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RESUMEN

Las lectinas son proteinas de origen no inmune que se unen a hidratos de
carbono, produciendo aglutinacion de células o precipitacion de
polisacaridos o glicoconjugados, y poseen al menos dos sitios de unién con
los azucares. Son de gran importancia, en la aglutinacion de eritrocitos,
linfocitos, plaquetas, asi como en la induccion de mitosis y efectos citotdxicos
y aglutinacion de virus. Se encuentran en diversos organismos: bacterias,
hongos, peces, moluscos, crustaceos, mamiferos y plantas. Basados en
diferentes reportes sobre la presencia de lectinas en leguminosas, se planted
la hipdtesis de encontrar actividad hemoaglutinante en extractos acuosos de
las hojas, semillas y vainas de Machaerium robiniifolium (DC.), asi como
también se buscé establecer variaciones de dicha actividad en esta planta
con distintos tiempos de procesamiento y evaluando tres criterios para elegir
el mas adecuado para el reporte de aglutinacién. Preparacién de extractos,
actividad hemoaglutinante en glébulos rojos humanos, posteriormente a los
extractos se realiz6 una electroforesis y espectrofotometria. Planta
procesada tardiamente: En las hojas se detectdé hemoaglutinacion en las
muestras sin diluir; en cuanto a las semillas se determiné actividad en todos
los grupos sanguineos con los extractos sin diluir 'y al diluir hay un
incremento de la hemaglutinacion. Planta procesada inmediatamente: En las
hojas se ve actividad en la muestra sin diluir y mantiene una baja
aglutinacion en las diluciones. En las semillas se observé poca actividad
hemoaglutinante en las muestras sin diluir y aumentan su aglutinacién
cuando se diluye. El extracto de las vainas no presento actividad
hemoaglutinante. Se demostré6 que la planta procesada mas tardiamente
sufri6 modificacion en las proteinas debido al tiempo que estuvo en
almacenamiento. Se realiz6 una corrida electroforética, en la cual se
evidencid la presencia de una Unica banda en el extracto de hojas (61.957
D). En las semillas se observaron tres bandas (68.590 D, 39.113 D y 32.218
D). La vaina no presento proteinas. En el extracto de hojas se observan
bandas invertidas, tanto para la planta procesada tardiamente, asi como
también en la que se proces6 de inmediato, lo cual indica la presencia de
una proteina que no se pudo definir.


http://www.monografias.com/trabajos6/elme/elme.shtml#induccion
http://www.monografias.com/trabajos/fisiocelular/fisiocelular.shtml

INTRODUCCION

Las Lectinas:

Renkonnen, 1.948; Boyd y Reguera, 1.949 dieron un gran paso en la historia
de las lectinas, encontrando que algunas aglutinaban células sanguineas
Boyd descubrié que las lectinas aglutinaban algunos grupos individuales,
dentro del sistema sanguineo ABO, sin afectar las células de otro grupo, de
hecho este descubrimiento del grupo sanguineo especificamente llevé a al

término comun de lectina, para denotar este aspecto de seleccion.

Segun Pusztay (1.991), las lectinas son proteinas de origen no inmune que
se unen a hidratos de carbono, produciendo aglutinaciéon de células o
precipitacion de polisacaridos o glicoconjugados, y poseen en su estructura

al menos dos sitios de unidn con los azucares.

Hace mas de cien afios fue descrita la primera planta que poseia lectinas,
por Stillmark (Stillmark, 1.888, 1.889). trabajando con extractos de Ricinus
communis (Linneo), a partir del cual obtuvo una preparacion que aglutinaba
las células sanguineas, a medida que mas se estudiaba, tales sustancias
fueron descubiertas después en otras plantas y el término hemoaglutinina
como un nombre comun, fue descrito por Elfstrand (1.898). La toxicidad de
algunas hemoaglutininas, tales como la ricina y la abrina, ha hecho que los
efectos de estas sustancias sean de gran interés en la produccion de

medicamentos. (Pusztay, 1.991).


http://es.wikipedia.org/wiki/Carlos_Linneo

Goldstein y col. En 1.980, sefalan que las lectinas son proteinas o
glicoproteinas que pueden unirse a azucares, aglutinando células o
precipitando glicoconjugados. Estas se encuentran en diversos organismos:
bacterias, hongos, peces, moluscos, crustaceos, mamiferos y plantas;
capaces de aglutinar células animales o vegetales y/o precipitar
polisacaridos, glicoproteinas y glicolipidos. Anteriormente se creia que la
hemoaglutinacion era debida a propiedades toxicas de los extractos
Gnicamente, pero luego se evidencio que también las poseen los granos

comestibles (Djabayan, 1.998).

Las lectinas estan presentes en la mayoria de los seres vivos, tanto en el
reino animal, vegetal y en microorganismos como bacterias, protozoarios
y virus. Las lectinas han sido estudiadas ampliamente y se ha llegado a la
conclusién de que sus propiedades bioldgicas son de gran importancia, en la
aglutinacion de eritrocitos y otras células como linfocitos, plaquetas, asi como
en lainduccién de mitosisy efectos citotoxicos sobre los linfocitos vy

aglutinacion de virus. (www.monografias.com)

Las Leguminosas

La palabra leguminosa deriva del latin legumen, que significa cualquier
planta leguminosa. Constituyen una familia extensa que comprende mas de
13.000 especies. Varian en tamafio desde la diminuta arveja silvestre a los
grandes arboles. El ser humano consume como alimento aproximadamente

20 especies que ya han sido estudiadas por nutricionistas. (Keller, 1.996).


http://www.monografias.com/trabajos/bacterias/bacterias.shtml
http://www.monografias.com/trabajos5/virus/virus.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/celula/celula.shtml
http://www.monografias.com/trabajos6/elme/elme.shtml#induccion
http://www.monografias.com/trabajos/fisiocelular/fisiocelular.shtml

Las leguminosas han sido una de las primeras plantas cultivadas por el
hombre. Su historia como planta cultivada se remota a los tiempos neoliticos,
en la época en la que el hombre pasaba de la fase de la caza y la
recoleccion de frutos espontaneos a la produccion de alimentos mediante el
trabajo humano y adoptaba un nuevo modo de vida basado en comunidades
agricolas aldeanas, que a su vez condujo, paso a paso a la civilizacion
urbana. En Halicar, Turquia, se han encontrado restos de trigo, guisantes y
lentejas, con molinillos de mano, morteros y hoces, procedentes de una capa
que, utilizando el carbono 14, pudo determinarse databa de 5.500 afios antes
de Cristo, aproximadamente. (Keller, 1.996).

Las leguminosas son una familia botanica que incluye plantas caracterizadas
por producir frutos en forma de vainas dentro de las cuales se encuentran las
semillas. Tienen la propiedad de tomar el nitrégeno de la atmosfera a través
de bacterias en sus raices (Rhizobium), incorporandolo al suelo. En
agricultura se incluye un grupo de plantas cultivadas pertenecientes a la
familia leguminosa, que se usan preferentemente para alimentacion de los

animales y del hombre. (www.manualdelombricultura.com).

Las leguminosas se presentan en la naturaleza como arbustos o arboles y
pueden ser lefiosas, trepadoras, postradas o enredaderas y herbaceas,
también pueden tener ganchos o espinas. Pueden ser de crecimiento
continuo o no, con hojas que varian en forma y tamafio. Las hojas pueden
ser simples o compuestas, pinnadas o bipinnadas, poseen foliolos que
pueden ser alternos u opuestos, también cuentan con una laminilla que se
halla en la base de los segmentos foliares en las hojas compuestas,

llamadas estipelas. (Keller, 1.996).


http://(www.manualdelombricultura.com)/

En algunas leguminosas se encuentran diversas sustancias (como por
ejemplo) el inhibidor de la tripsina, glucésidos cianogenéticos, las saponinas,
los alcaloides, las hemoaglutininas y el desconocido factor toxico causante
del latirismo. (Keller, 1.996)

El género Machaerium

El género Machaerium fue descrito por Persoon en 1807, quien lo separ6 a
partir de los géneros Nissolia y Quinata publicados por Medikus en 1787.
Meyer en 1818 crea el género Depranocarpus, el cual es muy afin
a Machaerium pero se diferenciaban en la morfologia del fruto. Ducke (1922)
refiere a este género como un subgénero de Machaerium y, posteriormente
lo trata como un sinénimo del mismo. En 1975, quedd aprobado por el Xll
Congreso Internacional de Botanica la conservacion valida del

nombre Machaerium, frente a Nissolia y Quinata. (Meléndez, 2.009).

