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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion fue realizado en el Laboratorio de Quimica
Bioldgica de la Escuela Profesional y Académica de Biologia de la Universidad
Nacional de San Agustin de Arequipa. Se aislé y caracterizé bioquimicamente una
|l ectina extrazda a partir dza psaelntiolol aasdqgduel r ¢ w

Departamento Arequipa Peru.

La lectina de semillas de cucurbita maxima (zapallo), fue aislada y purificada por
medio de extraccion salina, luego se demostrd su pureza mediante cromatografia de
exclusibn molecular en Sephadex G-75, Cromatografia en HPLC de fase reversa,
Electroforesis en SDS-PAGE.

En un andlisis automatico se observa un alto contenido de aminoacidos acidos
(10.76%), lo cual marca el caracter acido de la lectina, ademas determina que esta

compuesta de 223 residuos de aminoacidos

En cuanto a la hemoaglutinacion, la concentracion minima hemaglutinante (CMH) para
|l os eritrocitos del grupo fAAO, ABO0O y WAABO Rh
(+) fue de 5,2 g/mL. Esto nos indicaria que la fracciéon con actividad hemaglutinante
(Cumalec) tiene una gran afinidad por D-Glucosa y Manosa, presente en la superficie
de la membrana de eritrocitos del tipo A y AB. Con respecto a la inhibicion de la
actividad hemaglutinante por carbohidratos s6lo la manosa (0,048 mM) y glucosa

(0,096 mM) presentaron actividad inhibitoria.

La lectina Cumalec presenta actividad inhibitoria in vitro sobre el crecimiento de

Fusarum solani y Aspergillus niger con una acides de 5ug/ml.

PALABRAS CLAVES: Cumalec, Cucurbita méaxima, Hemaglutinacion, Actividad
inhibitoria, lectinas, proteinas.
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INTRODUCCION

Las Lectinas son proteinas con gran capacidad de unirse a carbohidratos o

glicoproteinas de origen no inmune.

En los vegetales, la mayor parte de las lectinas se encuentran en 6rganos de reserva

lo cual da una evidencia indirecta de su papel como proteinas de defensa.

En la actualidad se han identificado diferentes tipos de Lectinas, estas estan
constituidas por cadenas polipeptidicas, quimicamente esta formada por residuos de
aminoécidos, como por ejemplo acido glutamico, glutamina, ac. Aspartico, asparagina,
serina y bajo contenido de glisina. Cada unidad polipeptidica que compone a una
lectina puede contener uno o varios sitios de encaje a carbohidratos, por lo cual la
lectina puede reconocer especificamente hasta dos de diez carbohidratos diferentes

de manera especifica.

La lectina de Cucurbita maxima (Cumalec) fue purificada inicialmente en una columna
de Sephadex G-75, mostrando 5 picos, siendo el pico 3 el Unico que presento
actividad hemaglutinante

Biotecnolégicamente, las lectinas en su mayoria estdn siendo empleadas en

cromatografia de afinidad para el aislamiento de ciertas enzimas glucosiladas.

En el resultado de esta investigacion se muestra que la lectina de Cucurbita maxima
(CumalLec) es la una lectina aislada de la familia de las cucurbitaceae y una proteina
biologicamente importante, de acuerdo a los analisis de sus efectos sobre hongos; se
puede sugerir que la Cumalec pudiera utilizarse como herramienta en la biotecnologia
de las plantas y de esta forma mejorar el mecanismo de defensa vegetal o ataque de

patdgenos.

Xl



OBJETIVOS:

Objetivo General:

Aislamiento y caracterizacion bioquimica de las lectinas citotoxicas de semillas de

cucurbita maxima.

Objetivo Especificos:

M Aislar la lectina de semillas de cucurbita maxima, a través de extraccion

salina y cromatografia de exclusion molecular Sephadex G-75y HPLC-FR.

1 Determinar el peso molecular de la lectina de cucurbita maxima purificada

mediante la técnica de Electroforesis SDS-PAGE.

9 Caracterizar fisico-quimicamente la lectina aislada de cucurbita maxima, a
través de analisis de Composicion de Aminoacidos y su dterminacion en los

grupos sanguineos.

9 Caracterizarfuncionalmente la lectina purificada mediante la actividad
hemoaglutinante y por el estidio de inhibicibn de la hemaglutinaciéon por

carbohidratos y agentes quelantes

1 Analizar los efectos biol6gicos sobre hongos como Fusarium solani, Aspergillus

niger, Candida albicans; y en bacterias como E. coli,

X



CAPITULO |

CONSIDERACIONES TEORICAS

1.1. Lectinas

Lectina es una clase de proteina o glucoproteina estructuralmente diversa,
presentando como caracteristica comun la capacidad de ligar carbohidratos, especifica
y reversiblemente, asi como aglutinar células (Sharon, 1993). Varias funciones
biolégicas son desempefiadas por las lectinas de origen vegetal, entre ellas citamos: la
actividad antiviral, actividad antibacteriana, actividad fungicida y actividad insecticida.

Las lectinas se encuentran en las més diferentes formas de vida: microorganismos,
animales y plantas. La presencia de lectinas en diferentes especies, tejidos o células
ha demostrado la importancia de estas desde el punto de vista biol6gico (Nagoyama et
al., 2002) (Fig. 1.1).

1.2. Lectinas Vegetales

La aglutinacién de eritrocitos por extractos de plantas fue inicialmente observada
por Stilmark en 1988, cuando investigaba proteinas toxicas en Ricinus communis. La
fraccion proteica que causaba la aglutinacion dio el nombre de Ricina (Sharon, 1993).

Las lectinas estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal, abarcando
principalmente las familias Leguminoseae, Gramineae, Algae, Palmae. La familia de
las leguminosas es la que tiene un mayor numero de lectinas aisladas, destacandose
principalmente las de semillas, siendo encontradas también en otras partes de la

planta, como hojas, frutos, raices y vasos.
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Fig. N° 1.1 Accion Biolégica de las lectinas (Ray y Chatlergee, 1995)

1.3. Naturaleza de las Lectinas

El termino lectina deriva del latin legere (seleccionado, escogido), el cual fue
propuesto por Boy y Sharpleigh en 1954. Se refiere a la capacidad de union selectiva
de azlcares particulares. Este término fue generalizado en 1972 para todas aquellas
proteinas ligadoras de azlcares y aglutinadoras de células que no poseen un origen
inmune, encontradas en animales, vegetales y microorganismos (Sharon y Lis, 1989).
Las lectinas constituyen un gran grupo de proteinas o glucoproitenas que poseen la
capacidad de aglutinar células, precipitar polisacaridos y glucoproteinas, debido a que
se ligan especifica y reversiblemente a determinados carbohidratos (Carvalho y
Sgarbieri, 1998).

Las proteinas relacionadas con las lectinas de tipo C constituyen un grupo
estructuralmente homologo, mas con funciones distintas. Algunas de ellas exhiben
actividad de tipo lectina, mientras que otras inducen efectos anticoagulantes en la
aglutinacion y agregacion de plaquetas. Debido a sus diversas actividades biolGgicas,
las relaciones estructura-funcion de estas proteinas, son importantes en el estudio de
las diferencias estructurales que conlleva a sus funciones biologicas (Kini, 1996).

Originalmente aisladas de plantas, principalmente de las semillas, también fueron
obtenidas a partir de varios organismos animales (desde invertebrados hasta
vertebrados) encontrandoseles en la superficie celular estando relacionadas con el

reconocimiento célula-célula (Lis y Sharon, 1986).



También estan presentes en microorganismos, como las enterobacterias, donde son
esenciales para su adhesion al epitelio intestinal; en invertebrados son encontradas en
la hemolinfa con propiedades de resistencia a infecciones (papel analogo al de las
inmunoglobulinas presentes en vertebrados, ya que en su mayoria reconocen y ligan
residuos de acido sidlico). En organismos animales mas evolucionados, las lectinas
son producidas en forma soluble o ligada a la membrana celular (Zatta et al., 1991).
Cuando se encuentran ligadas a la membrana celular, actian como receptores para
ligandos fisiolégicos y asimismo, participan en las interacciones célula-célula a través
de su interaccién con los carbohidratos localizados en las células adyacentes. Es asi
que, ellas juegan un papel fundamental en el control de varios procesos normales y/o
patoldgicos en los seres vivos (Sharon y Lis, 1989).

