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estudiados, teniendo solo un reporte de actividad antiinflamatoria (Maldini ef al., 2009). En este
trabajo se evalu¢ el efecto antiiflamatorio de extractos enriquecidos en proteinas tipo lectina de

hojas de 4. cornigera.
2. Marco Teorico
2.1 Inflamacion

De manera natural el organismo cuenta con mecanismos de defensa a tres niveles: barrera externa,
sistemas inespecificos, y respuestas antigeno-especificas. Una respuesta inicial y por lo tanto
inespecifica, es la inflamacion, proceso fisiologico de origen inmune ante el dafio por agentes
endogenos y exdgenos hacia las células y tejidos vascularizados (Garcia, 2008). En esta respuesta,
se producen cambios hemodinamicos que dan a lugar a los signos clasicos asociados a la
inflamacion: dolor, tumor, por la extravasacion de liquido al sitio de dafio; calor y rubor, por el
aumento de flujo sanguineo e incremento de la disponibilidad de oxigeno; y ocasionalmente

impotencia funcional (Garcia et al., 2000).

La respuesta inflamatoria (RI) esta relacionada con la reparacion y es util para destruir, atenuar o
mantener localizado al agente lesivo (Leon et al., 2015). Seglin su tiempo de evolucion se puede

clasificar como respuesta inflamatoria aguda (RIA) o crénica (RIC).
2.1.1 Inflamacion Aguda

Enseguida de un estimulo daiiino, se lleva a cabo la RIA, que ocurre los primeros minutos y puede
perdurar unas horas. Para producir esta respuesta, se activa la respuesta inmune innata que
posteriormente activara a la adquirida. Es en esta fase donde se presentan los signos clinicos tipicos
de la inflamacion (calor, rubor, tumor, dolor e impotencia funcional). Su objetivo es neutralizar el
agente agresor, controlar el proceso inflamatorio y promover el proceso de reparacion, iniciando el
retorno a la normalidad fisioldgica (Brandan et al., 2007). Es una respuesta coordinada por una
cascada de mediadores inflamatorios, especialmente citocinas que inducen la activacion,
proliferacion, cambios del comportamiento y cambios metabolicos de una serie de células, dejando
que actien en primer lugar los nuetrofilos, posteriormente acuden los macréfagos y por tltimo los

linfocitos. También intervienen hormonas, fundamentalmente glucocorticoides naturales.
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2.1.2 Inflamacion Cronica

La RI tiene una serie de puntos de control que limitan la duraciéon y magnitud de la inflamacion,
sin embargo, hay ocasiones en que las causas de la inflamaciéon no son resueltas con éxito, es
entonces cuando entra la fase cronica, que se lleva a cabo en dias, semanas y hasta meses. En esta
fase participan algunos mecanismos de la respuesta innata, pero es la adquirida la que mantiene el
proceso en el tiempo y causa dao tisular (Gonzalez y Padron, 2019). Sus caracteristicas distintivas
son la infiltracion de macrdfagos, linfocitos y células dendriticas en el sitio de mayor dafio, lo que
induce la produccion de citocinas, factores de crecimiento y enzimas, que contribuyen a la
progresion de dano tisular, llegando a generar necrosis. En estos casos se requiere la administracion
de medicamentos antiinflamatorios, aunque estos solo atenuaran los sintomas, sin resolverlos
completamente (Coico y Sunshine, 2015). Si no se solucionan las causas y se reparan los dafios de
la fase cronica, el organismo puede desarrollar enfermedades autoinmunes, metabodlicas, cronicas

y degenerativas, como la artritis reumatoide.
2.2 Blancos de inflamacion

Durante el proceso inflamatorio se ven afectados multiples 6rganos del cuerpo, sin embargo, el
bazo, el higado y los rifiones se verdn mayormente involucrados ya que, ademas de ser 6rganos
altamente vascularizados, intervienen mediante diversos mecanismos en la respuesta

inmunolégica.
2.2.1 Higado

Detras de las costillas y cartilagos costales, bajo el diafragma, se encuentra el higado, un 6rgano
de gran tamafio (aproximadamente 2.5 kg en adultos) (Pedone, 2013) formado por células llamadas
hepatocitos, los cuales se encargan de la produccion de bilis (esta se almacena en la vesicula biliar
para su liberacion cuando sea requerida). Entre sus componentes estan los acidos biliares,
electrolitos, colesterol y bilirrubina. Dichas sustancias tienen funciones digestivas y excretoras
(Gélvez, 2022).

El higado es el principal 6rgano que participa en la regulacion metabdlica, tanto de moléculas como
carbohidratos, lipidos y proteinas, como de vitaminas, hormonas y fAirmacos. almacena vitaminas
solubles en lipidos y ciertos minerales. Interviene en el en metabolismo de los fAirmacos, asi como
en la desintoxicacion y eliminacion de hormonas y amoniaco; y participa en el sistema inmune con

la fagocitosis de macrofagos (Pozo et al., 2016)., sintesis de TNF-a y la liberacion de IgA.
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2.2.2 Rinones

Los rifiones son 6rganos pares de color pardo rojizo, que en los humanos estan localizados en la
parte posterior del perineo, en los costados de la columna vertebral. Su tamafio promedio en adultos
es de 10-12 cm de longitud, 5-7 cm de ancho y 3 cm de espesor, con un peso aproximado de 115-
155 g en mujeres y de 125-170 g en hombres (Fernandez et al., 2005). La funcion principal de los
rifiones consiste en regular la composicion del liquido extracelular mediante el mantenimiento del
equilibrio hidrico y electrolitico, el cual es posible gracias a su funcidon excretora, por la cual son
desechados los solutos y agua que haya en exceso, ya sea que estos se hayan producido por el
cuerpo o sean resultado del consumo de medicamentos. También regulan la presion arterial
mediante secrecion de factores vasoactivos como la renina; la eritropoyesis, por la produccion de
eritropoyetina; la produccion de vitamina D. Asi mismo, participa en la gluconeogénesis,

particularmente en situaciones de ayuno prologado (Eaton y Pooler, 2006).
2.2.3 Bazo

El bazo es un 6rgano vascular localizado detras del estobmago, en el cuadrante superior izquierdo
del abdomen, con una porcién que se extiende hasta la region epigastrica (Ladron, 2015). Es un
importante filtro sanguineo que elimina eritrocitos viejos o dafiados (Barret ef al., 2010) y su papel
principal es inmunoldgico, ya que el inicio de la RI y la elaboracion de los antigenos ocurre en la
zona marginal del bazo. Produce ademas IgM contra los antigenos bacterianos y es responsable de
la fagocitosis. Almacena plaquetas (células involucradas en la reparacion de lesiones vasculares),
eritrocitos y granulocitos. De igual forma, es uno de los 6rganos donde maduran los linfocitos
(Ramirez et al., 2016). Lo anterior se debe a que se compone de dos tipos de tejido: pulpa blanca
y pulpa roja, la primera estd formada principalmente por tejido linfoide, donde se localizan tanto
linfocitos B, organizados tanto en agregados de células B virgenes como en foliculos con centros
germinales con células de memoria, células dendriticas foliculares y macrofagos fagociticos como
linfocitos T. La pulpa roja contiene macrofagos, eritrocitos, plaquetas, granulocitos y linfocitos

maduros, asi como numerosas células plasmaticas (Fernadndez et al., 2005).
2.3 Farmacos Antiinflamatorios

Aunque hay multiples farmacos que tienen propiedades antiinflamatorias, solo se reconocen dos
grupos de farmacos para el tratamiento de los sintomas de la inflamacion: aintiinflamatorios

esteroideos y no esteroideos (AINE) (Divins, 2014).
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2.3.1 Antiinflamatorios esteroideos

