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Resumen

Las lectinas son proteinas que no son producto de la respuesta inmune, tienen la capacidad de aglutinar células
y precipitar glicoconjugados, ya que actian como moléculas de reconocimiento dentro de las células y en las
superficies celulares, Ilamando la atencion dentro del area biomédica, ya que presentan propiedades bioldgicas,
principalmente capacidad anticancerigena. El objetivo del presente estudio fue purificar y caracterizar
parcialmente la lectina de frijol vaquita (Vigna unguiculata), asi como evaluar su actividad antioxidante, para
lo cual, se utilizé frijol vaquita proveniente del estado de Hidalgo, la lectina se aislé6 por cromatografia de
afinidad, utilizando fetuina como matriz, la lectina se obtuvo en las fracciones 54 a la 68, la cual mostrd
actividad hemaglutinante sobre eritrocitos humanos tipo Ay O (11 906.98 unidades de hemaglutinacién/mg
proteina, en ambos casos); ademas, el grado de purificacién aument6 69.30 veces comparado con el extracto
crudo. La lectina mostrd inhibicién del radical ABTS (pH bésico) (236.94 umol Trolox/g), sin embargo, frente
al radical FRAP no presento actividad, debido a las condiciones 4cidas del medio. Este estudio representa la
base para una posterior caracterizacion bioquimica y bioldgica de la lectina y su posible aplicacion en el area
médica.
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Abstract

Lectins are proteins that are not a product of the immune response, they have the ability to agglutinate cells and
precipitate glycoconjugates, since they act as recognition molecules within cells and on cell surfaces, drawing
attention within the biomedical area, since they have biological properties, mainly anticancer capacity. The
objective of the present study was to partially purify the cowpea lectin (Vigna unguiculata) and to evaluate its
antioxidant and hemagglutinating activity, to this purpose cowpea seed from the state of Hidalgo were used,
the lectin was isolated by affinity chromatography, using fetuin as matrix, obtaining the lectin in the fractions
comprised in the range of 54-68, which showed hemagglutination (specific activity) on the human erythrocytes
type A and O (11 906.98 hemagglutinating units/mg of protein, in both cases); furthermore, the degree of
purification increased 69.30 fold compared to the crude extract. Lectin showed inhibition of the ABTS radical
(basic pH) (236.94 umol Trolox/g), however, against the FRAP radical it did not show activity, due to the acidic
conditions of the medium. This study represents the basis for a subsequent biochemical and biological
characterization of lectin and its possible application in the medical area.

Keywords: Vigna unguiculata, antioxidant activity, hemagglutinating activity.

Area: Cereales, leguminosas y oleaginosas
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INTRODUCCION

Las lectinas (del latin, legere, seleccionar o elegir) son proteinas, las cuales no son producto de una
respuesta inmune, muestran especificidad al unirse a carbohidratos y glicoproteinas (Sharon y Lis,
2013), teniendo la capacidad de aglutinar células (eritrocitos, linfocitos, células malignas, etc.) y
precipitar glicoconjugados (glicoproteinas, glucolipidos) (Mishra et al., 2019), ya que actian como
moléculas de reconocimiento dentro de las células y en las superficies celulares (Sharon y Lis, 2013).
Los principales estudios y aplicaciones que se han llevado a cabo con lectinas son en cancer, al evaluar
su actividad antitumoral y antimetdastica en diferentes lineas celulares (Valadez-Vega et al., 2014), la
activacion de linfocitos (células inmunitarias) (Castillo-Villanueva et al., 2007), su actividad
antifangica, antidiabética, antiviral, antimicrobiana y antiparasitaria (Mishra et al., 2019); pero en la
actualidad, su estudio va en aumento, buscando otras posibles actividades bioldgicas, como la
actividad antioxidante y antihipertensiva.