Se puede decir que las lectinas se hallan presentes en todos los organismos
investigados hasta hoy y la facilidad en ser purificada contrasta con la dificultad en la
delimitacién de sus funciones bioldgicas (Gabius, 1994).

Las lectinas son facilmente purificadas, a través de cromatografia de afinidad, sobre
adsorbentes bioespecificos tales como: polisacaridos nativos o modificados,
glucoproteinas, glucopéptidos, mono o disacaridos ligados a una matriz (Lis y Sharon,
1986).

La deteccion de lectinas es realizada principalmente a través de la prueba de
hemaglutinacién, en la cual se lleva a cabo una dilucién seriada de la lectina antes de
la incubacién con eritrocitos humanos o eritrocitos de otras especies animales, donde
la menor concentraciébn de lectina capaz de aglutinar eritrocitos es determinada
visualmente o fotométricamente (Lis y Sharon, 1987).

Para minimizar los factores que se oponen a la hemaglutinaciéon, se acostumbra
emplear hematies tripsinizados (Lis y Sharon, 1987) y /o fijados con glutaraldehido o
formaldehido (Bing et al., 1967). La fijacion permitira que las células sanguineas se
mantengan estables y puedan ser utilizadas por periodos superiores a un mes, sin
pérdida significativa de actividad (Nowak et al.,, 1976). Usualmente, las lectinas
constan de dos o cuatro subunidades. Cada subunidad tiene una masa molecular de
14 a 30kDa y presenta un sitio de unién para carbohidratos (Sharon, 1993).

La mayoria de las lectinas de las plantas se encuentran en las semillas de los
cotiledones (concretamente en el citoplasma o en el cuerpo proteico) y suponen hasta
un 10% del nitr6geno total, aunque también se pueden encontrar en hojas, tallos,

cortezas y frutos. A nivel celular las lectinas son sintetizadas, procesadas y



transportadas como proteinas que se sintetizan en el reticulo endoplasmico rugoso y
posteriormente se acumulan en vacuolas.

En la imagen siguiente se muestra desde un punto de vista taxonémico la distribucion
de las lectinas conocidas en cada familia de plantas. Los nimeros indican la cantidad

de especies de plantas conocidas que contienen lectinas.
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Fig. 1.2 Distribucion de lectinas en diferentes familias de plantas desde un punto de
vista taxondmico. Nagasuma RC et cols. Glycobiology. 2006; 16(10):938-946.

La region molecular correspondiente al lugar de unién del carbohidrato es un dominio
gue reconoce una secuencia especifica de residuos de azucar, por lo cual es llamado
Dominio de Reconocimiento del Carbohidrato (CDR). Cada subunidad de la lectina
posee por lo menos un DCR. Esta divalencia o polivalencia permite su interaccion con
azucares localizados en la superficie de células adyacentes, dando lugar a la
aglutinacion de células (Lis y Sharon, 1986). Algunas proteinas solubles ligadoras de
lactosa poseen dos o mas dominios diferentes de CDR, pero como estan localizados
en la misma cadena polipeptidica son homélogos (Ozeki et al., 1997).

A pesar de la determinacion de un CDR en lectinas asociadas a un azucar
especifico, su presencia no implica necesariamente que la proteina tenga actividad de
union a carbohidratos (Drickamer, 1988).

Las regiones de la cadena polipeptidica donde se hallan los residuos conservados
del CDR no deben ser vistos como entidades independientes, pues la capacidad de la
lectina de ligarse a carbohidratos es modulada también por otros dominios (Gabius,
1994). La interaccion del CDR con otros dominios adicionales, determinan muchas de
las funciones otorgadas a las lectinas (Taylor y Drickamer, 1993).



1.4. Clasificacién de las lectinas

En la naturaleza, las lectinas son encontradas en las mas diferentes formas de
vida como en microorganismos (Lu-Lu et al., 1992), animales (Gabius, 1994) y plantas
(Peumans y Van Damme, 1995). La presencia de lectinas en diferentes especies,
tejidos o células muestran la importancia de esas moléculas en organismos. De
acuerdo a la estructura y especificidad de sus dominios las lectinas vegetales son
clasificadas por Peumans y Van Damme (1995) en los siguientes tres grupos:

a. Merolectinas, son proteinas que consisten exclusivamente de un unico
dominio ligante a carbohidratos, pequefias y de una Unica cadena y que son incapaces
de aglutinar células debido a su naturaleza monovalente.

MEROLECTINAS - E

b. Hololectinas, son compuestas exclusivamente de dominios que se unen a
carbohidratos, mas contienen por lo menos dos dominios que son idénticos o muy
similares. Se comportan como verdaderas aglutininas y estan presentes en la mayoria

de las lectinas de plantas (Van Damme et al., 1998).

HOLOLECTINAS - P

c. Quimerolectinas, son proteinas compuestas de uno o mas dominios que se
unen a carbohidratos y un dominio no relacionado con una actividad catalitica bien
definida (u otra biologica), que actia independientemente del (los) dominio (s)
ligante (s) a carbohidrato. Dependiendo del numero de sitios que se unen al
azucar, las quimerolectinas se comportan como merolectinas u hololectinas. Las
proteinas inactivadoras de ribosomas tipo-2 (Ricina), que poseen dos dominios
qgue se unen a carbohidratos en cada cadena B. Como hololectinas, se comportan

como aglutinina (Peumans y Van Damme, 1998).
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(Tomado de Kamemura, et. al., 1996).

Cierta clase de lectinas bastante interesantes es aquella representada por las
Proteinas Inactivadoras de Ribosomas (RIPs), enzimas con actividad RNA glucosidasa
capaces de reconocer una region altamente conservada en el RNAr 28S procediendo
a clivar el enlace glucosidico entre una adenina y el nucleétido. Por consiguiente, la
remocion de la adenina conlleva a una inestabilidad del RNA ribosomal impidiendo la
sintesis de proteinas (Peumans et al., 2001).

Las RIPs se hallan divididas en dos clases principales dependiendo de la
composicién de sus subunidades (Barbieri et al., 1993), asi tenemos Las RIPs de tipo
I, que son polipéptidos de cadena simple con una masa molecular de
aproximadamente 30kDa y con un punto isoeléctrico extremadamente basico (pH >
9,5); mientras que las RIPs de tipo Il, son proteinas heterodiméricas con una cadena
funcionalmente semejante a las RIPs de tipo | y otra presentando una actividad
caracteristica de lectina siendo capaces de reconocer carbohidratos en la superficies
celulares (Girbes et al., 1996).

1.5. Especificidad de las lectinas

Las lectinas pueden ocasionar hemaglutinacién distinta. Con relacién a eritrocitos
humanos, algunas lectinas no interactian, otras aglutinan indistintamente esos tipos

de células y algunas exhiben especificidad celular en sus reacciones (Fig. 1.5).
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Las lectinas que presentan especificidad diferenciada para eritrocitos humanos
son eficientemente inhibidas por sacaridos presentes como por ejemplo, cuando la
lectina es especifica para el eritrocito tipo A, ella puede ser inhibida por N-acetil-D-
galactosamina (N-Acetyl-D-Galactosamine), cuando es especifica para eritrocito tipo O
es inhibida fuertemente por la L-fucosa (L-Fucose); cuando es especifica para
eritrocitos tipo B es inhibida por la D-Galactosa (D-Galactose) y cuando es especifica
para eritrocitos tipo AB, puede ser inhibida por la L-Fucosa, N-Acetil-Galactosamina y
D-Galactosa (fig. 1.3y 1.4).