En la corteza adrenal se producen tres tipos de hormonas: glucocorticoides, mineralocorticoides y
hormonas gonadales. De estas, solo se ha visto efecto antiinflamatorio por parte de los
glucocorticoides y en farmacologia se han fabricado corticoides semisintéticos derivados del
cortisol, que tienen caracteristicas estructurales y farmacologicas similares a los que produce el
organismo (Divins, 2014), pero con mayor potencia y efectividad. Actian formando en el
citoplasma un complejo entre un receptor esteroideo con el glucocorticoide, posteriormente entra
en el nicleo donde inhiben la transcripcion de genes que codifican quimiocinas, moléculas de
adhesion y enzimas reguladoras de la sintesis de mediadores (ciclooxigenasa 2, metaloproteasas
o6xido nitrico sintasa inducible), citocinas como las interleucinas (IL) 1, 2, 3, 5, 6, 8 y 12, el factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferén gamma (IFN-y), el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF) (Serra et al., 2012). Ademads, disminuyen la supervivencia
de eosindfilos y reducen la presencia de linfocitos, basofilos y células presentadoras de antigenos,
inhiben la exudacion de plasma y la secrecion mucosa glandular, asi como la disminucion de otras
células como los linfocitos o los basofilos (Cosio et al., 2002). Sin embargo, existen efectos
adversos (generalmente dependientes de la dosis) como aumento de peso, retencion de sodio y
agua, hipertension, alteracion de la barrera mucosa gastrointestinal, fallo renal, entre otros (Florez
y Amado, 2014). Lo anterior ha llevado a la comunidad cientifica a buscar en fuentes alternativas
para contrarrestar la inflamacion, encontrando que los sacaridos cumplen un papel crucial dentro
del proceso inflamatorio. Para comprender las funciones biologicas y posibles alteraciones de los
sacaridos se debe conocer mas acerca de su estructura quimica, las enzimas que catalizan su

biosintesis y las lectinas que los reconocen, siendo este ultimo punto central en este estudio.
2.3.2No esteroideos

Los AINEs son un grupo de farmacos que ademas de reducir la inflamacion, alivian el dolor y
disminuyen la fiebre por su accion analgésica y antipirética (Divins, 2014). Su mecanismo de
accion se basa en la inhibicion de la actividad de alguna de las isoformas de la ciclooxigenasa,
enzima que promueve la sintesis de prostaglandinas. La ciclooxigenasa (COX) presenta al menos
dos isoformas con funciones distintas: COX-1 y COX-2. La primera regula procesos como la
proteccion gastrointestinal, agregacion plaquetaria, funcidon renal y la homeostasis vascular
(Goémez et al., 2013). Por ello los AINEs que la inhiben suelen tener efectos secundarios a estos

niveles. La COX-2 es quien esta implicada directamente en el proceso inflamatorio, pues su
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expresion es provocada por mediadores como INF-y, TNF-a, IL-1, entre otros (Feria, 2014). Sin
embargo, cntinua la busqueda de alternativas con mayor efectividad, selectividad y menos efectos
secundarios, ya que no todos los AINEs son selectivos de esta enzima e inhiben ambas isoformas.
La indometacina pertenece a este ultimo grupo.

La indometacina es un derivado del acido indolacético con el nombre quimico de acido 1- (p-
clorobenzoil) 25-metoxi-2-metilindol-3-acético. Se cree que su efecto farmacologico esta mediado
por una inhibicion potente y no selectiva de la enzima ciclooxigenasa (COX), a través de la via del
acido araquidoénico (AA). La indometacina, estd disponible actualmente en forma de capsulas
orales, asi como en otros métodos de administracion, incluidas formulaciones rectales e

intravenosas (Drugbank, 2024).
2.4 Glicosilacion

Ademas de tener funciones estructurales y servir como principal fuente de energia para el
organismo, los carbohidratos desempefian un papel importante en la sefializacion celular, pues
modifican a otras moléculas (lipidos y proteinas) mediante un proceso llamado glicosilacion. En
esta modificacion postraduccional los glicanos se enlazan de forma covalente a lipidos y proteinas,
lo que resulta en la formacion de glicoconjugados. Este proceso les proporciona a las proteinas
mayor estabilidad ante las modificaciones del medio, asi como caracteristicas estructurales y
funcionales particulares que son relevantes en interacciones ligando-receptor y, por ende, participa
en procesos como la diferenciacion celular, el desarrollo del cancer, la infectividad viral, bacteriana
y parasitaria (Pérez et al., 2013). Aunque se encuentran multiples glicoconjugados al interior de la
céula, gran parte de ellos estan en la superficie externa de la membrana celular, proporcionandole
a las células una cubierta azucarada cominmente conocida como glicocéliz, un arreglo glicosidico

diverso, complejo, variable estructuralmente y exclusivo de cada organismo (Medrano et al., 2023).

La glicosilacion es un proceso sofisticado altamente orquestado por multiples enzimas
(glicosidasas y glicosiltransferasas). Los tipos de glicanos que existen se clasifican acorde con el

tipo de modificacion que sufran, teniendo N-glicanosdos y O-glicanos.

2.4.1 N-glicosilacion
Los N-glicanos son complejos macromoleculares que se forman en el reticulo endoplasmico rugoso
(RER). Este proceso inicia con la sintesis de un oligosacarido comun constituidos por 14 residuos

de monosacéridos: dos N-acetil glucosamina (GIcNAc), nueve manosas (Man) y tres glucosas
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(Gle), que se unen a dolicol fosfato, un trasnportador lipidico anclado a la membrana del RER.

Posteriormente es transferido al extremo amino (NH») de la cadena lateral de la asparagina (Asn)

(Gorocica et al., 2008) que froma parte de una secuencia concenso Asn-X-Ser o Asn-X-Thr (Pérez

et al., 2013). Finalmente termina su modificacion en el aparato de Golgi.
2.4.2 O-glicosilacion

Las cadenas oligosacaridicas tipo O son mucho mas complejas que las tipo N. Esta modificacion
ocurre directamente en el aparato de Golgi, comenzando con la unién covalente de los
carbohidratos a grupos hidroxilo de N-acetilgalactosamina (GalNAc) formando una cadena lateral
de un residuo de Serina (Ser) y Treonina (Thr) presente en el esqueleto polipeptidico, que resulta
en el antigeno “Tn” (GalNAc-Thr/Ser) (Pérez et al., 2013) siendo este el precursor de otras

moléculas.
2.4.3 Importancia de la glicosilacion

Alteraciones en la glicosilacion, sus componentes e interacciones, pueden llevar a fallas letales del
organismo, puesto que este proceso juega un papel significativo en multiples funciones bioldgicas
como la respuesta inmune, fecundacion, replicacion viral, infeccién por parasitos, crecimiento
celular, inflamacion, adhesion celular (Rosenfeld ef al., 2008), transduccion de sefiales, migracion
y comunicacion celular (Muller et al., 2004). En su mayoria estos procesos estdin mediados por el
reconocimiento e interaccion proteina-carbohidrato. Ademas, existen estudios que demuestran que
modificaciones en la glicosilacion tienen relacion con el desarrollo y evolucion de ciertos tipos de
cancer (Gorocica et al., 2008; Pérez et al., 2013; Theodoratou et al., 2014). Dado el papel tan
relevante de las interacciones proteina-carbohidrato en estos procesos, se requieren herramientas

que faciliten el estudio mas profundo de las mismas.
2.5 Lectinas

Las lectinas son un grupo grande y heterogéneo de proteinas o glicoproteinas con gran estabilidad,
de origen no inmune, sin actividad enzimatica, que tienen la capacidad de unirse de forma
especifica y reversible a sacaridos (mono y oligosacaridos) sin alterar la estructura de estos. Esto
se debe a su propiedad polivalente (Khan et al., 2002), es decir que en su estructura, presentan al
menos dos sitios de reconocimiento a carbohidratos, lo cual les permite unirse a los
glicoconjugados de la superficie celular, formando entramados de ellas (Clavijo, 2018), de ahi su

capacidad caracteristica de aglutinacion celular, particularmente de eritrocitos (Figura 1).
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Figura 1. Interaccion de las lectinas con los residuos de carbohidratos en la membrana de los
eritrocitos en un ensayo de hemaglutinacion para la deteccion de lectinas. Modificado de
Gallegos et al., 2022.