El género Machaerium fue revisado por Bentham (1860) quien agrup6é 56
especies en cinco series: Lineata, Oblonga, Acutifolia, Reticulata y
Penninervia, basado en las -caracteristicas de los foliolos y en la
espinescencia o0 no de las estipulas; el género Drepanocarpus fue
considerado junto a Machaerium en dichas series y en una misma clave de
identificacion por Bentham (1862). Taubert (1894) le otorga a estas series el
estatus de secciones. Hoehne (1941) publicé la revision mas amplia y

reconocio 121 especies. (Meléndez, 2.009).

Las especies de Machaerium se pueden encontrar en la mayor parte del

territorio venezolano, desde bosques, llanos, selvas de la Guayana, cuencas



de la Orinoquia y Amazonia, region insular caribefia (Isla de Margarita), hasta
los bosques submontafiosos de la cordillera andina y cordillera de la costa,

no llegando a alcanzar los 2.000 m de altitud (Meléndez, 2.009).

En Venezuela se realizO un completo estudio sobre la taxonomia de las
especies pertenecientes al género Machaerium encontradas en el pais.
Observando su morfologia, se determinaron 39 especies y 11 variedades
distribuidas en todo el territorio en altitudes que van de 0-1.800 msnm. La
clasificacion tiene como base la morfologia de las hojas y descripcion;
afirmando de esta manera que se encuentran presentes las siguientes
especies: M. capote (Persoon), M. isadelphum (E. Mey), M. milleflorum y M.
seemannii (Pittier). Se reafirma el endemismo de: M. dubium (Kunth), M.
grandifolium (Pittier), M. guaremalense (Pittier), M. orthocarpum (Pittier), M.
striatum (J.R.), M. tovarense (Pittier) y M. truxillense. Se propone una
combinacion nueva: Machaerium arboreum. (Jacq.) Benth. var. cultratum
(Pittier) (Meléndez, 2.009).

Meléndez en su estudio realizado en el afio 2009, sefial6 que la especie
Machaerium robiniifolium (DC.) son arboles o arbustos de 3 a 8 m de alto,
armados. Hojas compuestas generalmente de 21 a 31 foliolos; laminas
oblongas, 2,5 a 5,5 cm de largo, 1 a 2 cm de ancho, membranéaceas, con
envés pilosulo a pubescente; apice redondeado a subretuso; base
subredondeada o subcuneada; pecidlulos de 1 a 3 mm de largo; venas
foliares secundarias impresas por ambas caras, no arcuadas, distantes entre
si 0,5 a 1 mm, llegan hasta el margen sin anastomosarse, se erigen en
angulo de 40°-45° respecto al nervio medio; reticulacion terciaria difusa.

Inflorescencias paniculiformes axilares y terminales, de 10 a 25 cm de largo.


http://en.wikipedia.org/wiki/Christiaan_Hendrik_Persoon

M. robinifolium, presenta flores 8-15 mm de largo, pubescentes, con corolas
blancas en la yema y violeta claro en antesis; alas hasta 7 mm de largo, 3
mm de ancho con apice redondo; bractéolas 2, orbiculares, hasta 2,5 mm de
largo, 3 mm de ancho; pedicelos 1,5 a 2 mm de largo; caliz alrededor de 4,5
cm con dientes obtusos poco evidentes, uno de éstos mas pronunciado que
el resto. Estambres monadelfos con incision central de la base estaminal que
divide parcialmente en 2 fasciculos. Frutos de legumbres samaroides,
pilésulas hasta glabrescentes, alrededor de 6 cm de largo, cuando maduran
marrén-rojizas; base geniculada; ala de 1,5 cm de ancho; estipite 3 a 5 mm
de largo (Meléndez, 2.009).

Figura 1. Machaerium robiniifolium.



La Inmunologia

El término inmunidad, del latin inmunis (que significa libre de), se aplico en
un principio a la resistencia de los organismos a infecciones microbianas. Por
tanto, la inmunologia era el estudio de la inmunidad ante las bacterias. Hoy
en dia esta definicion se ha extendido, por analogia, a las reacciones
especificas o inespecificas, que tienden a eliminar sustancias extrafias. Sin
embargo, las reacciones inmunitarias no siempre desempefian una reaccion
favorable, puesto que pueden provocar reacciones de hipersensibilidad
(Boyd y cols, 1.954).

La inmunologia es un area fascinante, variada y extensa de la biologia y los
sistemas inmunes influyen profundamente en la supervivencia de las
especies multicelulares. Los avances en inmunologia han conducido a un
mayor conocimiento de los procesos de la enfermedad, tanto en hombres
como en animales, y a un incremento en la apreciacion del papel del sistema
inmune de los mamiferos en el mantenimiento de la homeostasis. (Sharon,
1.989).

Las células del sistema inmunitario son principalmente los glébulos blancos o
leucocitos y las células tisulares relacionadas con ellos. Estas células tienen
origen en un célula progenitora comun, llamada célula troncal (célula madre)
hematopoyética pluripotente, de la que también derivan los eritrocitos, o sea
los glébulos rojos de la sangre, y las células llamadas megacariocitos. Todos
estos tipos celulares se denominan en conjunto células hematopoyéticas.
(Parham, P. 2.006).



Los glébulos blancos también llamados leucocitos (leukos, blanco), cumplen
una funcion importante en la respuesta inmunitaria, defendiendo al
organismo contra los invasores extrafios, como los parasitos, bacterias y los
virus, dicha inmunidad viene dada en especial por la capacidad que tienen
estas células para producir anticuerpos. Aunque la mayoria de los glébulos
blancos llegan a todo el cuerpo gracias a la sangre, su trabajo se suele
llevar a cabo en los tejidos en lugar del aparato circulatorio. Existen cinco
tipos de globulos blancos maduros: linfocitos, monocitos, neutrofilos,
eosindfilos y baséfilos, estos se pueden agrupar de acuerdo con las
caracteristicas morfologicas o funcionales compartidas. (Silverthorn, D y cols,
2.008).

Antigenos y Anticuerpos

Un antigeno es una sustancias que presenta una reaccion especifica ante los
anticuerpos o los receptores celulares y tiene la capacidad de estimular la
produccion de anticuerpos o0 una reaccién celular. Las sustancias que
reaccionan con los anticuerpos, pero que no pueden por si mismas estimular
la produccién de estos se conoce como haptenos. La capacidad de los
antigenos para que se produzca una reaccion inmunitaria es lo que se
conoce como inmunogenicidad. Los antigenos también son capaces de
generar otras respuestas, principalmente la hipersensibilidad retardada y la

tolerancia. (Boyd y cols, 1.954).

En la membrana del hematie se encuentran antigenos del grupo sanguineo.
Su especificidad inmunoldgica proviene de pequeias diferencias en los
monosacaridos terminales o ramificados de las numerosas cadenas cortas

de hidratos de carbono fijadas a las proteinas y lipidos de la membrana. Por



ejemplo, el antigeno de la sangre del grupo A difiere del antigeno de la
sangre del grupo B solo en que la cadena de hidratos de carbono del
antigeno del grupo A termina en N-acetilgalactosamina, en tanto que la
cadena de hidrato de carbono del antigeno del grupo B finaliza con galactosa
(Boyd y cols, 1.954).