Las lectinas no especificas para el tipo A, B u O del sistema ABO pueden exhibir
especificidad para monosacaridos y/o oligosacaridos.
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1.6 Especificidad de unién a carbohidratos de las lectinas vegetales

Las Lectinas se distinguen entre si de todas las otras proteinas de plantas por su
capacidad de unirse a carbohidratos simples o complejos. Pueden ser subdivididas en
grupos de acuerdo a su especificidad por carbohidratos (Anexo 4). Hace algunas
décadas, solamente las lectinas ligantes de manosa/glucosa, galactosa/GalNAc,
GIcNAc/ (GIcNAc),, Ricino y &cido sialico eran conocidas (Peumans y Van Damme,
1998; Oliveira et. al., 2003).

Un nuevo grupo de especificidad fue adicionado, el de lectinas de
monocotileddneas ligantes de manosa (exhibe especificidad exclusiva por manosa). La
existencia de otro grupo fue revelada por recientes estudios, las lectinas ligantes de
manosa/glucosa de Calystegia sepium (Peumans y Van Damme, 1998). Muchas
lectinas no se relacionan en este grupo de especificidad debido a que no se unen a
mono u oligosacaridos, pues requieren glucanos mas complejos para una eficiente
inhibicién de su actividad hemaglutinante (Peumans y Van Damme, 1998; Salgado y
Valadez 2002).

La especificidad de las lectinas es usualmente determinada por ensayos de
inhibicion de la aglutinacion de células, en la cual diferentes carbohidratos son
utilizados para verificar su capacidad de inhibir la actividad de la lectina. La unién entre
sacaridos y lectinas puede ser observada por métodos fisico-quimicos, como equilibrio
de dialisis, espectrofotometria, fluorometria y resonancia magnética (Sharon et al.,
1990; Wititswannkul, et al., 1998) (Tabla 1.1).
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Tabla 1.1: Especificidad de unién a Carbohidratos de las Lectinas vegetales.

Especificidad

Lectinas

Grupo Fucosa

Fucosa

Grupo
acetilgalactosamina
Galactosa-GalNAc
Gal-GalNAc
Gal-GalNAc
Gal-GalNAc
Gal-GalNAc

GalNAc

Galactosa/N-

Grupo N-Acetilglucosamina

GIcNAc

(GIcNACc)n

Grupo Manosa

Manosa
Manosa/Glucosa
Manosa/Maltosa

Manosa

Grupo Acido Sialico
Acido Sidlico
Neu5AcU(2,6)Gal/GalNAc
Neu5AcU(2,3)Gal/GalNAc

Ulex europaeus

Aleuria aurantia

ricinos (Artocarpus integrifolia)
Clerodendron trichotomun
Soja (Glycine max)

Ricinus communis

Arachis hypogaea

Vicia villosa

Germen de Trigo (Triticum aestivum)

Urtica dioica

Galanthus nivalis
Con A (Canavalia ensiformes)
Calystegia sepium

Lens culinaris

Germen de Trigo (triticum aestivum)
Sambucus nigra

Maackia amurensis

Fuente: Glodstein et. al., 2005 y Cavada, et. al., 1998.
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1.7. Distribuciéon de las lectinas

De las muchas lectinas vegetales que han sido caracterizadas, la mayor parte
correspondiente a lectinas secretorias, se sabe que ellas ingresan al sistema secretor
para acumularse posteriormente en las vacuolas, pared celular y espacios
intercelulares. Por ejemplo, lectinas bien conocidas como la fitohemaglutinina, la
concanavalina A, la aglutinina de soja (Glycine max) y la lectina de arveja (Pisum
sativum) se encuentran en niveles relativamente altos dentro de las vacuolas de los
cotiledones (1 a 8 % de la proteina total), mientras que en bajos niveles dentro del eje
embrionario de las semillas. Estas lectinas son sintetizadas durante el desarrollo de la
semilla junto con algunas de las proteinas de almacenamiento (albuminas y
globulinas) méas abundantes de la misma. Durante la germinacion y crecimiento de la
plantula, las lectinas al igual que otras proteinas de almacenamiento son catabolizadas
por proteasas para suministrar aminoacidos. Las lectinas también a menudo son
abundantes en oOrganos vegetativos tales como raices, rizomas, hojas y tallos.
Asimismo, como ya se mencioné con anterioridad, algunas de estas lectinas son
vacuolares, mientras que otras tales como la lectina ligadora de quitina proveniente de
semilla de Datura stramoniun son extracelulares. A comparacion de las dicotiledéneas,
las lectinas vacuolares presentes en semillas de cereales son menos abundantes (1
ng/gramo seco) presentandose solamente en capas celulares especificas del embrién
(por ejemplo, la aglutinina del germen de trigo presente en la coleoriza y cofia del
embrion) (Etzler, 1986).

Aungue se han propuesto muchas funciones para lectinas vegetales (Etzler, 1986),
se cree que su funcién mas probable de las lectinas vacuolares corresponde a la
defensa vegetal. De otro lado, se ha encontrado que las lectinas radiculares
extracelulares estan involucradas en el reconocimiento de bacterias (Rhizobium sp. Y
Bradyrhizobium sp.) Con la finalidad de establecer la simbiosis como fuera primero
propuesto por Bohlool y Schmidt (1974). Las lectinas radiculares son un importante
determinante de la especificidad de hospedero (Diaz et al., 1989), sin embargo, su
papel podria no estar relacionado con el reconocimiento especifico, lo cual parece ser
mediado por pequefios &cidos grasos acilados y tetrasacaridos sulfatados (Lerouge et
al., 1990), asi las lectinas podrian servir mas bien para aglutinar un gran nimero de
bacterias en la superficie de los pelos radiculares. Su papel en el establecimiento de la
simbiosis podria derivarse de la capacidad de las lectinas para aglutinar e inmovilizar

bacterias como una reaccion de defensa (Chrispeels y Raikhel, 1991).
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Hay un gran nimero de rutas por las que las lectinas vacuolares pueden
interactuar con moléculas de dentro y fuera de la célula. Primero, cuando las semillas
secas se imbiben de agua, las proteinas vacuolares y especialmente las lectinas son
descargadas dentro del agua de imbibicion. Segundo, cuando las semillas u otros
organos vegetales son comidos por los predadores, las lectinas son descargadas
desde las estructuras celulares dafiadas de los tejidos vegetales. Estas lectinas
entonces entrarian en contacto con las glucoproteinas de las células epiteliales que
revisten el tracto intestinal de los predadores, probablemente para inhibir la absorcion
de nutrientes. Tercero, cuando las hifas de los hongos se desarrollan dentro de los
tejidos vegetales, ellas son capaces de dafar la compartimentizacion celular
ocasionando la liberacién de lectinas vacuolares que podrian inhibir el crecimiento
adicional de las hifas (Fountain et al., 1977; Peumans y Van Damme, 1995).

Ademas, cabe indicar que, una especie vegetal es capaz de contener varias
lectinas estructuralmente relacionadas que tengan diferentes propiedades biolGgicas.
Por ejemplo, el ricino contiene dos lectinas distintas que estan estructuralmente
relacionadas y poseen diferentes propiedades biolégicas: la ricina y la aglutinina de
Ricinos communis. La ricina es altamente citotéxica, mientras que la aglutinina de R.
communis es citotoxicamente débil. Chrispeels y Raikhel (1991) compararon cuatro
miembros conocidos de la familia de Fitohemaglutininas (PHA) presentes en el frejol
comun (Phaseolus vulgaris). Los cuatro polipéptidos de esta familia (PHA-E, PHA-L,
Inhibidor de a-amilasa y arcelina) presentan diferentes propiedades biolégicas
(Hernandez, et. al. 2005)

Tabla 1.2 Propiedades biol6gicas de polipeptidos.