A nivel celular las lectinas son sintetizadas en RER y son procesadas para la eliminacion del
péptido sefial, la escision proteolitica del péptido C-terminal y la adicién de oligosacaridos a la
cadena polipeptidica en los residuos de Asn, lo que resulta en dos protdmeros de uno o dos
dominios. Si es un dominio, este tendrd una masa de 11-14 kDa que originan un monomero, si son
dos dominios, tendran un peso de 30 kDa que originan dos mondémeros con masas similares, que
pueden combinarse para formar homo/hetero-dimeros o tetrdmeros; y son transportadas para su

acumulacion en vacuolas o cuerpos proteicos (Flores, 2016).

El término lectina fue acufado hasta 1954 por Boyd y Shapleig (Mishra et al, 2019).
Anteriormente se les nombraba hemaglutininas por su capacidad de algutinar gldbulos rojos, o
fitohemaglutininas puesto que la mayoria eran aisladas de plantas y semillas, de modo que, en
1888, Hermann Stillmark realiz6 el primer estudio sobre “lectinas” con una fitohemaglutinina
aislada de ricino (Ricinus communis). Con los afos, los investigadores descubrieron que estas
proteinas pueden ser aisladas de diversas fuentes: virus, bacterias, hongos, animales, liquenes y

plantas, aunque esta ultima sigue siendo la principal fuente de obtencion, por su facil manejo.
2.5.1 Lectinas vegetales

Aunque en las plantas, las lectinas pueden estar presentes en la savia del floema o en el néctar
(Flores, 2016), principalmente se encuentran en los cotiledones, en el endospermo, constituyendo
del 2 al 10% del total de las proteinas (Flores, 2012) y en segunda instancia en 6rganos de reserva,

siendo esto evidencia indirecta de su papel como proteinas de defensa. Aun después del
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descubrimiento de las lectinas, los cientificos han estado intrigados por sus posibles papeles
biologicos. Un avance se presentd cuando se comprendié que la mayoria de las lectinas vegetales
no solo cumplen un papel en la misma planta como fuente de nitrdgeno o como factor de
reconocimiento especifico, sino que también interactian con los glicoconjugados de otros

organismos (Mendoza, 2007).
2.5.2 Estructura y clasificacion de las lectinas

La estructura general de las lectinas se constituye de una cadena polipectidica a la que se unen de
1 a 15 monosacaridos residuales formados por dos o mas azucares. Esta cadena toma una forma
tridimensional, dentro de la que se encuentran los sitios de interaccion glicosidica. Dependiendo la
naturaleza de la molécula y su estado de oligomerizacion (Santos ef al., 2014), puede haber de 2 a
12 sitios de reconocimiento a carbohidratos (CDR), por lo que llegan a presentar especificidad
conformacional (Gallegos et al., 2022). Al formar complejos con los azucares, la estabilidad y
especificidad de estas moléculas esta dada por puentes de hidrogeno principalmente, pero también
por interacciones de Van der Waals e interacciones hidrofobicas de aminoacidos aromaticos cerca
de las porciones hidrofobicas de los monosacaridos. Estdn formadas por residuos de aminoécidos
con alto contenido de acido glutamico/glutamina, acido aspartico, asparagina, serina, glicina, y

bajo contenido de lisina.
Se han clasificado de acuerdo a diversos parametros:

e Por su especificidad hacia monosacaridos que inhiben su actividad aglutinante (Tabla 1) y hacia
estructuras de oligosacaridos al que se unen, teniendo lectinas que reconocen O-glicanos
(oligosacaridos unidos covalentemente a residuos de Ser o Thr con unién a una GalNAc) o N-
glicanos (oligosacaridos unidos de forma covalente a residuos de asparagina en una secuencia

consenso: Asn-X-Ser/Thr unida a una GIcNAc)

ePor su forma y nimero de cadenas polipeptidicas: diméricas, tetraméricas, octaméricas y

decaméricas (Vazquez et al., 2012).
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Tabla 1. Clasificacion de lectinas vegetales por su especificidad a monosacaridos que inhiben su actividad

hemaglutinante.

Monosacarido Lectina Abreviatura

a-D-manosa, a-D-glucosa Canavalia ensiformis ConA
Lens clinaris LCA
B-galactosa, N-acetil-a-D-galactosamina Ricinus communis RCA
Glycine max SBA
Arachis hypogaea PNA
Amaranthus leucocarpus ALL
N-acetil-B-D-glucosamina Triticum vulgare WGA
a-D-fucosa Lotus tetragonolobus LTA
Ulex europeus UEA
a-N-acetilneuraminico Limulus polyphemus LPA

Modificada de Hernandez et al., 2005.

¢ Por su estado de maduracion: merolectinas, que son monovalentes (solo tienen un CDR) por que
lo que no algutinan células; hololectinas, con dos 0 mas CDR; chimerolectinas, que se forman
por fusiones de proteinasque ademés de contener al menos un CDR, cuentan con un dominio
enzimatico o con otra actividad bioldgica; y superlectinas, cuentan con al menos dos CDR que

reconocen carbohidratos no relacionados estructuralmente (Figura 2) (Flores, 2016).
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Figura 2. Representacion esquematica de lectinas segun su estado de maduracion (Flores,
2016)

e Por especificidad de reconocimiento a diferentes carbohidratos. Existen al menos cinco grupos
de lectinas segun su enlace a manosa (Man), (Gal/GalNAc), N- acetilglucosamina (GIcNAc),

fucosa (Fuc) o 4cido sidlico (Neu5Ac), respectivamente (Molist ef al., 2017).

e Por su estructura molecular. Esta clasificacion es la mas utilizada actualmente y se conforma por
siete familias: lectinas de floema de Curcubitaceae, lectinas de union a quitina con dominio
heveina, inactivadoras de ribosomas tipo 2, lectinas de uniéon a manosa de monocotiledoneas,
lectinas relacionadas con jacalina, amarantinas y la familia de las leguminosas (Santos et al.,
2014), siendo esta ultima la mas estudiada y mejor definida debido al interés en sus propiedades

con aplicaciones bioldgicas (Figura 3).
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Figura 3. Estructura general de las lectinas de leguminosas. A) Tetramero con dominios de reconocimiento
a carbohidratos. B) Amplificacion de un monomero de ldminas 3 y a-hélices (Lagarda, 2017).