Para la determinacion del grupo sanguineo la aglutinacion se produce por la
actuacion de los anticuerpos (Acs) del suero o aglutininas sobre los
antigenos (Ags) de los glébulos rojos o aglutinogenos. De acuerdo a la
existencia de los diversos aglutindgenos y aglutininas los individuos pueden
clasificarse dentro de 4 grupos sanguineos bésicos.

(www.medicinapreventiva.com)

La aglutinacion directa es una técnica que se utiliza para identificar los
grupos ABO y para detectar anticuerpos antibacterias. En ambas pruebas, el
antigeno es una molécula relativamente estable y de un tamafio
suficientemente grande para que la aglutinacion pueda verse directamente,
teniendo tales antigenos, un numero Optimo de determinantes en su

membrana. (Sharon, 1.989).

Los anticuerpos se definen como la sustancia cuya produccién se puede
provocar mediante la administracién de antigenos o de haptenos unidos a un
portador y capaces de unirse especificamente a este antigeno o a este
hapteno. Estos son inmunoglobulinas, proteinas de elevado peso molecular
gue constan de cuatro cadenas polipeptidicas (dos cadenas ligeras y dos

cadenas pesadas). Son la base fluida de los productos terminales de ciertas


http://(www.medicinapreventiva.com)/

células linfoides inmunocompetentes; pueden también actuar como

receptores de superficie en las membranas celulares. (Sharon, 1.989).

La mayoria de los anticuerpos se hallan en disolucion, donde actian como el
brazo funcional de la respuesta inmune. Hay un gran nimero de anticuerpos
diferentes en el suero del adulto humano, la mayoria de los cuales estan
presentes en tan pequefias cantidades que sus especificidades no pueden
ser identificadas. (Sharon, 1.989). Estos anticuerpos llamados naturales se
producen como respuesta de exposicion del sistema inmune a los microbios
y posiblemente a las células tumorales, y un cierto nimero de anticuerpo a
anticuerpos existentes en el sistema como un medio de control. El nifio nace
virtualmente sin anticuerpos propios, y solamente después de unos cuantos
afos de exposicion del sistema inmune al desafio antigénico es cuando se
consigue la concentracion de anticuerpos de un adulto normal. (Sharon,
1.989).

Los eritrocitos o glébulos rojos, son las células sanguineas que contienen en
su interior la hemoglobina una proteina que contiene hierro lo que le da el
color rojo a la sangre. Los glébulos rojos son los principales portadores de
oxigeno a las células y tejidos del cuerpo. Tienen una forma biconcava para
adaptarse a una mayor superficie de intercambio de oxigeno por diéxido de
carbono en los tejidos. Ademas su membrana es flexible lo que permite a los
glébulos rojos atravesar los mas estrechos capilares.

(www.tuotromedico.com).

Cuando se mezclan suero y globulos de distintas personas puede ocurrir que

tales mezclas permanezcan homogéneas o bien que aparezca aglutinacion.
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Este fendmeno observado primero por Landsteiner permitié asentar el
concepto de compatibilidad sanguinea, tan importante en la practica de las

transfusiones.(www.medicinapreventiva.com)

En los hematies humanos existe un aglutinégeno denominado factor Rh; su
existencia se puso de manifiesto por la aglutinacion producida en presencia
de aglutininas obtenidas al inyectar a conejos o cobayos con hematies de
una variedad de mono Rhesus. La aglutinacion se produce en el 85 % de los
hematies humanos que constituye el grupo del denominado Rh positivo. El
15% restante, que no posee ese aglutinégeno, no produce aglutinacion y

conforma el grupo del Rh negativo. (www.medicinapreventiva.com)

Las Proteinas

Las proteinas estan constituidas por aminoacidos, los cuales pueden ser
esenciales y no esenciales. Los aminoacidos esenciales son aquellos que no
pueden ser sintetizados por el organismo y que necesariamente deben ser
aportados con la dieta, todos ellos se encuentran en las proteinas de las
semillas vegetales y algunas leguminosas; en este grupo se encuentran:
cisteina, histidina, tirosina, arginina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptéfano, valina. Mientras que, los aminoacidos no
esenciales son aquellos que si pueden ser sintetizados por el organismo con
la ayuda de una buena fuente de carbono, y estos son: glicina, alanina,
serina, acido aspartico, acido glutamico, asparragina, glutamina y prolina.
(Montgomery, 1.998).

EL Término proteina proviene del griego protos, el cual significa primero y

principal. Desde el punto de vista estructural, se definen como
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macromoléculas constituidas por aminoacidos unidos entre si a través de
enlaces peptidicos, las cuales cumplen una gran variedad de funciones en
los organismos. Los aminoacidos son moléculas que estan constituidas por
un grupo amino y uno carboxilo, poseen una estructura de la a-L aminoéacido.
Conteniendo dentro de su estructura un carbono denominado a con cuatro
enlaces covalentes unidos a los grupos amino (NH2), carboxilo (COOH),
hidrogeno (H) y a uno de estructura variable (R). los a-L aminoacidos
proteicos se diferencian unos de otros por su grupo R, lo cual le confiere un

nombre particular a cada uno (Hicks, 2002).

Una caracteristica de las proteinas es que poseen estructuras
tridimensionales bien definidas. Esta organizacion en el espacio, denominada
conformacioén de la proteina, permite que cumpla una funcion bioldgica en el

organismo. (Hicks, 2002).

La Electroforesis

La electroforesis es una metodologia en la que se hacen migrar los solutos
i6nicos bajo la influencia de un campo eléctrico, estos solutos migran hacia el
catodo o éanodo (electrodo positivo y negativo), dependiendo de la
combinacion de su carga, peso molecular y estructura tridimensional. Existen
numerosos métodos electroforéticos que se utilizan para lograr la separacion
de componentes de mezclas complejas. Sin embargo, uno de los mas
utilizados en el laboratorio es el método electroforético en geles de
poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE). (Campell, 1.995).
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Los métodos electroforéticos en procedimientos analiticos son de alta
sensibilidad, poder de resolucion y versatilidad, y sirven como métodos de
separacion de mezclas complejas de acidos nucleicos, proteinas y otras
biomoléculas, aportando un potente criterio de pureza. Se pueden conocer
también mediante estas técnicas, las caracteristicas acido-basicas de las
proteinas presentes en un extracto crudo, lo que da informacion necesaria Si
se pretende realizar una separacion cromatografica basada en diferencias de

cargas. (Campell, 1.995).

Existen numerosas técnicas para la evaluaciéon de las proteinas. Sin
embargo, las técnicas electroforéticas se han convertido en herramientas
principales para la caracterizacion de macromoléculas y para determinar su
pureza. El método electroforético se basa en el hecho de que las moléculas
como ADN, ARN y las proteinas, poseen una carga y por lo tanto son
capaces de moverse cuando se colocan en un campo eléctrico. (Cooper,
1.984).

La relacién de frente (Rf), es una medida convencional de la movilidad de la
proteina relativa al frente de migracién y se define como la distancia desde el
inicio del gel separador hasta el centro de cada banda dividida entre la

distancia a la que ha migrado el ién lider. (Campell, 1.995).

Estudios de actividades bioldgicas en las plantas

En el afio 1993, Diaz L llevd a cabo el aislamiento de lectinas en algas
marinas (Halimeda opuntia), recolectada en la Costa de San Juan de los

Cayos, Municipio Tucacas, Estado Falcon, Venezuela. Los objetivos
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perseguidos en la investigacion fueron: extraccion por métodos no
convencionales, aislamiento-purificacion y caracterizacion de lectinas a partir
de algas marinas, utilizando procesos de elusion y destruccion mecanica del
alga. Aislamiento y purificacion preliminar por dialisis inversa, precipitacion de
proteinas con sulfato de amonio, purificacién a escala preparativa y analitica
por cromatografia en geles de filtracion molecular, analisis de proteinas,
actividades y perfiles electroforéticos. Se encontré que la elusion resulto ser
el mejor método de extraccion de proteinas tanto cualitativa como

cuantitativamente.