Propiedades Biol6gicas de 4 Polipéptidos Pertenecientes a la Familia
PHA
Fitohemaglutininas Propiedades
PHA-E Toxico para mamiferos y aves
PHA-L Toxico para mamiferos y aves
a- Al Toxico para larvas
Arcelina Toxico para larvas
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1.8. Funciones hiolégicas

En los vegetales, la mayor parte de las lectinas se encuentran en 6rganos de reserva
lo cual da una evidencia indirecta de su papel como proteinas de defensa. Aun después
del descubrimiento de las lectinas, los cientificos han estado intrigados por sus posibles
papeles biolégicos. Un avance se presentd cuando se comprendié que la mayoria de las
lectinas vegetales no solo juegan un papel en la misma planta, por ejemplo, como una
fuente de nitrégeno o como un factor de reconocimiento especifico, sino que también
interactuarian con glucoconjugados de otros organismos (Peumans y Van Damme, 1995).

1.8.1 Actividad Antiviral

Casi todas las RIPs (ribosome inactivating proteins) (Fig. 1.9) con actividad antiviral
comprobada hacia virus vegetales corresponden a las RIPs de tipo |, a excepcién de la
RIPs tipo 2 de Eranthis hyemalis. Asimismo, son tres los posibles mecanismos que podrian
estar implicados en la actividad antiviral de las RIPs. Primero, las RIPs actuaran
directamente sobre las particulas virales o acidos nucleicos virales por medio de su
actividad polinucledtido: adenosina glucosidasa. Segundo, las RIPs harian su ingreso de
manera selectiva hacia el citosol de las células infectadas destruyendo la maquinaria de la
sintesis proteica de tal forma que el virus no pueda replicarse e infectar células vecinas. En
este |l amado model o de Asuicidio | ocal o,
integridad de la membrana plasmatica es rota por un vector viral, tal como un &fido o
cuando las células son dafiadas por el proceso de inoculacion mecéanica. Tercero, las RIPs
actuarian a través de la activacion del sistema de defensa vegetal (Peumans et al.2001
Hudak et al., 2000) (Fig. 1.9).

Fuente: Trudy Mckee, James R. McKee: Bloquimica. Las bases moleculares de la vida, Se: www.accessmedicng com
Cerechos © McGramw.Hill Education. Derechos Reservados

Fig. N° 1.9 Accion de los virus a nivel de membrana con la participacion de

glicoproteinas (Spilatro, et. al., 2005).
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El hecho de que surja un efecto directo sobre las particulas virales intactas es
improbable, debido a que los acidos nucleicos se encuentran protegidos fisicamente
de la actividad polinucleétido: adenosina glucosidasa de las RIPs. Sin embrago, tan
pronto como las particulas virales se desensamblan en la célula, el RNA o el DNA viral
puede ser atacado o deadenilado por las RIPs. Ademas, se ha encontrado que la
proteina antiviral de la Phytolacca americana puede inhibir la traduccion del RNA viral
correspondiente a la capside sin que los ribosomas de la célula sean depurinados. Lo
gue se cuestiona es, sin embargo, si el dafio o la inhibicién de la traduccion del RNA
viral es de alguna relevancia in vitro: si la célula es dafiada durante la infeccion, la
pérdida de la integridad celular casi inevitablemente dara lugar a una degradacién de
proteinas y acidos nucleicos por liasas enddgenas liberadas a partir de los lisosomas;
en el caso de que las particulas virales ingresaran exitosamente al citoplasma sin
alterar la integridad celular, no habrian moléculas de RIPs alrededor para dafar el
RNA. El mismo razonamiento sustenta la importancia de la inactivacion de los
ribosomas por las RIPS en la hipotesis del suicidio local. Este modelo también implica
que la infeccion viral esté acompafiada por un severo dafio celular. Ya que la sintesis
de proteinas se detendria casi instantineamente cuando las células perdiesen su
integridad estructural, la depurinacién de los ribosomas por las RIPs podria

escasamente tener un efecto directo (Peumans et al., 2001).

1.8.2 Actividad antibacteriana

La pared de las bacterias no solamente evita interaccion entre los glucoconjugados
presentes sobre la membrana y las proteinas de ligamento de carbohidrato (lectinas),
sino que también impide que estas proteinas puedan penetrar en el citoplasma.
Ademas, las lectinas vegetales no pueden alterar la estructura y/o permeabilidad de la
membrana o perturbar los procesos intracelulares normales de los microbios
invasores. Si bien es cierto que las lectinas juegan un papel en la defensa vegetal
contra las bacterias, esto se da a través de un mecanismo indirecto que esta basado
en interacciones con los carbohidratos de la pared celular o glicanos extracelulares. Se
ha sugerido, por ejemplo, que la lectina de papa (la cual es considerada como una
proteina de la pared celular) inmoviliza cepas avirulentas de Pseudomonas
solanacearum. En cambio, las cepas bacterianas virulentas no fueron reconocidas por
la lectina, escapandose de su actividad ligadora, siendo por tanto capaces de

multiplicarse y propagarse sobre la planta (Sequeiray Graham, 1977).
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Otro mecanismo indirecto de defensa vegetal es, por ejemplo, el bloqueo de los
movimientos de bacterias normalmente matiles en la interfase aire-agua por la lectina
obtenida de la semilla de chamico (Datura stramoniun) (Broekaert y Peumans, 1986).
En vista a que las preparaciones de lectinas utilizadas en estos experimentos fueron
esencialmente puras (purificadas por cromatografia de afinidad) y los efectos fueron
completamente revertidos por fetuina (la cual es fuertemente enlazada por la lectina),
la pérdida de motilidad podria ser adjudicada con certeza a la lectina. Asi mismo,
existe evidencia de que el bloqueo de la motilidad bacteriana in vitro esta
correlacionado con una liberacién rapida y altamente especifica (durante la inhibicion)
de lectina a partir de la cubierta y la epidermis de la semilla. Por neutralizamiento del
movimiento quimiotactico de la bacteria del suelo hacia la semilla germinada, es que la
lectina puede prevenir la invasion de las raices de las plantulas por bacterias
potencialmente dafiinas. Debido a que recientes estudios sobre el ligamento de las
lectinas vegetales en los peptidoglucanos de la pared celular bacteriana indican que
varias lectinas correspondientes a semillas de leguminosas interactdan fuertemente
con el &cido muramico, el acido N-acetiimurdmico y el muramil dipéptido, es que
nuevos esfuerzos estan siendo enfocados al esclarecimiento de su participacion en la
defensa vegetal contra microbios (Ayouba et al., 1994).

Los glicoconjugados de las superficies celulares son conocidos por su desempeifio
importante en las interacciones célula-célula, tales como el reconocimiento, la
comunicacion, adhesién y toxicidad en bacterias. Los analisis extensivos de las
secuencias y estructuras de varias lectinas muestran que a pesar de la
hipervariabilidad de sus regiones de combinacion ellas exhiben un significativo patron
de uniformidad y la especificidad por los diferentes monosacaridos parece depender
de un nucleo conservado de residuos que forma puentes de hidrogeno con el azlcary
una vuelta o lazo variable que determina la forma exacta del sitio de uniéon. La alta
afinidad por oligosacaridos y monosacaridos particulares que contienen sustituyentes
hidrofébicos resulta fundamentalmente de la existencia de distintos subsitios préximos
al sitio de unién a los carbohidratos; subsitios que tienen un pequefio nimero de
residuos y se encuentran tanto en sitios especificos para manosa como para galactosa
(Peumans et al., 2001).

El ndmero de proteinas halladas en la pared de las bacterias, por si mismas, le
confieren una gran complejidad. A este particular debemos afadir que, colectiva e
individualmente, no tienen los mismos patrones de distribucién dentro de la pared ni a

nivel de su superficie, y que se unen entre si de forma covalente y no covalente. Las
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proteinas de la pared celular estan sujetas a regulacion por mecanismos de
transcripcion, que a su vez dependen de las condiciones ambientales y del estado de
crecimiento. De hecho, algunas proteinas de la pared celular actian como sensores
ambientales que inician una sefial que desencadena alteraciones en su expresion
genética. Las lectinas y/o adhesinas, estan localizadas en las bacterias en los pili,
membranas filamentosas de la superficie bacteriana formadas por proteinas de la
membrana superficial. La existencia de receptores especificos en la membrana de las
bacterias puede ser determinada por la presencia de lectinas asociadas a manosa
principalmente. Estos mecanismos regulatorios han sido reconocidos y tomados en
cuenta recientemente; por lo tanto, no han sido explorados aun en profundidad

(Peumans y Van Damme, 1995).