2.5.3 Lectinas de leguminosas

La familia de las fabaceas (leguminosas) es rica en lectinas. Estructuralmente, la mayoria de las
lectinas aisladas de leguminosas son glicoproteinas, que contienen hasta un 10% de carbohidratos,
estos se unen al grupo amino de la cadena lateral de Asn (N-glicosilacion) (Mancera, 2021). Suelen
tener estructuras homologas del nivel primario al terciario, sin embargo, las estructuras cuaternarias
muestran variaciones considerables que conducen a cambios en las interacciones monomero-
mondmero y en la glicosilacion. El impacto de estas variaciones tiene implicaciones funcionales
ya que dictan la especificidad de la union de glucanos multivalentes (Lagarda et al.,, 2017). La
estabilidad de esta familia de proteinas se atribuye a las interacciones hidrofobicas y los enlaces de
hidrégeno, pero en ocasiones, algunas lectinas requieren la presencia de iones metalicos, los cuales
se sugiere que ademads conferir mayor estabilidad a la molécula, mantenienen activos y funcionales
sus CDR (Salgado, 2006). Diversos estudios han demostrado que las lectinas de esta familia
muestran un rango de especificidad mas amplio que cualquier otra familia de lectinas. Pueden
extraerse de manera simple en fomas altamente purificadas. Las proteinas de la familia de las
leguminosas, han sido estudiadas extensamente, debido a su alta concentracion, estabilidad y facil

extraccion.
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2.5.4 Funciones bioldgicas de las lectinas

A través de la historia, estas moléculas han llamado la atencion de los investigadores en el campo
de la biomedicina gracias a su principal caracteristica, la hemaglutinacion. Un claro ejemplo es
Karl Landsteiner, que en 1900 utiliz6 una “hemaglutnina” aislada de ricino para establecer los
antigenos responsables de la existencia de los grupos sanguineos del sistema ABO (Figura 4)
(Medrano, 2023). Dicha propiedad fue estuadiada mas adelante por multiples autores, por lo que
algunas lectinas se han empleado en la tipificacion de grupos sanguineos (Rodriguez et al., 2004)
y actualmente es posible distinguir entre lectinas especificas y no especificas de grupos sanguineos.
También suelen utilizarse en estudios de deteccion de transformaciones malignas de células, pues
las lectinas muestran aglutinacion preferencial con estas células (Gallegos y Reyes, 2011). Ademas,
se ha demostrado que participan en eventos apoptdticos, actividad antitumoral y anticarcinogénica
(Abdullaev y Castillo, 2005), mediadores en la metéstasis del cancer, efectos inmunomoduladores,
antifingicos y antivirales. Algunas también presentan induccidon de mitosis o citotoxicidad en
linfocitos (Hernandez et al. 1999). En histologia, las lectinas se usan para estudiar
la distribucion tisular de distintos tipos de azlicares de manera especifica (Molist et al., 2017), de
manera que con esta técnica se obtienen perfiles de glicosilacion en tejidos, permitiendo hacer la
comparacion entre tejidos con alguna alteracion metabdlica o patoldgica y tejido sin alteracion,
empleando microscopia dOptica o fluorescente, logrando realizar perfiles glicoproteicos de ciertos

tipos de cancer mediante microarreglos (figura 5) (Gallegos et al., 2022).

Acetil- ‘ Acetil-
. Fucosa C Galactosa ' Glucosa X glucosamina galactosamina

Sustancia Antigeno H Antigeno A Antigeno B Antigenos Ay B
precursora

| 7* |
Grupo O Grupo A Grupo B Grupo AB

Figura 4. Estructura de los antigenos del sistema ABO (Arbelaez, 2009).
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En el caso de las lectinas de leguminosas, se ha observado que ofrecen una gama amplia de
funciones biologicas que tienen aplicacion biomédica: propiedades citotdxicas, antiproliferativas,
mitoticas (Aguilar et al., 2021) y actividad insectistatico e insecticida (Casas et al., 2016). En
2020, Acedo observd que Acacia constricta contiene una lectina con actividad antiproliferativa

dependiente de la concentracion en células de cancer de mama.
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Figura 5. Aplicacion de las lectinas en biomedicina: A) Microarreglos con lectinas. Modificado de Xiuli et
al., 2018. B) Deteccion de glucidos con lectinas. Modificado de Megias et al., 2019.

2.6 Acacia cornigera (L.) Willd

Es un arbusto espinoso de hasta 3 m de altura, con espinas dorsales estipulares, huecas, de color
café en su madurez (Figura 6), a veces de color marfil amarillento, en las que habitan hormigas;
con ramas delgadas de color verde grisaceo y hojas bipinadas con apariencia de plumas. Presenta
inflorescencia en espiga, flores de color amarillo, florece en marzo/abril. El fruto es una vaina
cilindrica de 7 cm de longitud, con punta aguda, su fructificaciéon es de octubre a diciembre

(INIFAP, 2021).
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Figura 6. A) Fotografia del lugar donde se recolectd a A. cornigera en Plan de Limén, Veracruz.
20°39'50.0"N 97°16'49.6"W. B) Hojas y espinas de A. cornigera. Por Alejandra Sofia Alvarez Marquina
el 24/02/2023.

2.6.1 Distribucion

A. cornigera se distribuye desde México hasta Costa Rica. Habita en climas céalido-semicélido
desde el nivel del mar hasta los 1200 m. Crece en sitios con vegetacion perturbada, asociada a
manglar, palmar, pastizal, bosque tropical caducifolio, subcaducifolio, subperennifolio y

perennifolio y matorral xero6filo (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).
2.6.2 Clasificacion taxonomica

Reino: Plantae
Division: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Acacia

Especie: A. cornigera
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2.6.3 Usos

De manera tradicional en México se utiliza la raiz en infusién como tratamiento contra la diarrea,
las hojas maceradas se aplican para aliviar molestias por picadura de insectos; la corteza se usa

para tratar mordeduras de vibora, puesto que se reporta como analgésico en heridas y astringente

(INIFAP, 2021).
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3. Planteamiento del problema

Actualmente, los pacientes con sintomas inflamatorios suelen recurrir a medicamentos
antiinflamatorios comerciales; sin embargo, estos pueden tener efectos adversos para la salud, por
ello se ha vuelto tendencia la busqueda de fuentes naturales con mayor especificidad y disminucion
de efectos secundarios. Se ha observado que las lectinas vegetales tienen actividad pro o
antiinflamatoria y, aunque no se conocen los mecanismos especificos, se ha propuesto que ocurre
a través del reconocimiento de glicoconjugados especificos de la membrana celular. Por ello resulta
importante para la investigacion biomédica y farmacéutica, estudiar la actividad biologica de de

nuevas lectinas vegetales.
4. Hipotesis
Las proteinas tipo lectina presentes en Acacia cornigera (Fabacea) participan en el proceso
antiinflamatorio de ratones CD-1.
5. Objetivos
5.1 Objetivo general
e Evaluar el efecto de las lectinas de A. cornigera en el proceso inflamatorio en ratones CD-1

5.2 Objetivos particulares

e Obtener proteinas de tipo lectina de hojas de A. cornigera mediante dos métodos de extraccion
salina

e Conocer la afinidad glucosidica del extracto semipurificado por cromatografia de afinidad

e Determinar el efecto hemaglutinante de las proteinas tipo lectina extraidas de 4. cornigera en
eritrocitos humanos ABO™

e Analizar el efecto antiinflamatorio de lectinas de A. cornigera por edema plantar y

permeabilidad vascular en ratones CD-1
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6. Material y método
6.1 Recolecta del material vegetal

El material vegetal se recolecto en el ejido de Limon Chiquito en Cazones de Herrera, Veracruz.