Davila, en el afio 2.002, obtuvo muy buenos resultados en ensayos de
aglutinacion en extractos de raices de plantas de la familia Musaceae, asi
como también en el fruto del cambur manzano; por el contrario los extractos
acuosos del platano Hartén; fruto del cambur Quinientos; corno y fruto del

cambur Topocho no presentaron actividad hemoaglutinante.

Gélvez, en el afio 2.004, evalué la actividad biolégica de Hyptis suaveolens;
observando que los extractos acuosos no presentaron actividad sobre

Tripanosoma cruzi, Leishmania mexicana y otros microorganismos utilizados.

Sala y col, en el 2.006 realizaron un estudio para determinar la presencia de
moléculas hemoaglutinantes en 7 especies de leguminosas, realizando
pruebas de hemoaglutinacion con eritrocitos humanos de los grupos A, B,
AB, y O, de factor Rh positivo y ensayos de electroforesis desnaturalizante,
para la determinacibn de pesos moleculares de diferentes proteinas
encontradas; observando hemoaglutinacion en la mayoria de las especies

estudiadas, asi como también lisis de globulos rojos.
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En el 2.008, Kubarev et al., determinaron la actividad hemoaglutinante de las
lectinas de semillas de algunos cereales 'y leguminosas
(soja, altramuz azul, el trigo blando, cebada de primavera y el frijol blanco) en
eritrocitos de ganado. Los experimentos mostraron que los mas potentes

aglutinadores de los eritrocitos fueron las semillas de soja.

Investigaciones realizadas en el afio 2.009, por Cavalheiro et al, sefialan que
las actividades biol6gicas y enzimaticas del extracto acuoso de
semillas de Caesalpinia ferrea Mart, son utilizadas en la medicina popular,
por sus propiedades curativas, como lo son: anti-
inflamatorios, analgésicos, antibiéticosy antitérmicos, siendo de gran

importancia en la industria farmacéutica.

Investigaciones sobre actividad biologica de extractos preparados a partir de
la planta Couroupita guianensis efectuadas en el afio 2.010 por Dauvila,
sefialaron que no existia actividad hemoaglutinante significativa en dichos
extractos para ningln grupo sanguineo, sin embargo, los extractos de hojas,
pulpa de fruto maduro y semilla de fruto verde mostraron actividad larvicida

importante.
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HIPOTESIS

Basados en diferentes reportes sobre la presencia de lectinas en
leguminosas, es viable encontrar actividad hemoaglutinante en extractos
acuosos obtenidos a partir de las partes (hojas, semillas y vainas) de

Machaerium robiniifolium.

16



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad hemoaglutinante presente en los extractos acuosos
obtenidos a partir de las partes (hojas, semillas y vainas) de Machaerium

robiniifolium

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Buscar e identificar el material vegetal Machaerium robiniifolium y
elaborar una muestra botanica para almacenarla en el herbario MERF

de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis.

e Preparar extractos acuosos a partir de semillas y hojas.

e Evaluar la actividad hemoaglutinante sobre glébulos rojos humanos de
los grupos sanguineos del sistema ABO, en presencia de los extractos

acuosos a diferentes diluciones.

e Determinar la presencia de las proteinas utilizando la técnica de
electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE.

e Cuantificar las proteinas presentes en los diferentes extractos

mediante espectrofotometria.
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MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL Y CARACTERISTICAS
TAXONOMICAS.

La recoleccion del material vegetal se llevd a cabo en su habitat natural,
entre el Vigia y Mérida, alcabala la Victoria entre Estanquez y la estacion de
servicio el Portachuelo.

Una vez realizada la recoleccion se procedié a la identificacién taxondmica.
Se clasificaron con la ayuda y orientacion del personal experto que labora en
el Herbario MERF de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis y a través de
consultas bibliograficas. Depositando una muestra en el jardin de plantas
medicinales de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de
Los Andes (MERF), bajo el numero de voucher 631, coleccion de Pablo

Meléndez y Geraldine Bricefio.

MATERIAL VEGETAL: Machaerium robiniifolium.

Figura 2. Machaerium robiniifolium.
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METODOLOGIA

Material Vegetal |

‘\

Separacion de sus |
partes: Semillas, hojas,
vainas

. y

Determinacion del
peso fresco

Ensayos de
Hemoaglutinacion

Barrido
Espectrofotométrico

Filtrado y

Centrifugado para la

Obtencion de los
Extractos

Evaluacion
electroforética

Preparacion de los
Extractos mediante
maceracion con SSF

Lavado con Agua
Destilada
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SEPARACION DE LAS PARTES DE LA PLANTA

Una vez colectada la planta, se procedi6 a separar sus partes (Hojas,
semillas y Vainas. Figuras 3 y 4) y se determin6 su peso fresco;
posteriormente fue lavado con agua destilada para eliminar cualquier residuo

gue pueda interferir en las mediciones

figura 3. Frutos de M. robiniifolium

figura 4. Semillas de M. robiniifolium
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PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

Para la Preparacion de los extractos se utilizaron, dos muestras de plantas
con diferentes tiempos de recoleccion: Una procesada el mismo dia de su
recoleccion y otra procesada a la semana siguiente de recolectada. (Sala y
cols, 2.006)

Los extractos se prepararon a partir de las hojas, semillas y vainas, segun la

siguiente metodologia:

Se utilizé un mortero para homogeneizar, en el caso de la planta recolectada
y procesada el mismo dia, y una licuadora para la planta procesada luego de
una semana de recolectada (se preservo en una caja a temperatura
ambiente), las muestras fueron homogenizadas con solucion salina
fisiol6gica, filtradas a través de un tul, midiendola en un cilindro graduado la
cantidad obtenida de extractos, se trasvasaron en tubos el cual fue
centrifugado por 30 minutos a 3.000 rpm guardando el sobrenadante en

tubos eppendorf y refrigeradas hasta su posterior utilizacion.

PREPARACION DE LA SOLUCION DE GLOBULOS ROJOS AL 5%. (Sala
y cols, 2.006)

e Se obtuvieron 3ml de sangre venosa con anticoagulante, de tipo “A”,
“B”, “AB” y “O” todos de factor Rh positivo.

e Se realiz0 un lavado, colocando la sangre en un tubo seco y limpio

que contenia 7mL de solucion salina fisiologica (SSF).
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Se agito suavemente para homogenizar.

Se centrifugd la preparacion a una velocidad de 1.000 a 1.500 RPM

en un tiempo de 3-5 min.

El sobrenadante o fase acuosa se descartd, volviendo agregar asi
SSF y repitiendo los ultimos dos pasos (3 veces).

Una vez realizados los 3 lavados, se midio el pellet de globulos rojos y

se resuspendio hasta 5% en SSF.

Esta suspension fue guardada en la nevera hasta su utilizacién.

Figura 5. Solucion de glébulos rojos al 5%.
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DILUCION DE LOS EXTRACTOS. (Sala y cols, 2.006)

Figura 6. Diluciones 1:5y 1:10 de los extractos.

PRUEBAS DE HEMAGLUTINACION. (Sala y cols, 2.006)

En tubos de ensayo se agrego de cada extracto 100 ul concentrado o con su
respectiva dilucion 1:5y 1:10 con 100 pl de la suspension de globulos rojos
al 5% de los grupos sanguineos (“A”, “B” “AB” Y “O”) de factor Rh “+”. Se
agito suavemente y se dejo a temperatura ambiente por una (1) hora para
observar los resultados. Como control se utilizo 100 pl de SSF + 100 pl de

suspension de glubulos rojos al 5% de cada grupo sanguineo.

Figura 7. Ensayos de hemoaglutinacion, criterios 1y 2
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Para mejorar la sensibilidad del método, luego de observar los resultados al

cabo de (1) hora, se procedio a centrifugar los tubos con la mezcla (globulos

rojos + extractos) por un tiempo de 30 segundos y se registraron dichos

resultados, siguiendo el criterio escrito a continuacion.

Se utilizaron los siguientes criterios:

ler criterio: observacion de la actividad luego de una (1) hora.