Las lectinas pueden ser obtenidas a partir de fuentes microbianas, animales y vegetales, estas Gltimas
son las mas estudiadas, principalmente aquellas provenientes de la familia de las leguminosas; donde
se ha demostrado que juegan un papel importante en la defensa de la planta contra depredadores y
patdgenos, asi como en la simbiosis con bacterias fijadoras de Nitrégeno (Ribeiro et al., 2018). Se
han estudiado cerca de 100 miembros de esta familia distribuidos en 70 géneros (Sharon y Lis, 2013).
Dentro de ellas destaca el género Vigna, que ha sido poco estudiado, a pesar de estar comprendido
por més de 100 especies, sin embargo, solo nueve o diez han sido domesticadas, una de los cuales es
el frijol vaquita (Vigna unguiculata), el cual, es originario de Africa, pero su cultivo se ha extendido
en América (Harouna et al., 2018); en México se cultiva en algunos estados de las zonas sureste,
centro, noreste y occidente, siendo una fuente importante de alimento para la poblacion rural de
dichos estados (Lagunes-Espinoza et al., 2008).

Recientemente, se ha evidenciado la presencia de componentes bioactivos en el frijol vaquita, entre
los que destacan las lectinas, sin embargo, estas moléculas ain no han sido caracterizadas por
completo, sobre todo su posible actividad bioldgica. Por lo cual, el objetivo del presente estudio fue
purificar parcialmente la lectina de frijol vaquita (Vigna unguiculata) y evaluar su actividad bioldgica
(actividad hemaglutinante y antioxidante in vitro).

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. El frijol vaquita (Vigna unguiculata) fue proveniente de Tulancingo, municipio del
Estado de Hidalgo, las semillas se seleccionaron y molieron hasta pasar por una malla No. 40
(particula <0.425 mm). La harina se almaceno en frascos de vidrio a temperatura ambiente hasta su
analisis.

Extraccion y purificacion de la lectina

Extracto crudo. Se sigui6 la metodologia propuesta por Gonzalez de Mejia et al. (1990). Se prepar6
una dispersion de harina en buffer fosfato salino pH 7.4 (PBS) en una relacién 1:10 p/v, la cual se
mantuvo en agitacion constante (250 rpm) por 16 horas a 4°C. Posteriormente se centrifugé (10000
rpm, 1 hora, 4°C), recuperando el sobrenadante (extracto crudo).

Extracto proteinico. La proteina del extracto crudo se precipitdé con sulfato de amonio al 70% de
saturacion con agitacion constante (250 rpm) durante 1 hora a 4°C. Se centrifug6 (10000 rpm, 1 hora,
4°C), y el pellet (extracto proteinico) se resuspendié en 10 mL de PBS y se dializ6 en una membrana
de dialisis (MWCO 25 kDa) contra PBS con tres cambios durante 24 horas. El extracto se mantuvo
en congelacion a -20°C hasta su analisis (Valadez-Vega et al., 2014).
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Purificacion parcial de la lectina. La purificacion se llevo a cabo con el protocolo descrito por
Valadez-Vega et al., (2014), mediante cromatografia de afinidad (matriz fetuina-agarosa). Se utilizo
PBS como buffer de elucién de proteinas no retenidas y buffer glicina-HCI pH 2.8 para eluir las
lectinas de la matriz; a un flujo de 3 mL/min y colectando fracciones de 3 mL. La absorbancia se
monitoreé a 280 nm. Posteriormente, las fracciones de lectina se dializaron en una membrana de
dialisis (MWCO 25 kDa) contra agua destilada con tres cambios durante 24 horas. Se liofiliz6 y se
mantuvo en congelacién a -20°C.

Actividad hemaglutinante

Titulo de hemaglutinacién (UH). Se determind mediante la técnica de dilucion en serie (Sharma et
al., 2009), usando eritrocitos humanos A 'y O al 2% p/v en PBS en microplacas de fondo plano a
temperatura ambiente. UH se define como el reciproco de la dilucién més alta que exhibe aglutinacion
de eritrocitos (Thompson et al., 1986).

Actividad especifica. Se calcul6 dividiendo el titulo de hemaglutinacién entre los miligramos de
proteina soluble (Bradford,1976), con albumina de suero bovino (BSA) como estandar, presentes en
50 pL de muestra, y se expresé como unidades de hemaglutinacion (U)/mg proteina.