Se recolectaron hojas maduras en buen estado (sin indicios de plagas).
6.2 Cuantificacion de acidos grasos

Se uso6 el método cloroformo-metanol 2:1. Se pesaron 2 g de hoja in situ, se maceraron en frio con
10 mL de cloroformo-metanol 2:1 v/v (Folch et al., 1957). En el laboratorio, se centrifugé la
muestra a 4000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante se conservdé a 4 °C durante 12 h,
posteriormente, se calentd cuidadosamente para evaporar el solvente. Se pes6 nuevamente el

extracto y se obtuvo el rendimiento porcentual.
6.3 Desgrasado del material vegetal

Para desgrasar el material vegetal se utilizo hexano en proporcion 1:10 p/v. In situ, se mantuvo en
agitacion constante durante 5 h a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se conservo a 4°C hasta
su procesamiento en el laboratorio, donde se filtr6 al vacio y se mantuvo en reposo a temperatura

ambiente hasta que el resto del solvente se eliminara.
6.4 Extraccion salina

La extraccion salina se basa en la solubilizacion de las proteinas por aumento de la fuerza ionica

en el medio debido a la presencia de sales de sodio (Flores, 2016).
6.4.1 PBS sddico

Se pesaron 100 g de hoja, las cuales fueron maceradas con PBS sédico 0.1 M de pH 7.4 en
proporcion 1:10 p/v. El extracto se mantuvo en agitacion constante durante 16 h a 4 °C,
posteriormente fue centrifugado a 4000 rpm por 20 minutos. Solo se conservd el sobrenadante

(extracto crudo).
6.4.2 NaCl al 10%

Se pesaron 100 g de hoja, las cuales fueron maceradas con solucion salina NaCl al 10% en
proporcion 4:1 (solucidon: material vegetal) in situ y se dejo reposando a 4 °C hasta su uso en el
laboratorio. Se elimino el exceso de material vegetal para centrifugar el extracto a 4000 rpm durante

20 min y se colectd el sobrenadante, que se conservo a 4°C hasta su uso para la semipurificacion.
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Se llevo a cabo la precipitacion de proteina soluble con sulfato de amonio al 80%. Se centrifug6 a
4000 rpm por 20 minutos (Salgado, 2006) el precipitado se conservo en frio hasta su uso para la

cuantificacion de azlcares y proteinas.

Dado que la precipitacion de proteinas ocurre por transision de fase, cierta cantidad de proteina
precipitara con las sales, por lo que se requiere llevar a cabo dialisis para mover la proteina a una

solucion definida (Hernandez, 2016).
6.5 Semipurificacion de los extractos
6.5.1 Dialisis

Se llevo a cabo una didlisis exhaustiva con membrana de 3 kDa Merck Millipore, acorde con el

peso molecular de las lectinas que va de 12-65 kDa en agua destilada.

Para el extracto de NaCl al 10% se verifico la eliminacién de la sal mediante la prueba de Nitrato
de Plata (AgNOs) 0.1 N, el cual en presencia de NaCl forma un complejo de cloruro de plata que

produce una coloracion lechosa (Flores, 2016).
6.5.2 Cromatografia de afinidad

Se prepararon columnas empaquetadas con una matriz de silica gel para columna malla 60-200.
Las muestras se corrieron a través de la columna con un flujo constante. Las proteinas retenidas se
desplazaron mediante el paso de soluciones de Glucosa, Galactosa, Lactosa, Maltosa, Manitol y
Sacarosa 0.1 M. Posteriormente cada una de las fracciones obtenidas fueron sometidas a pruebas

de hemaglutinacion con cada tipo sanguineo del grupo ABO*.
6.6 Cuantificacion de proteinas
6.6.1 Método Biuret

En tubos de ensaye se colocaron 500 pl de muestra con 500 pl de agua destilada y después se
agregaron 2 mL de reactivo Biuret. Se agitaron suavemente y se llevaron al espectrofotometro
para cuantificar por lectura a 545 nm. Para extrapolar los datos obtenidos se realiz6 una curva

patron de albumina purificada Sigma Chemical, a una concentracion de 10 mg/mL.
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6.6.2 Método Lowry

En tubos de ensaye se colocaron 200 ul de muestra con 2.5 mL de Reactivo Lowry, se agit6 en
vortex y se dejo reposar durante 10 minutos, posteriormente se anadieron 0.5 mL de reactivo Folin-
Ciocalteu 1:4, Sigma Chemical, nuevamente se agitd en vortex y se mantuvo en reposo durante 30
minutos cubriendo los tubos de la luz con papel aluminio. Pasado este tiempo, se cuantificd por
lectura a 500 nm en espectrofotometro. Para extrapolar los datos obtenidos, se realiz6 una curva

patron de albumina purificada a una concentracion de Img/mL.
6.7 Cuantificacion de aziicares totales

Se llevo a cabo el método fenol-acido sulfurico. Se colocaron 100 pl de muestra con 900 pl de
agua destilada. Se anadieron 100 pl de fenol al 5%, se agitd en vortex y se dejo reposar por 15
minutos, posteriormente se afiadieron 2.9 mL de acido sulfurico, se agité cuidadosamente en vortex
y se incubaron durante 30 minutos. Se dejo enfriar los tubos para realizar la cuantificacion por
lectura a 480 nm en espectrofotometro. Para la extrapolacion de los datos obtenidos, se realizé una

curva patréon de glucosa a una concentracion de 100 pg/mL.
6.8 Pruebas de hemaglutinacion

Se obtuvieron muestras sanguineas de individuos sanos del sistema ABO", las cuales fueron
centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos. Se elimind el sobrenadante aspirando la capa superior
cuidadosamente. Los eritrocitos obtenidos se suspendieron en 6-7 volumenes de suero fisioldgico
y se centrifugd en las mismas condiciones. El volumen de eritrocitos sedimentados fue
resuspendido en suero fisioldgico en una dilucidon 2.5%. En placas de microtitulacion se colocaron
50 pl de la solucion de eritrocitos como control negativo. Para probar los extractos, se colocaron
30 pl de solucion de eritrocitos y 20 pl de los extractos por pozo. Se dejaron reposar durante 3

horas, monitoreando los resultados cada hora.
6.9 Evaluacion del efecto antiinflamatorio
6.9.1 Disefio experimental

Se utilizaron 60 ratones hembra de la cepa CD1 del Bioterio de FES Zaragoza, los cuales fueron
clasificados en diez grupos experimentales (Tabla 2) para posteriormente administrar el tratamiento

via oral con los extractos correspondientes a una concentracion de 0.5 mg/mL, durante 15 dias.
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Tabla 2. Disefio exerimental para la administracion de tratamientos

Descripcion

Control positivo

Caracteristicas

Animales sin tratamiento con induccidon de edema
plantar

Numero de

raton

(1-6)

Control negativo

Animales que se les suministré indometacina (a una
concentracion de 10 mg/kg de peso), sin induccion de
edema plantar

(7-12)

Extracto crudo

Animales que se les suministro extracto crudo (28 pul a
una concentracion de 1.2 mg/mL) durante 15 dias, sin
induccion de edema plantar

(13-18)

Extracto crudo + edema

Animales que se les suministro extracto crudo (28 pul a
una concentracion de 1.2 mg/mL) durante 15 dias, con
induccion de edema plantar

(19-24)

Fraccion Maltosa

Animales que se les suministro la fraccion del extracto
purificada por cormatografia de afinidad con Maltosa
(21 pL a una concentracion de 1.62 mg/mL) durante 15
dias

(25-30)

Fraccion Maltosa + edema

Animales que se les suministro la fraccion del extracto
purificada por cormatografia de afinidad con Maltosa
(21 pL a una concentracion de 1.62 mg/mL) durante 15
dias, con induccion de edema plantar

(31-36)

Fraccion Glucosa + edema

Animales que se les suministro la fraccion del extracto
purificada por cormatografia de afinidad con Glucosa
(18 pL a una concentracion de 1.9 mg/mL) durante 15
dias, con induccion de edema plantar

(37-42)

Fraccion Galctosa-
Sacarosa + edema

Animales que se les suministrd la fraccion del extracto
purificada por cormatografia de afinidad con Galactosa-
Sacarosa (26 pL a una concentracion de 1.27 mg/mL)
durante 15 dias, con induccion de edema plantar