0: botén pequerio y bien sedimentado.
1(+): hemoaglutinacion muy leve.
2(+): hemoaglutinacion leve.

3(+): hemoaglutinacion moderada.

4(+): hemoaglutinacion maxima.

2do Criterio: Observacion de la actividad moviendo los tubos.

(0): sin grumos.
1(+): grumos finos (arenilla).
2(+): grumos medianos.

3(+): grumos grandes.

3er Criterio: Observacion de la actividad luego de ser centrifugado.

(0): no hay grumos. Aglutinacion negativa.

24



e 1(+4): grumos pequenos.
e 2(+): grumos grandes.
e 3(+): el botdn se fragmenta en 2 o 3 partes.

e 4(+): el botdn se desprende totalmente del tubo. Aglutinacion méxima.

El empleo de los diferentes criterios de hemoaglutinacion, tienen la finalidad
de comparar los mismos y de esta forma determinar cual es el méas confiable

al momento de reportar los resultados.

Figura 8. Ensayos de hemoaglutinacion, criterio 3

EVALUACION DE HEMOAGLUTINACION EN LOS EXTRACTOS. (Sala y
cols, 2.006)

Este ensayo se realiz6 sobre aquellos extractos que presentaron mayor
actividad hemoaglutinante sobre algunos grupos sanguineos, con la finalidad
de hallar el titulo hasta donde se mantenia dicha actividad. Se realizaron

diluciones seriadas, utilizando microplacas y tubos de vidrio de 13 x 75 mm,
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las diluciones fueron: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512,

1/1024, empleando como volumen de dilucién para cada tubo 100 ul de SSF.

Se tomaron 100 pL del extracto correspondiente y se agregaron al primer
tubo (1/2), a partir de alli se hicieron diluciones seriadas hasta 1/1024 (ultimo
pozo), descartando 100 pl de esta ultima dilucion. Sobre cada tubo o dilucién
se agrego 100 pl de la suspension de eritrocitos. Se dejo en reposo durante
una (1) hora, y al cabo de ese tiempo se centrifugaron los tubos con la
mezcla con el fin de mejorar la sensibilidad del método y se observaron los

resultados, siguiendo el mismo criterio referido anteriormente.

-
.":
n' s
9.3
2.3

a2 ¥y W

Figura 9y 10. Diluciones seriadas en tubo y microplaca.

EVALUACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LOS EXTRACTOS EN LA
REGION UV.

Barrido espectrofotométrico a diferentes longitudes de onda. (Bollag y
cols, 1.996)

26



Se diluyeron los extractos hasta 1:100, y sobre ellos se realizé un barrido
espectrofotométrico entre 200 y 300 nm. Luego se calculd el % de acidos
nucleicos y la concentracion de las proteinas presentes, utilizando el método

estandarizado deWarburg-Christian. Utilizando la féormula:

Proteina (mg/ml)= (A280) (factor de correcion) / Fc= A280/A260

EVALUACION DEL PERFIL PROTEICO DE LOS EXTRACTOS (Utilizando
electroforesis SDS-PAGE). (Bollag y cols, 1.996)

Preparacién de las soluciones de trabajo.

Solucién A. (Solucién Stock de acrilamida) para 100ml.

Acrilamida. 29,2 g.
Bis-Acrilamida. 0,8¢g.
Agua destilada. 100 ml.

Disolver y luego refrigerar.

Solucién B. (Tampdn para preparar el gel de concentraciéon) para 100ml.

75 mL 2M Tris-HCL (pH 8,8) 1,5 M.
4 mL SDS 10% 0,4%
Agua destilada 21 ml.
Refrigerar.
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Solucién C. (Tampon para preparar el gel de separaciéon) para 100ml.

50 mL 2M Tris-HCL (pH 6,8)
4 mL SDS 10%
Agua destilada

Refrigerar.

Persulfato de Amonio al 10%
Persulfato de amonio

Agua destilada

Buffer de electroforesis.
Tris

Glicina

SDS

Agua destilada

Disolver y refrigerar.

Buffer de carga.
Tris-HCL1M (pH 6,8)

Glicerol 50%

0,5 M.
0,4%

46 ml.

0,549.

10 ml.

30
14,4 g.

1g.

1L

3,1 ml.

5ml.
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SDS 10% 2 ml.

2-Mercaptoetanol 0,25 ml.
Azul de Bromofenol 1% 0,5 ml.
Agua destilada 1,4 ml.
Refrigerar.

Preparacion del gel al 10% (gel de resolucion).

Solucién A 3,3 ml.
Solucién B 2,5 ml.
Agua destilada 4,17 ml.
Persulfato de amonio 50 pl.
Temed 5 pl.

Preparacion del gel de 12,5% de acrilamida (gel de resolucién).

Soluciéon A 4,16 ml.
Solucién B 2,5ml.
Agua destilada 3,34 ml.
Temed 5 pl.
Persulfato de amonio 50 ml.
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El gel liquido debe ser agregado lentamente en las placas de vidrio para
evitar que se presenten burbujas de aire que puedan afectar los resultados.
Luego de polimerizado el gel aproximadamente 60 minutos, se agregara el

gel de concentracién que se preparara de la siguiente manera.

Gel de concentracién (Stacking gel al 5%).

Agua destilada 2,3 ml.
Solucién A 0,67 ml.
Solucion C 1 ml.
Persulfato de amonio 30 pl.
Temed 5 pl.

Una vez agregado el gel de concentracion, se coloca un peine para lograr la
formacién de los pozos, donde se colocaran las muestras, se espera para
que complete su polimerizacibn y posteriormente se le agregan los

extractos.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras se preparan en una porcién 4:1 con respecto al buffer de
carga, se llevan a bafio de maria con una temperatura de 100°C, durante 2
minutos para luego agregarlas en cada pozo del gel, luego se coloca el buffer
de electroforesis hasta cubrir el gel, y se inicia el proceso cumpliendo las

siguientes condiciones: un voltaje de 70 voltios hasta que las muestras
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recorran el gel de concentracion, luego se elevara el voltaje a 100 voltios y se

espera hasta que las muestras recorran todo el gel.
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Figura 11. Corrida electroforética.

Coloracién y decoloracién de los geles.

Los geles fueron separados, colocados en un recipiente limpio de plastico

con solucién de azul de Cromassie para colorearlos, permanecieron 1 hora,

al cabo de este tiempo se procedié a su decoloracion con una solucion de

destefiido de Cromassie dejandose durante varias horas hasta que se

puedan visualizar claramente las bandas que deseamos.

Solucioén tefiido de Cromassie.

Azul de Coomassie-R250
Metanol
Agua destilada

Acido acético glacial

Preparar 1litro de solucion.
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Solucion de destefiido de Cromassie.

Metanol 100 ml.
Agua destilada 800 ml.
Acido acético glacial 100 ml.

Volumen final 1 litro.

CALCULO DEL MARCADOR DE MIGRACION

Se midio el frente de migracién (distancia recorrida por el gel) para cada uno
de los geles. Se calculd el Rf para cada una de las proteinas encontradas en

las diferentes bandas de los geles a través de la siguiente formula.

_ Distancia recorrida por cada proteina (cm)
B Frente de migracion del gel(cm)

Luego por comparacion con proteinas patron de peso molecular conocido, se
calculdo el peso molecular de las proteinas presentes en los diferentes

extractos de los geles evaluados.

Para esta evaluacion se utilizaron los siguientes marcadores de peso

molecular:
MUESTRA PESO MOLECULAR
Albumina 68.000 D.
Ovoalbumina 43.000 D.
Lisozima 14.300 D.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Para la realizacion del estudio se recolectaron plantas de la familia de las

leguminosas (Machaerium robiniifolium), se separaron las partes a estudiar

(hojas, semillas y vainas), se determin6 el peso en fresco, se realizé un

lavado con agua destilada y posteriormente se prepararon los extractos.

Tabla 1. Determinacion del peso fresco y obtencion del extracto de las

muestras procesadas una semana luego de la recoleccion.