1.8.3 Actividad antifungica

Aunque las lectinas vegetales no puedan penetrar el citoplasma de las células
fungicas debido a la presencia de una gruesa y rigida pared celular, (por ejemplo, a
través de la alteracion de la estructura y/o permeabilidad o una alteracion de los
procesos intracelulares normales), es probable que ejerzan efectos indirectos basados
en la capacidad de ligamiento de las lectinas sobre los carbohidratos expuestos en la
superficie de la pared celular fungica (Peumans y Van Damme, 1995).

En virtud de su especificidad, las lectinas ligadoras de quitina parecen tener cierto
papel en la defensa vegetal contra los hongos (e insectos). Los estudios in vitro que
demostraron la capacidad de la aglutinina de germen de trigo (WGA) de inhibir la
germinacion de esporas y el crecimiento hifal de Trichoderma viridae, apoyaron
fuertemente la hipotesis del papel antifingico de las lectinas vegetales ligadoras de
quitina; hasta que se demostré que la inhibicion del crecimiento fingico fue debido a la
presencia de quitinasas contaminantes en la preparacion de lectinas (Schlumbaum et
al., 1986). Aunque este hallazgo comprometio al principio la actividad antifangica
propuesta para las lectinas vegetales, una prueba mas definitiva fue llevada a cabo
con la lectina libre de quitinasa proveniente de ortiga (Urticaria dioica) la cual inhibia el
crecimiento de Botrytis cinerea, Trichoderma hamatum y Phycomyces blakesleeanus
(Broekaert et al., 1989). EI mecanismo exacto por el cual actla la lectina de ortiga
todavia no ha sido dilucidado, pero ciertamente no se halla basada en una actividad

quitinasa y tampoco afecta el metabolismo normal de las células fungicas. Al parecer,
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solo la sintesis de la pared celular resulta ser afectada como producto de una sintesis
y/o deposicién alterada de quitina (Van Parijs et al., 1992) (Fig. 1.10).

A pesar de la actividad antifangica mostrada in vitro por la lectina de ortiga, aun se
desconoce si tiene alguna actividad protectora in vivo, ya que esta lectina no es capaz
de matar las esporas que empiezan a germinar o el micelio que se desarrolla.
Considerando los efectos alteradores de la lectina de ortiga sobre la pared celular
fungica y la morfologia de la estructura hifal, se cree que la lectina de ortiga esta
involucrada en el control de la colonizacién de los rizomas por la endomicorriza. Tal
papel parcialmente con la localizacion de la lectina en los rizomas y las semillas
(Peumans y Van Damme, 1995).

Fig. N° 1.10 Estructura Tridimensional de la Aglutinina de Germen de Trigo
(WGA)

Como ya se menciond, algunas otras proteinas vegetales ligadoras de quitina
consideradas como lectinas tienen propiedades antifingicas. En un primer grupo estan
las merolectinas ligadoras de quitina, las cuales son proteinas pequefias compuestas
de un uUnico dominio de ligamiento de quitina. La heveina, un polipéptido de 43
aminoacidos provenientes del latex del arbol de caucho (Hevea brasiliensis), tiene
actividad antifungica comparable al de la lectina de ortiga (Van Parijs et al., 1991).
Otras proteinas del mismo grupo, por ejemplo, son polipéptidos ligadores de quitina
compuestos de 30 aminoacidos provenientes de semillas de Amaranthus caudatus, las
cuales manifiestan propiedades antifingicas mas potentes, pero aun incapaces de
matar completamente al hongo (Broekaert et al., 1992). Las Unicas lectinas vegetales
que pueden ser consideradas proteinas funguicidas son las quimerolectinas
pertenecientes a las quitinasas de clase |. Las pruebas in vitro con las enzimas

purificadas, asi como los experimentos con plantas transgénicas, han demostrado que
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las quitinasas de clase | confieren resistencia en contra de hongos fitopatdgenos
(Collinge et al., 1993) (Fig. 1.11y 1.12)
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Fig. N° 1.12 Oligosacéaridos (mostrado en gris), vinculados al sitio de unién de una
lectina (Griffonia Simplicifolia isolectina IV Complejo Lewis b). (Tomado

de The National Center for Biotechology Information, 2011)
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1.8.4. Actividad insecticida

En vista a que las células epiteliales a lo largo del tracto digestivo de insectos
fitofagos estan directamente expuestas al contenido de la dieta y que las
glucoproteinas son los principales constituyentes de estas membranas, el lado luminal
del intestino esta literalmente cubierto de sitios potenciales para el ligamiento de las
lectinas. Por lo tanto, uno facilmente puede imaginar que el ligamiento de la lectina a
un receptor glucoproteinico provoque que el insecto sea repelido, retarde su
crecimiento e incluso muera (Zhu et al., 1998).

Aunque es muy probable que la toxicidad de algunas lectinas esta basada en el
ligamiento especifico a glucoconjugados en algun parte dentro intestino del insecto, el
mecanismo exacto de accion de las lectinas vegetales es desconocido. Sin embargo,
tres tipos de interacciones son posibles, asi tenemos: (a) ligamiento de las lectinas a la
quitina de la membrana peritréfica, (b) ligamiento de las lectinas a glucoconjugados
expuestos sobre la superficie de células epiteliales a lo largo del tracto digestivo, y (c)
ligamiento de las lectinas a enzimas digestivas glucosiladas (Peumans y Van Damme,
1995).

1.8.5. Actividad antitumoral

En el campo de la quimioterapia contra el cancer, el estudio de las lectinas ha
jugado un rol importante. Diferentes estudios in vivo e in vitro con numerosas lectinas
de plantas han demostrado que poseen actividad antitumoral (efecto inhibitorio en el
crecimiento del tumor) y actividad anticarcinogénica (efecto inhibitorio en la induccion
del cancer por carcindgenos). Los trabajos reportados utilizando diferentes lectinas de
plantas en casos de cancer, nos permiten entender que los mecanismos de acciéon de
estas proteinas son muy variados dependiendo de diferentes factores como pueden
ser el origen celular, clase de tumor y concentracion de lectina.

Desde los afos sesenta se reporta la actividad antitumoral de las lectinas de
plantas. La administracion intraperitoneal de ricina (RCA) y abrina (APA) en ratones
inducidos inhibe el crecimiento de los tumores derivados del carcinoma ascitico Ehrlich
y en reportes recientes se describe el mecanismo de toxicidad tanto de la ricina como
de la abrina. En otro trabajo, se demostr6 que la inyecciébn de Con A (Canavalia
ensiformis) produce la inhibicion del desarrollo tumoral en hamsters (células de
polioma transformado 3T3). A partir de entonces se han reportado muchos estudios
con diferentes lectinas de plantas y su efecto en las células tumorales (Van Damme,
et. al. 1995; Tanzima, 2001)
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1.9. Toxicidad de las lectinas

Los efectos toxicos del consumo de lectinas procedentes de las legumbres
afectan al aparato digestivo causando gastroenteritis (pudiendo llegar a ser severa).
Este efecto es causado por las hemaglutininas que se pueden destruir mediante
tratamientos térmicos, como en el cocinado que se detallan posteriormente.

Los primeros sintomas de estos efectos son nauseas y vomitos. Méas tarde
aparecen episodios de diarrea. Estos sintomas que se acaban de mencionar son los
mas comunes entre los pacientes que a veces también manifiestan dolor abdominal.
Otros sintomas que también pueden aparecer son el aumento de la permeabilidad
intestinal, fiebre, deshidratacion y una disminucién de las funciones del higado.

El tiempo de incubacion es corto, aproximadamente entre 1 y 3 horas. Son

sintomas de tipo agudo (al ser tratado la recuperacion del paciente se produce de
manera rapida y de forma completa, es decir, no deja secuelas).
La dosis tdxica que se conoce es a partir de cuatro o cinco unidades de legumbre
cruda. Se ha observado que la legumbre cruda empapada en agua durante horas
reduce la cantidad de hemaglutininas. Este efecto se detalla en el punto 8 mas
extensamente.