(43-48)

Fraccion Manitol-Maltosa
+ edema

Animales que se les suministro la fraccion del extracto
purificada por cormatografia de afinidad con Manitol-
Maltosa (22 pL a una concentracion de 1.53 mg/mL)
durante 15 dias, con induccion de edema plantar

(49-54)

10

Indometacina + edema

Animales que se les suministr6 indometacina (a una
concentracion de 10 mg/kg de peso), con induccion de
edema plantar

(55-60)
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6.9.2 Induccion de edema plantar con albumina

Se llevo a cabo la induccién de edema plantar agudo inyectando 20 pl de albimina al 1% en
solucidn fisioldgica. Se midid la pata trasera derecha antes, 30, 60, 90 y 120 minutos después de

inyectar.
6.9.3 Ensayo de permeabilidad vascular

Se inyectaron 200 pl de una solucion 0.5% de azul de Evans en PBS en la vena caudal del ratén
dejandose reposar por 3 h. Posteriormente los animales se sacrificaron en cdmara de éter. Se
recolectaron y pesaron los organos (higado, rifion y bazo). Se coloco cada érgano en un tubo con
formamida (Sigma Chemical) (500 pl /100 mg de tejido). Se incubaron a 55°C durante 24 h para
extraer el azul de Evans del tejido. La concentracion de azul de Evans (pg/g de tejido), se cuantifico

por espectrofotometria a 620 nm.

6.10 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la permeabilidad vascular fueron analizados por la prueba de analisis
de varianza multiple (ANOVA), seguida de la prueba de Tukey Se consideraron Unicamente

aquellas diferencias en las cuales la probabilidad fue menor a 0.05.
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7. Resultados
7.1 Cuantificacion de acidos grasos
Mediante la prueba de cloroformo-metanol, se obtuvo el rendimiento porcentual de acidos grasos

a partir de 2 g de hojas de la planta (Tabla 3).

Tabla 3. Rendimiento porcentual de 4cidos grasos obtenidos de las hojas de A. cornigera antes y después

de desgrasar con hexano.

Hoja cruda 0.0243 g 1.215%

2g
Hoja desgrasada 0.0133 g 0.665%

Previo a la extraccion, se optd por desgrasar 56 g de hoja, de los cuales al final de este proceso, se

obtuvieron 44.5 g.

7.2 Extraccion salina de lectinas vegetales

La extraccion proteica se llevo a cabo por dos métodos distintos. Posteriormente, como proceso de
semipurificacion, ambos extractos fueron sometidos a didlisis en una membrana de 3kDa. En la
Tabla 4 se observa la concentracion proteica que se obtuvo a partir de las hojas de 4. cornigera en
cada extracto, empleando cuantificacion por método Biuret; asi como la concentracion de

carbohidratos totales obtenida por método fenol-acido sulfurico (Flores, 2016).
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Tabla 4. Concentracion de proteinas y carbohidratos totales en los distintos extractos salinos de A. cornigera

con los dos métodos de cuantificacion empleados.

Proteinas Carbohidratos

Extracto
[mg/mL] [ng/mL]

NaCl al 10% (crudo) 87.7304

NaCl al 10% (Dializado) 0.660 0.2343

PBS sddico crudo (No desgrasado) 1.3563 12.8938
PBS sddico crudo (Desgrasado) 12 49.0007
PBS sédico precipitado con (NH4)2SO4 2.895 36.894

PBS sédico precipitado con (NH4),SO4 (Dializado) 1.972 31.5668

7.3 Pruebas de hemaglutinaciéon

Para elegir la concentracion adecuada que permitiera observar el comportamiento de las células al
ser probadas con los extractos, se llevaron a cabo diluciones seriadas de eritrocitos en suero
fisiologico (Figura 7). De acuerdo con esto, se optd por trabajar con una dilucién al 2.5% para la

correcta observacion del fenomeno de hemaglutinacion.

Figura 7. Diluciones de eritrocitos en suero fisiologico: A) 2%; B) 3%; C) 4%; D) 5%

El grado de hemaglutinacion se asigndé mediante la observacion de las placas a simple vista, asi
como por observacion directa en un Microscopio optico (Leica), comparando con el control. El

experimento se realiz6 6 veces por triplicado.
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Figura 8. Asignacion del grado de hemaglutinacion en los extractos acorde a la cantidad de agregados
eritrocititarios formados. A) Control; - Para actividad nula; B) + para un agregado formado; C) ++ para 2
agregados formados; D) +++ para mas de 2 agregados formados.
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El grupo sanguineo A" presnetd mayor grado de aglutinacion con los extractos hechos a base de
PBS.

- +++ +++ | - +++ |

Figura 9. Pruebas de hemaglutinacion en grupo sanguineo A" transcurridas tres horas. 1) Extracto NaCl 10%

crudo; 2) Extracto NaCl 10% dializado; 3) Extracto PBS crudo; 4) Extracto PBS precipitado con (NH4)>SOs4.

A) Control negativo; B) Extracto puro; C) Dilucion 1:10; D) Dilucion 1:100. Grado de hemaglutinacion: +++
para la mayor actividad y — para el que no presenta actividad.
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El grupo sanguineo B* presnetd el maximo grado de aglutinacion con todos los extractos excepto
en la dilucion 1:100 del extracto hecho a base de NaCl 10% dializado.

W@ W& ‘

- +++ +++ +++ - +++

Figura 10. Pruebas de hemaglutinacion en grupo sanguineo B transcurridas tres horas. 1) Extracto NaCl 10%

crudo; 2) Extracto NaCl 10% dializado; 3) Extracto PBS crudo; 4) Extracto PBS precipitado con (NH4)>SOas.

A) Control negativo; B) Extracto puro; C) Dilucion 1:10; D) Dilucion 1:100. Grado de hemaglutinacion: +++
para la mayor actividad y — para el que no presenta actividad.
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El grupo sanguineo O" presentd el mayor grado de aglutinacion con el extracto hecho a base de
PBS sin precipitar.

Figura 11. Pruebas de hemaglutinaciéon en grupo sanguineo O" transcurridas tres horas. 1) Extracto NaCl 10%

crudo; 2) Extracto NaCl 10% dializado; 3) Extracto PBS crudo; 4) Extracto PBS precipitado con (NH4)>SOas.

A) Control negativo; B) Extracto puro; C) Dilucion 1:10; D) Dilucion 1:100. Grado de hemaglutinacion: +++
para la mayor actividad y — para el que no presenta actividad.

7.4 Cromatografia de Afinidad

Tras realizar las primeras pruebas con los extractos, se optd por seguir trabajando inicamente con
el extracto obtenido con PBS. Se llevo a cabo la purificacion del extracto mediante cromatografia
de afinidad en columna. Una vez purificado, se cuantificaron nuevamente proteinas totales, por
método Lowry, asi como de carbohidratos totales (Tabla 5). Posteriormente se realizaron pruebas

de hemaglutinacion con cada una de las fracciones de azucares obtenidas.
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Tabla 5. Relacion proteina-carbohidrato en las fracciones del extracto obtenidas por cromatografia en

columna

Concentracion de Concentracion de
Extracto (fraccion) proteinas carbohidratos

(mg/mL) (mg/mL)
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Lactosa Lactosa-Manitol Manitol

Figura 12. Pruebas de hemaglutinacién en grupo sanguineo A* transcurridas tres horas. A) Control
negativo; B) Extracto puro; C) Dilucién 1:10; D) Dilucién 1:100. Grado de hemaglutinacién: +++ para
la mayor actividad y — para el que no presenta actividad.
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Lactosa-Manitol Manitol

Lactosa

Figura 13. Pruebas de hemaglutinacién en grupo sanguineo B+ transcurridas tres horas. A) Control
negativo; B) Extracto puro; C) Dilucién 1:10; D) Dilucién 1:100. Grado de hemaglutinacién: +++ para
la mayor actividad y — para el que no presenta actividad.
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Lactosa

Lactosa-Manitol

Manitol

Figura 14. Pruebas de hemaglutinacién en grupo sanguineo O* transcurridas tres horas. A) Control
negativo; B) Extracto puro; C) Dilucién 1:10; D) Dilucién 1:100. Grado de hemaglutinacién: +++ para
la mayor actividad y — para el que no presenta actividad.