Extracto Peso (g) SSF (mL) Volumen
obtenido (mL)
Hojas 28 250 212
Semillas 19 50 78
Vainas 40 200 123

Tabla 2. Determinacion del peso fresco y obtencion del extracto de las

muestras procesadas el mismo dia de la recoleccién.

Extracto Peso (g) SSF (mL) Volumen
obtenido (mL)
Hojas 10 45 41
Semillas 4,7 2,5 4,5
Vainas 13,2 15 9,5
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En las tablas 1 y 2 se puede apreciar el peso en gramos de cada parte de la
planta, con el solvente agregado y el volumen final obtenido de cada
extracto. Evidenciandose en la tabla 2 que en la semilla se obtuvo mayor
volumen final que la cantidad de solvente agregado, esto debido a la
humedad presente en esta. Mientras que para la tabla 1 se observa que se

utilizé6 mayor volumen de solvente en la preparacion de todos los extractos.

Ensayos de hemoaglutinacién de los extractos de (Hojas, semillas y
vainas) Machaerium robiniifolium. Procesada una (1) semana luego de

su recoleccion.

ler criterio:

Tabla 3. Ensayos de hemoaglutinacion en hojas hasta la dilucion 1:10.

EXTRACTO | GRUPO “O” | GRUPO “A” | GRUPO “B” GRUPO
HOJAS “AB”
Control 0 0 0 0

Sin diluir 2(+) 3(+) 3(+) 2(+)

Dilucién 1:5 2(+) 1(+) 2(+) 1(+)

Dilucién 1:10 1(+) 2(+) 3(+) 1(+)
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Tabla 4. Ensayos de hemoaglutinacion en semillas hasta la dilucion

1:10.

EXTRACTO | GRUPO “O” | GRUPO “A” | GRUPO “B” GRUPO
SEMILLAS “AB”
Control 0 0 0 0
Sin diluir 3(+) 3(+) 3(+) 3(+)
Dilucién 1:5 1(+) 2(+) 2(+) 1(+)

Dilucién 1:10 1(+) 2(+) 2(+) 1(+)

Tabla 5. Ensayos de hemoaglutinacion en vainas hasta la diluciéon 1:10.

EXTRACTO | GRUPO “O” | GRUPO “A” | GRUPO “B” GRUPO
VAINAS “AB”
Control 0 0 0 0
Sin diluir 1(+) 2(+) 2(+) 1(+)

Dilucién 1:5 1(+) 2(+) 2(+) 2(+)

Dilucién 1:10 1(+) 2(+) 2(+) 2(+)

Siguiendo el ler criterio, se pudo observar que la mayor actividad

hemoaglutinante se encuentra en los extractos sin diluir, sin tener mucha

variacion en los diferentes grupos sanguineos a excepcion de las semillas

para el grupo “O” y “AB” y las hojas en “AB” que disminuyen su actividad a

medida que se diluye.
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2do Criterio:

Tabla 6. Ensayos de hemoaglutinacién en hojas hasta la dilucion 1:10.

EXTRACTO | GRUPO “O” | GRUPO “A” | GRUPO “B” GRUPO
HOJAS “AB”
Control 0 0 0 0

Sin diluir 1(+) 1(+) 1(+) 1(+)

Dilucion 1:5 0 0 0 0

Dilucion 1:10 0 0 0 0

Tabla 7. Ensayos de hemoaglutinacién en semillas hasta la dilucion

1:10.

EXTRACTO | GRUPO “O” | GRUPO “A” | GRUPO “B” GRUPO
SEMILLAS “AB”
Control 0 0 0 0
Sin diluir 1(+) 2(+) 3(+) 3(+)
Dilucion 1:5 0 0 0 0
Dilucion 1:10 0 0 0 0

Tabla 8. Ensayos de hemoaglutinacién en vainas hasta la dilucién 1:10.

EXTRACTO | GRUPO “O” | GRUPO “A” | GRUPO “B” GRUPO
VAINAS “AB”
Control 0 0 0 0
Sin diluir 0 0 0 0

Dilucién 1:5 0 0 0 0

Dilucion 1:10 0 0 0 0
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Luego de agitar los tubos que se encontraban 1 hora en reposo se detectd
actividad hemoaglutinante solo en los extractos sin diluir; en las semillas
aumento la aglutinacion en los grupos “B” y “AB”, mientras que en las vainas
no se encontré actividad. Demostrando en el referido criterio, que el primer

criterio genera falsos positivos.

3er Criterio:

Tabla 9. Ensayos de hemoaglutinacién en hojas hasta la dilucion 1:10.

EXTRACTO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
HOJAS “O” “A” “B” “AB”
Control 0 0 0 0

Sin diluir 0 1(+) 0 1(+)

Dilucion 1:5 0 0 0 0

Dilucion 1:10 0 0 0 0

Tabla 10. Ensayos de hemoaglutinacion en semillas hasta la dilucion
1:10.

EXTRACTO GRUPO GRUPO GRUPO GRUPO
SEMILLAS “O” “A” “B” “AB”
Control 0 0 0 0
Sin diluir 1(+) 2(+) 3(+) 4(+)
Dilucion 1:5 0 0 0 0
Dilucion 1:10 0 0 0 0
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Tabla 11. Ensayos de hemoaglutinacién en vainas hasta la dilucion 1:10.

EXTRACTO | GRUPO “O” | GRUPO “A” | GRUPO “B” GRUPO
VAINAS “AB”
Control 0 0 0 0
Sin diluir 0 0 0 0

Dilucién 1:5 0 0 0 0

Dilucion 1:10 0 0 0 0

Para mejorar la sensibilidad del método se sometieron la muestra a
centrifugacion y se obtuvo que las vainas no poseen actividad
hemoaglutinante, las semillas poseen mayor hemaglutinacion en las
muestras sin diluir, con mas fuerza en los grupos sanguineos “B” y “AB”,
mientras que las hojas poseen poca actividad solo en los grupos sanguineos
‘A’ y “AB”. La evaluacion de los extractos utilizando este criterio reafirma lo

encontrado en el segundo criterio.

Luego de evaluar la hemoaglutinacién en los ensayos anteriores, empleando
los tres criterios propuestos en un principio, asi como la técnica de dilucion
en microplaca, se determiné que el criterio de mayor confianza era el nimero
tres, debido al descarte de falsos positivos observados en los demas
métodos, por lo cual el resto de las pruebas fueron reportadas usando dicho

criterio.

Determinacion de titulos de los extractos con mayor actividad

hemoaglutinante. (Semillas y hojas) mediante tubos 13x75

38




Para esta evaluacién se realizaron diluciones seriadas desde 1/2 hasta
1/128, se utilizd el método de hemoaglutinacién centrifugado con la mezcla
de los extractos con los glébulos rojos al 5% (Ver materiales y métodos).

Obteniéndose los siguientes resultados:

3er Criterio:

Tabla 12. Determinacion de la actividad hemoaglutinante en Semillas
hasta la dilucién 1:128.

EXTRACTO | GRUPO “O” | GRUPO “A” | GRUPO “B” GRUPO
SEMILLAS “AB”
SIN DILUIR 3(+) 3(+) 3(+) 4(+)
DILUCION A(+) 4(+) 4(+) 2(+)
1.2
DILUCION 1(+) 1(+) 1(+) 1(+)
1:4

Tabla 13. Determinacion de la actividad hemoaglutinante en Hojas
hasta la dilucion 1:128.

EXTRACTO | GRUPO “O” | GRUPO “A” | GRUPO “B” GRUPO
de Hojas “AB”
SIN DILUIR 0 1(+) 0 1(+)

En este ensayo se empled el tercer criterio, mejorando la sensibilidad del
método mediante la centrifugacion, se determindé mas actividad en todos los
grupos sanguineos con los extractos sin diluir. En los grupos “O”, “A” y “B” se

observa que en la dilucion 1/2 hay un incremento de la hemaglutinacién,
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disminuyendo en las sucesivas diluciones; mientras que para el grupo “AB”
comienza a disminuir a medida que aumenta la dilucion. El extracto de hojas
no presentd hemoaglutinacion significativa, se observé anicamente 1+ en el

extracto sin diluir, para los grupos sanguineos “A” y “AB”.

