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RESUMEN

Se presenta un estudio comparativo de 4 métodos de extraccion de la lectina del
haba (favina). A partir de la favina, por hidrélisis con tripsina, se obtuvo la frac-
cion peptidica con actividad hemoaglutinante. Para esta fraccion se encontro
un peso molecular entre 11000-15000 Daltons y su posible localizacion en la
cadena 3 de la favina.

ABSTRACT

Comparative study of four methods for extraction of favin from Vicia faba was
performed. A fraction with hemagglutinant activity was obtained by tryptic
hydrolysis of favin followed by purification by affinity chromatography on
Sephacryl-5-200. The hemagglutinant fraction showed a molecular weigth
between 11000-15000 Daltons, and possibly located in the § chain of the favin.

INTRODUCCION

Las lectinas son proteinas presentes tanto en semillas de leguminosas (1) como
en algunos peces e invertebrados (2). Su peso molecular varia entre 20.000 y
400.000 Daltons, presentandose la molécula en subunidades asimétricas, asocia-
das en dimeros o tetrameros segin el pH (3). Tienen la propiedad de unirse a
carbohidratos que forman parte de glicoproteinas y glicolipidos (4), y poseen
propiedades biologicas tales como: capacidad hemoaglutinante (5), actividad
mitotica (6), proteccidon contra infecciones bacterianas (7) y efectos antinutri-
cionales (8).

La favina, lectina del haba con peso molecular aproximado de 47500 Daltons,
posee una cadena < (51 residuos de aminoacidos) y una cadena f8 (180 residuos
de aminoacidos), presentando residuos de glucosamina (1.6%0) y manosa (7.4%)
unidas a la asparagina 168 (9,10)
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De los estudios realizados sobre la favina hasta el presente no se conoce la parte
estructural de la molécula que le confiere su propiedad hemoaglutinante. En este
trabajo se estudio el efecto de la hidrolisis triptica sobre la capacidad hemo-
aglutinante de la favina, para tratar de elucidar la fraccion peptidica que le con-
fiere dicha propiedad.

PARTE EXPERIMENTAL
Optimizacion del método de extraccion de la favina,

La favina se obtuvo a partir de la harina de haba seca, variedad Cundinamarca.
Se emplearon 4 métodos de extraccion (diagrama No. 1) teniendo en comdn la
extraccion con NaCl 1% (p/v) y el proceso de purificacién por cromatografia
de afinidad en Sephacry! S-200.

Diagrama No. 1
ESQUEMA COMPARATIVO DE LOS 4 METODOS DE
EXTRACCION DE LA FAVINA
HARINA DE HABA Extraer con NaCl 1%
relacion 1:5 (p/v)
SOBRENADANTE ~ centrifugar 400 rom
1
B il e i g voog
Sobrenadante Precipitado Sobrenadante Retentato
t b } ¢ | f v d
Precipitado Retentato Retentato Favina
- { d + d
Retentato Favina Favina
i d
Favina Ajustar pH a 4.65 y centrifugar a 4000 rpm.

. Precipitar con (NH4)g 804 al 50%0, reposo 24 horas a 4°C.
Dializar y concentrar en amicén de PM 10.000.

. Cromatografia de afinidad, dializar y Hofilizar,

Precipitar con EtOH 70% y centrifugar a 4,000 rpm,
Concentrar en amicon de PM 10.000,

mrasTE

La lectina obtenida por los 4 métodos fue comparada en caracteristicas mediante
las siguientes pruebas:

a)- Aglutinacion - 4 mg de liofilizado (favina mas NaC1 0.3%o) disueltos en 1 ml
de NaCl al 1% se mezclaron con suspension de eritrocitos al 2% en NaCl
1% en relacion 1:1 y 1:2. La formacidn del aglutinado se observo directa-
mente a las 2 horas 30 minutos y se valord de acuerdo a la escala serologica
(0: ausencia de aglutinacién, + 4: maxima aglutinacion) (11).
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b) Inhibicion - Los ensayos de inhibicion se realizaron utilizando soluciones de
glucosa, fructosa y manosa el 9% en NaCl 19%o. Se mezcld: solucion de favi-
na liofilizada (4 mg/ml en NaCl 1%), solucion de eritrocitos al 2% en NaCl
19%0 y la solucién de carbohidratos en relacion 1:2:1. La formacion del aglu-
tinado se observd directamente y se valord mediante la escala serologica.