7.5 Disefio Experimental

La eleccion de los extractos a trabajar con los sistemas in vivo, se llevo a cabo basado en la actividad

bioldgica, es decir, el grado de hemaglutinacion que present6 cada fraccion (Tabla 6).
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Tabla 6. Relacion proteina-carbohidrato con el grado de hemaglutinacion de las fracciones del extracto de A.

cornigera

Extracto (fraccion) Concentracion de Grado de hemaglutinacion

proteinas (mg/mL)
Lactosa 0.064 - = = + - - - - .
Manitol 0.486 A - ++ g | e - - -

Maltosa-Galactosa o == === -

Galactosa 0.642 + A A - .
Sacarosa 0.203

Sacarosa-Glucosa +H+ - - .
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7.6 Evaluacion del efecto antiinflamatorio
7.6.1 Induccion de Edema Plantar

En la induccién de edema plantar en pata trasera derecha, todos los grupos presentaron la maxima

inflamacion a los 30 minutos de la induccion (Grafica 1).

Edema plantar
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Fraccion Manitol-Maltosa + Edema

Control +

Fraccién Maltosa + Edema

Fraccion Galactosa-Sacarosa + Edema
——— Indometacina + Edema

Grafica 1. Efecto inflamatorio por induccion de edema con albumina en la pata trasera derecha en
ratones CDI1
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Tamafio de la pata (cm)

Extracto crudo ante la induccion de edema plantar
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Grafica 2. Efecto inflamatorio del extracto crudo de A. cornigera en la induccion de edema con
albumina en la pata trasera derecha en ratones CD-1
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Fraccion maltosa ante la induccion de edema plantar
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Grafica 3. Efecto inflamatorio de la fraccion obtenida de Maltosa de A. cornigera en la induccion de
edema con albiimina en la pata trasera derecha en ratones CD-1
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Fraccion Glucosa ante la induccion de edema plantar
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Grafica 4. Efecto inflamatorio de la fraccion de Glucosa de A. cornigera en la induccion de edema con
albumina en la pata trasera derecha en ratones CD-1
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Fraccion Galactosa-Sacarosa ante la induccion de
edema plantar
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Grafica 5. Efecto inflamatorio de la fraccion de Galactosa-Sacarosa de A. cornigera en la induccion de
edema con albiimina en la pata trasera derecha en ratones CD-1
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Fraccion Manitol-Maltosa ante la induccion de edema
plantar
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Grafica 6. Efecto inflamatorio de la fraccion de Manitol-Maltosa de 4. cornigera en la induccion de
edema con albiimina en la pata trasera derecha en ratones CD-1
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7.6.2 Ensayo Permeabilidad vascular

En la gréafica 7 se observa que el 6rgano con mayor permeabilidad fue el bazo, en este tuvo mayor
impacto la fraccion Galactosa-Sacarosa en presencia de edema (grafica 9). En el caso de los
riflones, se presenté mayor extravasacion de Azul de Evans con el extracto crudo (gréfica 8), y en

el higado la fraccion con mayor impacto fue Manitol-Maltosa en presencia de edema (grafica 10).

Permeabilidad vascular de los organos
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Grafica 7. Permeabilidad vascular de los 6rganos en presencia de los distintos extractos representada en
concentracion (ug/mL) de Azul de Evans

49



Concentracion de azul de Evans (ug/ml)

Permeabilidad vascular de los rinones
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Grafica 8. Concentracion de Azul de Evans (ug/mL) en los rifiones de ratones CD1. Permeabilidad
vascular del rifidén en presencia de los distintos extractos.
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Permeabilidad vascular del bazo
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Grafica 9. Concentracion de Azul de Evans (ug/mL) en los rifiones de ratones CD1. Permeabilidad

vascular del bazo en presencia de los distintos extractos.
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Grafica 10. Concentracion de Azul de Evans (ug/mL) en los rifiones de ratones CD1. Permeabilidad
vascular del higado en presencia de los distintos extractos.
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8. Discusion

Los métodos empleados para la extraccion de este tipo de proteinas se basan en la solubilizacion
de las proteinas por aumento de la fuerza idnica en el medio debido a la presencia de sales de sodio
(Flores, 2016), sin embargo, en este estudio se observd mayor efectividad con el uso del método
PBS sodico desgrasado con hexano y precipitado con sulfato de amonio al 80%. Lo anterior se
atribuye al uso de una solucién de alta fuerza idnica que solo permite la elucion de las proteinas
por el intercambio de biomoléculas por iones Cl- y Na* (Duong-Ly y Gabelli, 2014), mientras que
con PBS, las moléculas de agua presentes, se adhieren alrededor de la proteina, permitiendo
inmovilizarla y evitar su desnaturalizacién o cambios conformacionales, en posteriores procesos

(Laboratorio de Gendémica Viral y Humana, 2008).

En las leguminosas el contenido total de lipidos corresponde a menos del 8%, donde se presentan
acidos grasos (Quintero et al., 2022). Si bien desgrasar las hojas reduce la cantidad de material del
cual extraer proteinas de tipo lectina (Tabla 2), resulta conveniente este paso, ya que ademas de
reducir mas de la mitad el porcentaje de 4cidos grasos, la cantidad de proteinas totales extraidas es
mayor en el extracto de PBS previamente desgrasado con hexano (Tabla 3). En el caso de las
lectinas, estas interaccionan con glicolipidos en las membranas celulares (Carrillo, 2013), por lo
que desgrasar ayuda a liberar estas moléculas de su union a glicolipidos; ademas de la precipitacion
de proteina soluble utilizando sulfato de amonio al 80%, que estabiliza la estructura de las proteinas
al incrementar la tension superficial de la solucion debido al uso de sales, incrementando el efecto

hidrofobico (Hernandez, 2016).

Si bien, no existe evidencia de que la actividad bioldgica de las lectinas esté relacionada con la
concentracion de estas proteinas, en este caso es importante obtener una cantidad suficiente de
proteina con la cual trabajar todos los ensayos biologicos, aun después de los procesos de
purificacion, puesto que no hay reportes previos sobre la presencia de estas moléculas en 4.
cornigera. Aunado a esto, es preferible contar con extractos que contengan la menor cantidad
posible de carbohidratos, ya que estos pueden interferir en los ensayos de hemaglutinacion,
resultando en una union parcial a los carbohidratos de las membranas de los eritrocitos de las

proteinas en el extracto, que no permitiria analizar el efecto real de las proteinas de esta planta.
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La principal caracteristica de las lectinas, es la aglutinacion de células, especialmente eritrocitos
(Rodriguez et al., 2004), lo cual resulta el fenémeno de hemaglutinacion. Aunque 4. cornigera no
cuenta con estudios acerca de estas moléculas, ambos extractos, tanto en su forma cruda como
semipurificada, mostraron cierto grado de hemaglutinacion en al menos una dilucioén, lo cual indica
la presencia de proteinas con actividad de lectinas. Esto puede atribuirse en primer lugar, a que es
una planta de la familia de las leguminosas, la cual cuenta con varios estudios sobre lectinas; en
segundo lugar, otras plantas del mismo género como A. constricta (Lagarda, 2017) y A. farnesiana
(Ferreira et al., 2013) presentan actividad hemaglutinante por proteinas tipo lectina. No obstante,
si nos basamos en el grado de hemaglutinacion, es claro que la afinidad de los extractos por el
grupo B" (Figura 9) es mayor en contraste con el grupo A* (Figura 10) y en especial con el grupo

O* (Figura 11).