Una de las hemaglutininas toxicas es la fitohemaglutinina (PHA), que se encuentra
en Phaseolus vulgaris (alubia roja). La toxicidad producida por esta toxina es mucho
mayor en el Reino Unido que en Estados Unidos porque el consumo de la alubia roja
es mas elevado. El consumo de la alubia roja ha sido prohibido en Sudafrica por los
efectos toxicos que causa en humanos.

Durante los afios 70, se han producido brotes por intoxicacion en el Reino Unido
por el consumo de legumbres crudas.

La actividad hemoaglutinante de estas lectinas se desarrolla a temperaturas entre
25°Cy70°CyaunpHesde4y 11.

Las lectinas tienen un papel importante en la inhibicion de la exocitosis. Tienen un
efecto inhibitorio en la reparacion de la membrana plasmatica por lo que son téxicas
para células dafadas.

En los animales inyectados con extractos de guisante se producen lesiones
patolégicas. Diversos tejidos sufren degeneracion grasa parenquimatosa y edema. En
el higado se pueden observar cambios locales de necrosis y grasa. En el estbmago,
en la pared intestinal y otros érganos se observa hemorragia. En el rifién y en el
miocardio se pueden presentar distensiones de los vasos capilares con numerosos

trombos. Los cambios morfolégicos en ratas alimentadas con guisantes incluyen:
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incremento de peso del rifion y del corazon, atrofia acinar pancreéatica y metamorfosis
grasa del higado. Tales cambios pueden ser atribuidos a la baja disponibilidad de
aminoacidos esenciales y a la baja ingesta de alimentos de los animales que
consumen la dieta de guisantes crudos. Por ejemplo, ratas alimentadas con guisantes
crudos desarrollaron multiples lesiones histolégicas. Por otro lado, se encontrd que las
lectinas del frijol rojo inducen crecimiento del epitelio del intestino delgado, hiperplasia
de las células de la cripta y sintesis de DNA. Pequefias cantidades de aglutinina
ai slada de dafrijol negroo, muestran baj
en ratas (Valladolid, 2006).

La absorcion de glucosa de un asa intestinal ligada en ratas anestesiadas, que
previamente habian consumido una dieta de guisantes o a las que se les administro
aglutininas de Afrij ol negroo mediant e
los guisantes crudos interfieren con la utilizacion de Vitamina E en polluelos. La
hipoglicemia observada en ratas alimentadas con guisantes puede indicar una baja
absorcion intestinal de glucosa. La dieta rica en soya cruda tiene un efecto
goitrogénico. Esto es indicado por el hecho de que la pérdida fecal de Thyrosina a

partir del intestino es mayor en ani mal es al i ment ados <con
control es. Los alimentos de fAsoyaodo cru
grasos en polluelos (sin inhibidor de

disminuyen la utilizacion de Vitamina D en pavos. Estos efectos no son encontrados
cuando | os alimentos incluyen fAsoyaodo c
relacionadas; producen similares lesiones patoldgicas microscépicas. La inflamacion
intensa con destruccion de células epiteliales, edema, hiperemia y hemorragias en los
tejidos linfaticos son muy comunes.

Varios signos de toxicidad pueden incluir: degeneracion grasa y necrosis en el
higado, lesiones degenerativas del miocardio, ademas de extension y presencia de
coagulos sanguineos de los capilares de todos los 6rganos. En el sitio de la aplicacién

de la lectina, con frecuencia se observan hemorragias locales.

In vitro, las lectinas vegetales afectan la mitogénesis de los linfocitos, la
inmunoglobulina agregada induce liberacion de histamina a partir de basofilos y
mastocitos. Cuando los guisantes crudos son suplementados con nutrientes
esenciales, puede ocurrir pérdida de peso y muerte en las ratas en el lapso de 1 a 2
semanas debido a la toxicidad de las lectinas de los guisantes. Se ha encontrado que

los guisantes crudos son toxicos para la codorniz japonesa pero no para las aves

a abso
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ali ment adas con fger meno. Sin embar go,
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intoxicacion humana debido a la ingestion de guisantes crudos o parcialmente

cocinados (Anzai, et. al., 2004).

1.10 Interacciones en el intestino

Las lectinas resisten su degradacion en el intestino delgado y también son resistentes
a la degradacion por las bacterias del intestino. Asi que la mayoria de las lectinas
pasan intactas por el tubo digestivo conservando sus funciones.

Dado que las lectinas pueden unirse a carbohidratos, en el intestino delgado se
pueden unir a receptores con afinidad por la fraccién glucidica de la membrana
epitelial. Estas uniones se pueden dar a lo largo de todo el tubo digestivo desde el
estdbmago al colon distal. Como la superficie glucosilada no es uniforme, es decir,
alguna fraccién glucidica esta ausente en la superficie del intestino delgado, pero esta
presente en el intestino grueso, la lectina que reconoce de manera especifica esa
fraccion glucidica se unird en el intestino grueso y viceversa. Estas uniones pueden
alterar la homeostasis del organismo.

A pesar de toda la superficie de la pared del tubo digestivo esta glicosilada, no todas
las lectinas reaccionan con el epitelio y las que lo hacen, la reaccion depende de la
capacidad de la lectina para reconocer y unirse a los receptores especificos de
carbohidratos.

La union de las lectinas a las fracciones glucidicas provoca que la absorcion de los
nutrientes disminuya por reduccién de la capacidad de los transportadores especificos
de nutrientes.

La union de las lectinas al epitelio intestinal también inhibe la reparacién de la
membrana plasmatica y por tanto, no se pueden reparar las células dafiadas.

Ademas de los efectos sobre el epitelio, las lectinas interaccionan con las enzimas
digestivas provocando una digestion incompleta.

Los mecanismos de toxicidad descritos se ilustran en la imagen siguiente: la lectina
llega al intestino y puede ocurrir que la lectina sea digerida de manera completa y no
aparecen manifestaciones clinicas de intoxicacion, o puede que no se digiera. Si no se
digiere la lectina, se une al epitelio intestinal e interacciona con las enzimas digestivas.
Y como consecuencia se debilita el crecimiento, disminuye la absorcion y no se

regeneran las células dafiadas.
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1.11 Aplicaciones

Biotecnoldgicamente, las lectinas en su mayoria de origen estan siendo empleadas
en cromatografia de afinidad para el aislamiento de ciertas enzimas glucosiladas, asi
tenemos: la Concanavalina A que se une especificamente a a D-Glucosa, a D-
Manosa. Otros ejemplos lo constituyen la lectina de la soja, que se une a a-galactosa
y N-acetil-D-galactosamina, y la lectina de germen de trigo que se une a N-acetil-D-
glucosamina (Lis y Sharon, 1986).

La especificidad de uniéon de ciertos carbohidratos es también muy Util en los
estudios de aislamiento de subpoblaciones celulares, grupos sanguineos Yy
caracterizacion de otros tipos de células (Sakakibara et al., 1985). De este modo, es
gue se pueda llevar a cabo la seleccion de células cancerosas, lo cual parece estar
relacionado con la forma de agrupamiento generado por las interacciones entre las
lectinas y los receptores de superficie celular; mientras que en las células normales
también se da este tipo de interacciones, pero la distribuciéon celular es mas
homogénea (Sharon, 1983).

La importancia de las lectinas para el diagnéstico microbioldgico justamente se
fundamenta en le hecho de que algunas de estas moléculas promueven la aglutinacién
especifica de ciertas bacterias. De este modo, Neisseria gonorrhoeae puede ser
diferenciada de otras especies del mismo género o bacterias analogas, por la
aglutinacion que se produce con la lectina del germen de trigo (Schalla et al., 1985).
Estas también pueden ser empleadas para diferenciar cepas patogenas de
Trypanosoma cruzi, asi como para la caracterizacion de receptores de membrana en
otras bacterias y otros protozoarios (De Miranda y Pereira, 1984).