Ensayos de hemoaglutinacion de los extractos de (Hojas, semillas y
vainas) Machaerium robiniifolium. Procesada el mismo dia de su

recoleccion (3er Criterio):

Tabla 14. Hemoaglutinacion del extracto de hojas hasta la dilucion 1:10.

Tabla 15. Hemoaglutinacion del extracto de semillas hasta la dilucién

EXTRACTO | GRUPO “O” | GRUPO “A” | GRUPO “B”

HOJAS

Control 0 0 0

Sin diluir 1(+) 1(+) 1(+)
Dilucién 1:5 1(+) 1(+) 1(+)
Dilucién 1:10 1(+) 1(+) 1(+)

1:10.
EXTRACTO | GRUPO “O” | GRUPO “A” | GRUPO “B”
SEMILLAS

Control 0 0 0

Sin diluir 2(+) 1(+) 2(+)
Dilucién 1:5 2(+) 3(+) 2(+)
Dilucion 1:10 2(+) 3(+) 2(+)




Tabla 16. Hemoaglutinacion del extracto de vainas hasta la dilucién
1:10.

EXTRACTO GRUPO “O” | GRUPO “A” GRUPO “B”

VAINAS

Control 0 0 0

Sin diluir 0 0 0
Dilucion 1:5 0 0 0
Dilucion 1:10 0 0 0

En las tablas 14, 15 y 16, mejorando la sensibilidad del método, se
manifiesta una actividad negativa en el extracto de vainas, ligera y uniforme
con el extracto de hojas y de moderada a abundante en las semillas, donde
la hemaglutinacion de los grupos “O” y “B” se mantiene constante; mientras

que el grupo “A” aumenta la aglutinacién al diluir el extracto.

Determinacién de titulos de los extractos de Semillas mediante tubos.
(Davila, 2.002).

Para esta evaluacion se realizaron diluciones seriadas desde 1/2 hasta
1/1024, se utiliz6 el método de hemoaglutinacion sin centrifugar y
centrifugado con la mezcla de los extractos con los glébulos rojos al 5% (Ver

materiales y métodos). Obteniéndose los siguientes resultados:
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Tabla 17. Titulos de actividad de los extractos de Semillas.

DILUCIONES GRUPO “A” GRUPO “B” GRUPO “0”
SIN DILUIR 0 1(+) 1(+)
DILUCION 1(+) 1(+) 2(+)
1:2
DILUCION 2(+) 2(+) 2(+)
1:4
DILUCION 3(+) 2(+) 2(+)
1.8
DILUCION 1:16 2(+) 1(+) 1(+)
DILUCION 1:32 2(+) 1(+) 1(+)
DILUCION 1:64 1(+) 0 0
Dilucién 1:128 1(+) 0 0
Dilucién 1:256 1(+)

Dilucién 1:512 1(+)

Dilucién 0 0 0
1:1024

En la tabla 17, el método dio como resultado, que los grupos sanguineos “B”
y “O” muestran poca actividad hemoaglutinante en las muestras sin diluir, con
un titulo maximo de 32. El grupo “A” no presenta actividad con el extracto sin
diluir, observandose variaciones en las diluciones, siendo este el de mayor

actividad con un titulo de 512.

Probablemente en el extracto coexistan factores aglutinantes e inhibidores de
la aglutinacion y a medida que se diluye el efecto en los inhibidores es

mayor, por lo que se observa incremento en la aglutinacion.
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Comparacion de la actividad hemoaglutinante en extractos de semillas
y hojas de M. robiniifolium obtenidos en diferentes tiempos de

procesamiento. Utilizando el tercer criterio.

Tabla 18. Comparacion de la actividad hemoaglutinante en extractos de

semillas, obtenidos en diferentes tiempos de procesamiento.

EXTRACTO |GRUPO “0” | GRUPO “A” | GRUPO “B” | GRUPO
DE “AB”
SEMILLAS

P.S PD | PS | PD | PS | PD P.S
Sin diluir 3(+) | 1(+) | 3(+) 0 | 3(+) | 1(+) 4(+)
Dilucién 1:2 4(+) 2(+) | 4(+) | 1(+) | 4(+) | 1(+) 2(+)
Dilucién 1:4 1+ | 20 | 1 | 20 | 10 | 2(+) 1(+)
Dilucién 1:8 0 2(+) 0 3(+) | O 2(+) 0
Dilucién 1:16 1(+) 2(+) 1(+)
Dilucién 1:32 1(+) 2(+) 1(+)
Dilucién 1:64 0 1(+) 0
Dilucién 1:128 1(+)
Dilucién 1:256 1(+)
Dilucion 1:512 1(+)
Dilucién 1:1024 0

P.S: Procesada una semana luego de su recoleccion.
P.D: Procesada el mismo dia de su recoleccion.

En la planta procesada una semana luego de su recoleccion se determiné
mas actividad en todos los grupos sanguineos con los extractos sin diluir. En

los grupos “O”, “A” y “B” se observa que en la dilucién 1/2 hay un incremento
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de la hemaglutinacién, disminuyendo en las sucesivas diluciones; mientras
que para el grupo “AB” comienza a disminuir a medida que aumenta la

dilucion. En todos los grupos sanguineos el titulo fue de 4.

Mientras que en la planta procesada el mismo dia de recolectada, dio como
resultado, que los grupos sanguineos “B” y “O” muestran poca actividad
hemoaglutinante en las muestras sin diluir, “B” aumenta su aglutinacion en
las diluciones 1:4 y 1:8 a partir de la cual comienza a disminuir; el grupo “O”
incrementa a partir de que se diluye, disminuye en 1:16, y al igual que “B”
tiene su titulo es 32. El grupo “A” no presenta actividad con el extracto sin
diluir, alcanzando su pico maximo en 8, observandose variaciones en las

diluciones, siendo este el de mayor actividad con un titulo de 512.

Tabla 19. Comparacion de la actividad hemoaglutinante en extractos de

semillas, obtenidos en diferentes tiempos de procesamiento.

EXTRACTO | GRUPO “O” GRUPO “A” | GRUPO “B”
DE
SEMILLAS

P.S PD | PS | PD | PS | PD
Sin diluir 2(+) | 1(#) | 1(H) | 1(H) | 2(+) | 1(+)
Dilucién 1:2 0 0 0
Dilucién 1:4 0 0 0
Dilucién 1:5 ND 1(+) | ND | 1(+) | ND | 1(#)
Dilucién 1:8 0 0 0
Dilucién 1:10 ND 1(+) | ND | 1(+) | ND | 1(+)

Ver leyenda pag 46
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P.S: Procesada una semanaluego de su recoleccion.
P.D: Procesada el mismo dia de su recoleccion.

ND: No se determino.

En la planta procesada una semana luego de su recoleccion, se detecto
hemoaglutinacion solo en las muestras sin diluir, para los grupos sanguineos
‘0", “B” y “A”, a excepcion de “A” que también presenta un titulo de 8.
Mientras que en “AB” no hubo actividad. En la planta procesada el mismo dia
de su recolecciéon se ve una ligera actividad que mantiene su proporcion en

las diluciones realizadas y sin diluir, con titulo 10.

Determinacion cuantitativa de proteinas y acidos nucleicos presentes
en los extractos de Machaerium robiniifolium. (Hojas, semillas y vainas),

con distintos tiempos de procesamiento.

Se realizé la determinacién de concentracion de proteinas presentes en los
extractos mediante el método de Warburg-Christian y se obtuvieron los

siguientes resultados:
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Planta procesada una semana luego de su recoleccion.

Tabla 20. Determinacién cuantitativa de proteinas mediante el método
de Warburg-Christian.