De acuerdo con la cuantificacion de proteinas posterior a la purificacion por cromatografia de
afinidad, podemos decir que las proteinas de tipo lectina poseen mayor afinidad por galactosa,
glucosa y las combinaciones maltosa-galactosa y sacarosa-glucosa (Tabla 5), puesto que estas son
las fracciones con mayor concentracion de proteinas totales. Aunque A. cornigera no cuenta con
reportes al respecto, existen plantas del género Acacia que presentan afinidad por D-galactosa y
glucosa (Naik y Kumar, 2022). Cabe recalcar que la funcidon bioldgica no esta relacionada con
dicha concentracion, sino con la afinidad por los azucares de la membrana celular, lo cual se
comprueba al realizar las pruebas de hemaglutinacion, donde las fracciones que mostraron mayor
actividad hemaglutinante fueron Manitol-Maltosa, Maltosa, Galactosa-Sacarosa y Glucosa (Tabla

6).

Las pruebas de hemaglutinacion posteriores a la cromatografia de afinidad volvieron mas evidente
la poca afinidad por el grupo sanguineo O, pues solo la fraccion “Maltosa” aglutina eritrocitos de
este grupo (Figura 14); reafirmando que el grupo hacia el cual presenta mayor afinidad es B*
(Figura 13), seguido del grupo A". Esto probablemente esta relacionado con la estructura de la
membrana celular de cada grupo sanguineo, puesto que cada uno cuenta con una secuencia de
carbohidratos terminales que los distingue. Pese a que el grupo O presenta la estructura base comun
para todos los grupos (L-Fucosa-(a1-2) D-Galaltosa-B1) (Khan, et al., 2002), las proteinas tipo
lectina de A. cornigera tienen mayor afinidad por las estructuras de A, con grupo terminal L-fucosa

+ N-acetilgalactosamina, y en especial por B, con grupo terminal L-fucosa + a-D-Galactosa
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(Arbeldez Garcia, 2009). Se deberan realizar estudios posteriores donde se evaltien azlcares
diferentes a las utilizadas en este estudio, donde se incluya especialmente fucosa; o bien, distintas

concentraciones de proteinas de una misma fraccion.

La actividad hemgalutinante se relaciona con la capacidad de unirse a los carbohidratos de las
membranas celulares debido a mayor especificidad de unién a ciertos carbohidratos. Una de las
actividades bioldgicas altamente estudiada de las lectinas, es la capacidad de reducir los efectos
inflamatorios producidos por ciertos agentes flogisticos, como carragenina (Ferreira ef al., 2013).
Aunque existe un antecedente de que los extractos de A. cornigera pueden disminuir la inflamacion
(Maldini, et al., 2009), no existe evidencia de que sean proteinas tipo lectina las que participen en
dicho proceso. Para analizar el papel de las proteinas tipo lectina de A. cornigera, se probo el
extracto crudo y las fracciones con mayor actividad hemaglutinante en un modelo in vivo, donde
todos los grupos alcanzaron la maxima inflamacion a los 30 minutos (Grafica 1). La fase aguda de
la inflamacion ocurre en los primeros minutos hasta unas horas enseguida de un estimulo dafiino.
Es importante prevenir la progresion de la inflamacion hasta la fase cronica, que conduce a dafio
tisular y posteriormente necrosis (Coico y Sunshine, 2015). Existen casos donde se requiere la
reduccion rapida de la inflamacidn, para este efecto (aunque se presenta un repunte después de 90
minutos) tres fracciones redujeron rapidamente el edema: Glucosa, mostré una disminucién mas
rapida (Grafica 4), Galactosa-Sacarosa (grafica 5) y en especial Manitol-Maltosa (grafica 6), que
controla el repunte después de los 90 minutos, ademas de ser lo mas cercano al comportamiento de
la Indometacina, no permitiendo el incremento de la inflamacion. Un purificado de lectina
especifica de galactosa aislada de Bauhinia monandra (de la familia Fabacea) provoco la reduccion
de edema, inducido por carragenina, a una concentracion de 60 mg/kg de peso en ratones (Konozy
et al., 2022). Se cree que este efecto se deba a la inhibicion de moléculas como prostaglandinas,
citocinas como IL1B y TNFa, que promueven la inflamacion (Oliveira ef al., 2010). Ademas, una
de las vias que activa al sistema del complemento es iniciada por la Lectina de Uniéon a Manosa
(MBL), esta lectina también se puede unir a maltosa y glucosa en en la superficie celular (Berron

et. al., 2003).

Se ha demostrado que el aumento de permeabilidad vascular puede originarse a partir de la
respuesta inflamatoria (Wick er al, 2018). En este proceso se ven involucrados los organos

altamente vascularizados: bazo, higado y rifiones. En condiciones fisiologicas el endotelio de los
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vasos sanguineos es impermeable a las proteinas, como la albimina, por tanto, la albumina queda
restringida al flujo sanguineo y no pasa al liquido extracelular. El Azul de Evans es un tinte que se
une a la albumina, por lo que resulta util para cuantificar el grado de extravasacion de proteinas
que se da ante un proceso inflamatorio. El incremento de permeabilidad vascular se asocia con el
dafio al endotelio; de acuerdo con esto el extracto crudo fue el que gener6 mayor dafio en este
organo (grafica 8) (Radu y Chernoff, 2013). En la grafica 7 es evidente que el érgano con mayor
permeabilidad fue el bazo, en este tuvo mayor impacto la fraccion Galactosa-Sacarosa en presencia
de edema, seguido del extracto crudo (Grafica 9). En el higado la fraccion con mayor impacto fue
Manitol-Maltosa en presencia de edema (grafica 10). El bazo contiene macréfagos fagociticos
(Fernandez et al., 2005); asi mismo el higado participa en la RI con la fagocitosis de macrofagos,
estos ultimos tienen participacion en la via de las lectinas del sistema del complemento (Berron et.

al., 2003).
9. Conclusiones

Se logroé extraer proteinas tipo lectina de las hojas de Acacia cornigera, una planta de la familia
de las leguminosas mediante el uso de dos métodos salinos distintos, de los cuales el més eficiente
resultd ser PBS sodico 0.1 M pH=7.4, previamente desgrasado con hexano, precipitado con sulfato

de amonio al 80%.

La purificacion de los extractos favorecié la actividad bioldgica de las proteinas obtenidas, de
manera que estas mostraron alta afinidad por las combinaciones de azticares Maltosa-Galactosa y
Sacaros-Glucosa, seguidos de Glucosa. Dicha afinidad mostro tener relacion con su afinidad por
ciertos grupos sanguineos, aunque estas proteinas no resultaron ser exclusivamente especificas
4 r + . .
para un grupo, si revelaron mayor afindad al grupo sanguineo B", en especial ante la presencia de

azucares.

Las proteinas tipo lectina enlazadas a Manitol-Maltosa tienen un comportamiento similar a un
farmaco comercial (Indometacina) ante la induccidén de un proceso inflamatorio en un modelo in
vivo. Dicho efecto, en conjunto con el incremento de la permeabilidad en el bazo y en el higado,
nos indican una posible relacion con la activacion del sistema del complemento mediante la via de

las lectinas, sin embargo se requieren estudios mas profundos acerca de estos mecanismos.
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