Las lectinas vegetales constituyen un grupo muy heterogéneo de glucoproteinas
capaces de reconocer y unirse especificamente a ciertos carbohidratos (Poretz et al.,
1986). Las lectinas de leguminosas han sido localizadas principalmente en semillas,
aunque también se han descrito en tejidos vegetativos. Estas moléculas al parecer se
desempefiarian como proteinas de reserva y de defensa (Etzler, 1986).

La amplia aplicabilidad de las lectinas ha hecho de que estas moléculas se
conviertan en instrumentos valiosos para la medicina y la industria. La disponibilidad
de un gran numero de lectinas con diferentes especificidades para carbohidratos ha
conllevado a su amplio empleo como reactivos para estudiar carbohidratos simples y

complejos, en solucidn y sobre superficies celulares (Lis y Sharon, 1986).
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Debido a la facilidad con que interactian con las membranas de los liposomas es
que se les ha considerado como excelentes mediadores de sistema transportadores
de drogas, ya que demostraron la capacidad de permitir una liberacion méas gradual de
los farmacos en sitios especificos. Cuando se encuentran unidas a la membrana
celular actian como receptores para ligandos fisioldgicos, asi como en los procesos
de adhesién a través del reconocimiento de carbohidratos especificos localizados en
células adyacentes (Nicholls y Mulley, 1982).

Debido a la afinidad de las lectinas por las células neoplasicas es que vienen
siendo utilizadas como marcadores celulares en transformaciones neoplasicas, asi
como también en la caracterizacion morfologica de la microvasculatura de carcinomas
humanos, el reconocimiento de células capilares endoteliales y sus procesos durante

la angiogénesis (Peumans et al., 2001).

1.12 Estructura primaria de las proteinas

La estructura primaria de las proteinas viene determinada por la secuencia de
aminoacidos en la cadena proteica, es decir, el nUmero de aminoécidos presentes y el
orden en que estan enlazados. La conformacién espacial de una proteina se analiza
en términos de estructura secundaria (cuando ciertas fuerzas de atraccién causan que
la molécula se pliegue) y estructura terciaria (si la molécula se vuelve mas compacta).
La asociacion de varias cadenas polipeptidicas origina un nivel superior de
organizacion, la llamada estructura cuaternaria. Las cadenas laterales de aminoacidos
emergen a partir de una cadena principal. (fig. 1.13) Por convencion, el orden de
escritura es siempre desde el grupo amino-terminal hasta el carboxilo final (Sharon y
Lis, 1990).

Conocer la estructura primaria de una proteina no solo es importante para entender
su funcioén (ya que ésta depende de la secuencia de aminoacidos y de la forma que
adopte), sino también en el estudio de algunas alteraciones genéticas. Es posible que
el origen de una alteracion genética radique en una secuencia anormal. Esta
anomalia, si es severa, podria resultar en que la funcién de la proteina no se ejecute

de manera adecuada o, incluso, en que no se ejecute en lo absoluto.
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Figura N° 1.13 Estructura primaria covalente de Lectina de Glycine max (Soja).
(Sharon, 1998).

1.12.1 Estructura primaria de las lectinas

La mejor caracteristica de la familia de las Leguminosas es la presencia de lectinas
en su composiciéon bioquimica. Esta familia incluye lectinas como ConA, aglutininas de
soyay lectinas de lentejas. Otras dos familias més pequefias de plantas cuyas lectinas
se han caracterizado son las gramineas (cereales, como el germen de trigo) y
solanaceas (patata y el tomate). Debido a la enorme diversidad de hidratos de carbono
vinculantes a las especificidades entre planta y lectina, algunos investigadores
clasificaron de acuer do a | os carbohidratos pequefos
reconocen, por ejemplo, galactosa vinculante o GIcNAc vinculante a lectinas. Las
lectinas de leguminosas y cereales difieren considerablemente en términos de
estructura primaria/secundaria/terciaria y su modificacién postraduccional debido a la
presencia de metales y otros glucidos vinculantes a esta actividad (Etzler, 1992).

La mayoria de lectinas de leguminosas son metaloproteinas (fig. 1.14)
estrechamente vinculado con Ca ** Mn * y Zn; que son esenciales para la actividad
vinculante o aglutinante. Los metales pesados pueden ser quelados con EDTA de
forma reversible para inactivar las proteinas. Las lectinas de leguminosas han
compartido secuencias de consenso que permita su facil identificacion. La estructura
primaria de las lectinas puede presentar regiones muy conservadas con residuos de
fenilalanina. A su vez contiene una secuencia de consenso con presencia de residuos
de valina y glicina. El responsable del dominio vinculante a Mn **y Ca ** contiene
valina y residuos de acido aspartico. Las leguminosas contienen lectinas que se
sintetizan como precursores de péptidos de aproximadamente 30 kDa dentro de los
organulos secretores de las células vegetales y por lo general oligomerizados para

formar homodimeros y homotetrameros.
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Durante la biosintesis, algunas leguminosas presentan lectinas proteoliticas y
exfoliados pueden generar cadenas de ti po b, que apoiaminad di r 8§ ¢
terminal y una cadena U, que coincidir8 con e
lectina jacalina, en Artocarpus heterophyllus, es una estructura tetramérica de dos
cadenas de Il ectina (65 kbDa) (masa mol33ecul ar
residuos aminoac2di cos y U R24aresidacs.dJnassituéiciord e a mi n
excepcional se produce con la conocida lectina ConA de frijoles. ConA es también
proteolitica, pero las dos cadenas son transpuestas y se reintegran, con la formacion
de un nuevo péptido para generar la proteina nueva. De este modo, con respecto a
otras |l ectinas, l a madurez amino terminal de
carboxilo terminal corresponde a una <cadena
con otras lectinas, ConA exhibe lo que se conoce como homologia "circular" (Peumans
y Van Damme, 1998).

Fig. 1.14 Estructura secundaria de una metaloproteasa: Adamalisina. Los enlaces
disulfuro se muestran las conexiones por lineas dobles. Espirales estan etiquetados

con letras mayusculas (A a E) y (3-ejes con numeros romanos (I a V).

Muchas leguminosas presentan lectinas que son glicoproteinas, que contienen N-
glicanos que se sintetizan por las vias tipicas y se encuentran en las células animales.
Dos lectinas comunes son ConA y las aglutininas del germen de trigo, no glucosiladas.
Las lectinas de la familia Solanaceae, tales como la lectina de patata y D. stramonium
son aglutininas, también son glicoproteinas, pero que contienen altas cantidades de
azucares inusuales, como tri-y tetra-llar abi nof ur anosi des en vincu

residuos de hidroxiprolina y galactosa, resid
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Para algunas leguminosas las lectinas, los N-glicanos pueden no ser necesarios para
la actividad, ya que las proteinas recombinantes expresadas en E. coli pueden obligar
a los glucidos con una especificidad similar a lectinas nativas.