Extracto de Extracto de Extracto de
hojas semillas vainas

Absorbancia a 260 nm 1,2 1,4 1,3

Absorbancia a 280 nm 1,3 1,5 1,3

A280/A260 1,0 1,1 1,0

Factor de correccion 0,8 0,9 0,8

Concentracion de 1,7 4.5 1,9
proteinas mg/ml

mg totales de Proteinas 360,4 351 380

mg proteinas/gr 12,9 18,5 9,5
material vegetal
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Planta procesada el mismo dia de su recoleccién.

Tabla 21. Determinacién cuantitativa de proteinas mediante el método

de Warburg-Christian.

Extracto de

Extracto de

Extracto de

hojas semillas vainas
Absorbancia a 260 nm 0,2 0,3 0,2
Absorbancia a 280 nm 0,2 0,4 0,3
A280/A260 1,0 1,5 1,2
Factor de correccion 0,9 1,0 0,9
Concentracion de 15,8 44.8 24,1

proteinas mg/ml)

mg totales de Proteinas 647,8 201,6 228,95

mg proteinas/gr 64,8 42,8 17,3

material vegetal

Los valores de proteinas estimados espectrofotométricamente, indican que el

proceso de extraccion realizado el mismo dia de la recoleccion produjo

mayor cantidad de proteinas
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Espectro de barrido (200-300 nm) de extractos obtenidos de
Machaerium robiniifolium. (Hojas, semillas y vainas). Procesada una

semana luego de su recoleccion.
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Figura 12. Espectro de barrido (200-300 nm).

Espectro de barrido (200-300 nm) de extractos obtenidos de
Machaerium robiniifolium. (Hojas, semillas y vainas). Procesada el

mismo dia de su recoleccién.
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Figura 13. Espectro de barrido (200-300 nm).
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Figura 14. Determinacion del contenido de proteinas en los extractos de
Machaerium robiniifolium. (Procesada una semana luego de su

recoleccion).
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Figura 15. Determinacion del contenido de proteinas en los extractos de

Machaerium robiniifolium. (Procesada el mismo dia de su recoleccion).
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En las figuras 12 y 13, se observa que la evaluacion espectrofotométrica
muestra diferencias en los valores maximos de absorcion entre los dos
tratamientos, suponemos que dicha variabilidad es generada por el
tratamiento de secado por una semana a temperatura ambiente, lo cual
puede insidir negativamente en la calidad de las proteinas presentes en los

extractos.

En las figuras 14 y 15, se evidencia la diferencia cuantitativa de proteinas
presentes de los extractos en diferentes tiempos de procesamiento (una
procesada el mismo dia de su recoleccién y otra una semana despueés),
demostrando que la planta procesada mas tardiamente sufrio deterioro en
las proteina, esto puede deberse a la desnaturalizaciébn que ocurre en las
mismas al extraer la planta de su habitat natural.

Basandonos en el método de Warburg-Christian se obtuvo como resultado:
en el primer extracto, la semilla presenta la mayor cantidad proteica, lo cual
concuerda con la actividad hemoaglutinante que posee; seguido por el
extracto de hojas; mientras que en el segundo extracto hay mayor cantidad
de proteinas en las hojas que en las semillas, sin embargo la semilla sigue
presentando mayor capacidad aglutinante, pudiendo ser que las que se
encuentran presentes en las hojas no son afines a los hidratos de carbono
gue estan en la membrana de los glébulos rojos; en ambos extractos, las

vainas tienen la menor concentracion proteica y no presentaron aglutinacion.
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Figuras 18 y 19. Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE
(concentracién de 12,5% y 10%, respectivamente). Usando extractos

obtenidos el mismo dia de la recoleccién de la planta.

|

Ext. De semillas 10 pl.

De los tres extractos a evaluar solo se evidencian las bandas propias de la
semilla, pudo deberse a desnaturalizacion proteica, problemas con el gel o
errores en la metodologia. En la figura 19, se pudieron separar
adecuadamente las bandas que conciernen a los marcadores de peso
molecular; se observan claramente las bandas de proteinas presentes en la

semilla mediante este método.
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Figura 20. Curva de Calibracién para estimar el peso molecular de las
proteinas problema.
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Tabla 22. Calculo de los Rf con sus respectivos pesos moleculares para

cada muestra evaluada.

MUESTRA PESO MOLECULAR RF
Hojas 61.957 D. 0,475
Semillas 68.590 D 0,43
0,63
39.113D 067
32.218 D

En la figura 20, se graficaron los Rf de los extractos de hoja (Gel 1) y semillas
(Gel 2), asi como también patrones de peso molecular, realizando una
curva, obteniendo los pesos moleculares de las proteinas presentes en cada
una mediante la aplicacion de la ecuacion de la recta, los resultados se
muestran en la tabla 22. Se observa la presencia de 3 proteinas en el

extracto de hojas, al igual que en el extracto de semillas.
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CONCLUSIONES

1.- Machaerium robiniifolium mostr6 capacidad hemoaglutinante, con
variaciones en los titulos en diferentes grupos sanguineos, asi como también
varié su actividad segun diferentes tiempos de procesada para la obtencién

de extractos.

2.- En los extractos de hojas de la planta procesada una semana luego de su
recoleccion, se detecté hemoaglutinacion solo en las muestras sin diluir, para
los grupos sanguineos “O”, “B” y “A”. Mientras que en “AB” no hubo
actividad. En la planta procesada el mismo dia de su recoleccion se ve una
ligera actividad que mantiene una baja aglutinacion en las diluciones

realizadas y en la muestra sin diluir.

3.- En cuanto a las semillas; en la planta procesada una semana luego de su
recoleccion se determind actividad en todos los grupos sanguineos con los
extractos sin diluir. En los grupos “O”, “A” y “B” se observa que al diluir un
poco hay un incremento de la hemaglutinacion, con un titulo de 2, luego
desaparecié en las sucesivas diluciones; mientras que para el grupo “AB”

comienza a disminuir a medida que aumenta la dilucion.

En las semillas de la planta procesada el mismo dia de recolectada, se
observd, que los grupos sanguineos “B” y “O” muestran poca actividad
hemoaglutinante en las muestras sin diluir y aumentan su aglutinacion
cuando se diluye, presentando su titulo en 32. El grupo “A” no presenta

actividad con el extracto sin diluir, pero si al diluirse alcanzando su pico
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maximo en 1:8, observandose variaciones en las diluciones, siendo este

grupo el de mayor actividad, con titulo 512.

4.- El extracto de las vainas no presento actividad hemoaglutinante.

5.- En cuanto al estudio espectrofotométrico de los extractos de hojas,
semillas y vainas de la leguminosa Machaerium robiniifolium, se evidencia
una diferencia cuantitativa en la concentracién de proteinas presentes de los
extractos en diferentes tiempos de procesamiento (una procesada el mismo

dia de su recoleccion y otra una semana despues).

Se demostro que la planta procesada mas tardiamente sufri6 modificacion en
las proteinas debido al tiempo que estuvo en almacenamiento. En ambos
extractos, a pesar de su variacion proteica en cantidad, se aprecia que la
mayor cantidad de proteinas se encuentra en las semillas, aunque con gran
diferencia en concentracién, puesto que en la que se proceso el mismo dia

hay mayor cantidad.

6.- Para conocer el perfil proteico de los extractos, se realiz6 una corrida
electroforética, en la cual se evidencio la presencia de una Unica banda en el
extracto de hojas, con peso molecular de: 61.957 D. En el caso del extracto
obtenido de las semillas se observaron tres bandas, cuyos pesos
moleculares son: 68.590 D, 39.113 D y 32.218 D. Mientras que en el caso de

la vaina no hubo presencia de proteinas.
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8.- En el extracto de hojas se observa la presencia de bandas invertidas,
tanto para la planta procesada tardiamente, asi como también en la que se
procesé de inmediato, lo cual indica la presencia de una proteina que no se
pudo definir. Se realiz6 una busqueda con respecto al huevo fenémeno y no
se encontré ningun reporte que hiciera referencia a este tipo de banda, por lo
cual es de gran importancia realizar investigaciones futuras con respecto a

esta posible novedad.
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