Actividad antioxidante

Se determiné por dos métodos colorimétricos/espectrofotométricos: el poder reductor/antioxidante
del hierro (FRAP) (pH 3.6) a 593 nm indicado por Benzie y Strain, (1996); y utilizando el radical
ABTS™ (pH 7.4) a 734 nm propuesto por Re et al. (1999). Los resultados se expresaron como pmol
Trolox/g de muestra en base seca.

Analisis estadistico

Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar (n=3). En la actividad antioxidante
se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de una via, con 95% de confiabilidad y p<0.05, seguido
por una prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples, con el paquete estadistico GraphPad
Prism 8.

RESULTADOS Y DISCUSION

Purificacién de la lectina y actividad hemaglutinante

El cromatograma obtenido para la purificacion de la lectina de frijol vaquita se muestra en la Figura
1, donde se observa un comportamiento semejante a los reportados para la separacion de otras
lectinas, utilizando el mismo método cromatografico y misma matriz (fetuina), pero para otras
leguminosas, como es el frijol tépari (Phaseolus acutifolius) (Valadez-Vega et al., 2011; Castillo-
Villanueva et al., 2007).
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Figura 1. Cromatograma de la purificacion de la lectina de

frijol vaquita (V. unguiculata) por cromatografia de afinidad

(matriz fetuina-agarosa). UA: unidades de absorbancia.

Por otra parte, He et al. (2018)
demostraron que las etapas de
purificacion de lectinas deben
iniciar con la precipitacion de las
proteinas con salting out (sulfato
de amonio), para después separar
por cromatografia de
intercambio i6nico o de afinidad.

En las fracciones de 54 a la 68 se
observa la presencia de la lectina
del frijol vaquita, lo cual se
corrobor6 al determinar su
actividad hemaglutinante sobre
eritrocitos humanos tipo Ay O.

En la Tabla I se presenta la
actividad hemaglutinante de las
etapas de purificacion de la

lectina. Los resultados mostraron que cada paso de purificacién incrementa la actividad
hemaglutinante, lo que se considera una parte importante de la estrategia de purificacion de la lectina

(He etal., 2018).

Por otro lado, se observa que no existe especificidad de las lectinas con respecto al tipo de sangre, lo
que da un indicio de que el carbohidrato o glicoproteina al cual presenta especificidad de unirse se
encuentra en la superficie de los eritrocitos, segun lo indicado por Lis y Sharon, (1986).

Tabla |. Etapas de purificacion de la lectina de frijol vaquita y su actividad hemaglutinante
Etapa de Proteina®| UH! | AFE? UH! AE? Grado de
purificacion® mg eritrocitos tipo “A” | eritrocitos tipo “O” | purificacion
Extracto crudo 968.51 128 171.81 256 343.62 1
Extracto 89.95 4 096 4 553.64 4 096 4 553.64 26.50
proteinico
Lectina 4.3 512 11 906.98 512 11 906.98 69.30

UH: titulo de hemaglutinacién; AE: actividad especifica. ! Representa el reciproco de la dilucién
mas alta que presenta hemaglutinacion. 2 Unidades de hemaglutinacion (UH)/mg proteina soluble.

2 proteina soluble. ® Resultados para 10 gramos de harina.

Actividad antioxidante

En la actualidad, hay muy pocos reportes que evallen la actividad antioxidante de lectinas, por lo que
su mecanismo de accion ain es desconocido, asi como los radicales libres en los cuales pudiera

presentar actividad.
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proteina alterando las interacciones
electroestaticas que estabilizan la estructura terciaria y cuaternaria, provocando desnaturalizacion y
por ende pérdida de la actividad bioldgica; comparado con el radical ABTS, en el cual, la reaccion de
oxidacion se lleva en un pH casi neutro (7.4), por lo cual, la lectina no pierde actividad bioldgica al
no sufrir cambios en su conformacion (estructura terciaria y cuaternaria).

CONCLUSIONES

Las lectinas de frijol vaquita no presentan especificidad hacia algun tipo de eritrocito (A y O). La
actividad hemaglutinante se incrementa directamente con el grado de purificacion. La actividad
antioxidante con un radical en condiciones basicas con un pH de 7.4 se incrementa con el grado de
purificacion, sin embargo, en condiciones &cidas (pH 3.6) no presenta actividad.
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