La naturaleza oligomerica de la mayoria de lectinas de plantas genera
multivalencia y alta afinidad, ya que, en la mayoria de los casos, una subunidad tiene
un carbohidrato en el lugar de unién y muestra relativamente una baja afinidad. En
algunas semillas, hay multiples lectinas, estas especies reversibles puede asociarse
para constituir complejos heteroméricos. Por ejemplo, en Phaseolus vulgaris, (frijol
rojo) presentan dos lectinas denominadas E4-PHA y L4-PHA, asociadas a que hagan
todo lo posible para formar el heterotetramero E1L3-PHA, E2L2-PHA, y E3L1-APS. La
mayoria de lectinas vegetales son oligoméricas y las subunidades se mantienen

unidas relativamente, pero no covalentemente (Wright 1997).
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Figura N° 1.15 Estructura de diferentes lectinas representadas en diagramas de
Ribbo (cintas). A. Monomeros de diversas lectinas. B. Variaciones en

laestructura primaria y cuaternaria de lectinas (Wright, 1997).
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1.13 Caracteristicas Cucurbita maxima

Cucurbita maximaes el nombre cientifico de wuna especie de
plantas cucurbitaceas originaria de zonas templadas del sur de América, que junto con
otras especies emparentadas (Cucurbita pepo, C. moschata, C. argyrosperma)
forman un grupo de especies de calabazas cuyas variedades cultivadas, de las que se
cosecha su fruto maduro o inmaduro, poseen usos culinarios indistinguibles (son los
zapallos, calabacines, zapallitos, auyamas, ahuyamas, pipianes, ayotes, etc.). Es la
especie a la que pertenecen las variedades de fruto mas grande, entre las que se
encuentran las calabazas gigantes utilizadas en los concursos de tamafios, y en
el Cono Sur de América la variedad "zapallito" (Cucurbita maxima var. zapallito) es la
mas consumida inmadura como verdura de estacion. Posee una subespecie
silvestre, Cucurbita maxima subsp. andreana (a veces encontrada con su nhombre
binomial y anterior nombre de especie, Cucurbita andreana), que se distribuye desde
el centro de Argentina hasta Uruguay, de la que incluso desde varios kilbmetros de
distancia puede llegar el polen a las variedades cultivadas de su propia especie
haciendo que sus semillas se desarrollen como plantas de fruto amargo y no
comestible. No hibrida con las demés especies.

Figura N° 1.16 Zapallo maduro. Cucurbita maxima

1.14. Taxonomiay variedades

Luego del libro de Linneo (1753) tomado como punto de partida de la
nomenclatura botanica moderna, libro del que se tomé el nombre de género Cucurbita,
fue Antoine Nicolas Duchesne (1747-1827), quien trabajaba en Francia, el primero que

intentd de forma sistematica cruzar varios cultigenos del género, concluyendo que
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entre sus accesions habia 3 especies bhiolégicas (comunidades reproductivas), a una
de ellas la llam6 Cucurbita maxima. Décadas mas tarde, Charles Naudin estudi6 la
cruzabilidad dentro de Cucurbitay confirmé los hallazgos de Duchesne, en 1896
agregaria la descripcion de la especie Cucurbita andreana a partir de semillas de
una Cucurbita silvestre enviada desde Uruguay por el colector E. André, de quien tomo
el nombre el epiteto. Paris y Maynard (2008).

Los estudios de cruzas concluyeron, como los locales informaban, que la
cultivada Cucurbita maximay la silvestre Cucurbita andreana podian hibridar
libremente entre si por lo que pertenecian a la misma especie bioldgica (comunidad
reproductiva), pero no fue hasta 1982 que el taxdbnomo Filov recircunscribio el
concepto taxonémico de Cucurbita maxima como una comunidad reproductiva, de
forma de agregar en su composicién de organismos a las poblaciones silvestres, y
dentro de ella nombro los conceptos taxondémicos de una subespecie "silvestre" y una
"domesticada”, con sus propios caracteres distintivos, la "silvestre" presumiblemente

ancestro de la cultivada.

a. Las 2 subespecies de Filov (1982):

Cucurbita maxima subsp. Maxima, que agrupa las variedades cultivadas.

Cucurbita maxima subsp. Andreana, la subespecie silvestre.

Las variedades cultivadas poseen una gran variacion en los caracteres de su fruto, lo
cual ha resultado en numerosos intentos de clasificacion infraespecifica, que en
general no han ganado aceptacién debido a que no reflejan relaciones genéticas o no
consideran la variacion mundial en los caracteres (Paris y Maynard 2008). Los
problemas de nomenclatura en Calabazas, calabacines, zapallos, zapallitos y nombres

afines.

b. Habitat y distribucién

Es originaria de América, donde se desarrolla de forma silvestre, en poblaciones
agrupadas bajo el nombre de Cucurbita maxima subsp. Andreana. Los registros mas
antiguos de su cultivo se encuentran en la cultura Las Vegas, en la peninsula de Santa
Elena (Ecuador). Estos vestigios fueron estudiados en los afios setenta y ochenta por
la arquedloga estadounidense Karen Stother. Los restos mas antiguos hallados en la
costa de Peru datan de méas de 6000 a. C. Y hace 2 mil afios ya era domesticada por
la Cultura Mochica. Luego de los viajes de Coldn fue introducida en época temprana

en Europa junto con las demas Cucurbita cultivadas y de ahi al resto del mundo.
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c. Agroecologiay cultivo

Como es general en cucurbitaceas se desarrolla mejor a 25-30°C y muere con las
heladas, junto con C. pepo poseen los cultivares mas tolerantes a las temperaturas
mas frescas, mientras que C. argyrospermay C. moschata son las que poseen los
cultivares mas tolerantes a las temperaturas mas altas. El resto como en las demas
especies, en Cucurbita pepo, C. maxima, C. moschata, C. argyrosperma. Paris y
Maynard (2008)

g

Figura N° 1.19 Produccion de la diversidad de zapallos, maduracion de

frutos y semillas
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Taxonomia: Paris y Maynard (2008)
Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Orden: Cucurbitales
Familia: Cucurbitaceae
Subfamilia: Cucurbitoideae
Tribu: Cucurbiteae

Género: Cucurbita

d. Fruto: El fruto de las Cucurbitdceas es uno de los mas grandes del reino vegetal.
Es indehiscente, con el pericarpo carnoso adherido al pericarpio, y se lo clasifica como
una baya infera. Las variedades de zapallo criollo y de Angola son numerosas, y la
lista aumenta constantemente debido a la hibridacién y la seleccién artificial, de modo
gue los caracteres del fruto presentan amplias variaciones especialmente en cuanto a
forma, tamano, consistencia de la corteza y color. Algunas variedades de C. pepo
tienen frutos que son redondos, chatos, y festoneados en los bordes, o alargados y de
cuello curvo, mientras otras tienen frutos cortos en forma de garrote, o en forma de
bellota y con una amplia variedad de acanalados. Las variedades de C. maxima
incluyen el tipo Hubbard, cuyo fruto es groseramente eliptico, terminando en
pedunculo encorvado. Otras tienen forma de turbante debido a que el receptaculo
carnoso y el ovario divergen mas distanciados que de ordinario. Los frutos en forma de
banana son alargados y un poco puntiagudos en ambas extremidades. La forma de los
frutos de C. moschata también es variable y algunos tienen cuellos alargados y
encorvados, mientras otros son mas ovales o esféricos. La superficie puede ser lisa,
verrugosa, o cubierta de espinas u otros tipos de formaciones. Los frutos jévenes de
casi todas las variedades llevan pelos de una o varias clases que pueden persistir 0 no
hasta la madurez. La corteza puede ser blanca, verde, amarilla, roja o irregularmente

manchada o con manchas dispuestas en bandas. Paris y Maynard (2008)

e. Semilla: Las semillas son grandes, chatas, ovadas, y una de las extremidades
termina en punta. El peso aproximado es de 50 mg para las cultivares de frutos
pequefios y de 250 mg para las de frutos mas grandes. El mayor tamafio les provee de

una gran reserva cotiledonal que favorece la germinacion y el establecimiento de las
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plantulas (Loy, 2004). La forma, el color, el borde y la cicatriz que se forma en el hilo
varian tan caracteristicamente que permitieron idear una clave para separar las cuatro

especies por sus caracteres. (Hayward, 1953).

Figura N° 1.20. Tamafio de las semillas de Cucurbita maxima.

Las semillas maduras no contienen endospermas funcionales. El embrion llena por
completo la cubierta de la semilla y las reservas se almacenan en los cotiledones en
forma de lipidos, en pequefios cuerpos esféricos denominados esferosomas, y de
proteinas, en organulos de proteinas. En el fruto, los componentes predominantes del
mesocarpio son carbohidratos, mientras que en las semillas predominan lipidos y
proteinas, que aportan hasta el 80-85% del peso seco (PS) del embrion. La
temperatura Optima para la germinaciéon va de 25 a 30 °C y se inhibe por debajo de los
15 °C. En el Cuadro 1 se consignan los caracteres botanicos diferenciales de las

principales especies cultivadas del género Cucurbita. (Mayer y More 1998).
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