¢) Porcentaje de proteina - Determinado por el método de Lowry (12).

L
d) Titulo de la proteina - Determinado por diluciones seriadas de los liofilizados
de favina en soluciones de NaCl 1%. E! titulo de una proteina se define
como el inverso de la maxima dilucién de una solucion de proteina de con-
centracion conocida que presente actividad hemoaglutinante (13).

e) Electroforesis - Se realizaron electroforesis en disco utilizando gel de poliacril-
amida (GPA)T7Cs en buffer Tris-glicina 100 mM pH 8.3 y electroforesis
en placa con y sin dodecilsulfato de sodio (SDS) en buffer Tris-glicina 100
mM pH 8.3 y en buffer fosfatos 0.2M pH 7.1.

Hidralisis triptica de la favina

Se empled como agente hidrolizante Tripsina bovina Merck (3.5 U/mg) y Trip-
sina Sigma T-8003 con actividad comprobada.

Se realizaron algunos ensayos preliminares para determinar las mejores condi-
. ciones de trabajo; éstos incluian: variacion de la relacion enzima-sustrato, varia-
cion en el tiempo de hidrolisis, variacion en el tiempo de toma de alicuotas para
el control de la hidrolisis. El curso de la hidrolisis se siguio por colorimetria
cuantitativa después de reaccion con ninhidrina, haciendo un control paralelo
de la actividad hemoaglutinante y de la inhibicion de ésta por carbohidratos.

Se realizaron varios ensayos para detener la actividad triplica sin afectar la acti-
vidad hemoaglutinante. Estos ensayos incluyeron:

a) Disminucion del pH. - Se utilizé icido acético en diferentes concentraciones
(3, 5, 15 y 30% v/v) con tiempos de contacto entre 30 minutos y 2 horas,
realizando controles cada 5 minutos y acido tricloroacético el 2 y 10%0 vjv,
con tiempos de contacto entre 1 y 15 minutos, realizando controles cada
minuto. Después del tiempo de contacto se centrifugd vy el sobrenadante se

neutralizd para realizar la prueba de aglutinacion.

b) Empleo de agentes quimicos - Se utilizo sulfato de zinc 0.1, 0.01 y 0.001M
con tiempo de contacto de las soluciones de 30 segundos.

¢) Variacién de la temperatura. - Se emplearon temperaturas de 92°C durante
2 minutos y 4°C durante 15 y 30 minutos.
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Curvas de hidralisis enzimdtica de la favina,

Establecidas las mejores condiciones de trabajo se realizaron simultaneamente
ensayos de hidrolisis de la favina en buffer fosfato 0.2M pH 7.0 a 4°C y 37°C,
utilizando relaciéon enzima/sustrato 1/100 (p/p) y autodegradacién de la tripsina
a 379C. Se tomaron alicuotas cada 4 horas para realizar ensayos cuantitativos de
ninhidrina y ensayo de eritroaglutinacion.

Separacion de los péptidos obtenidos por hidrélisis triptica de la favina.

Para la separacion de los péptidos se empled una columna de Sephacryl 5-200
{42x3 cm). La muestra hidrolizada se eluyd inicialmente con NaC1 1% y poste-
riormente con glucosa 5% en NaCl 19%. Las fracciones recolectadas se leyeron
a 230 y 280 nm. A las fracciones eluidas con glucosa, que presentaron absorcion
en el UV se les determind su actividad hemoaglutinante e inhibicion de ésta por
carbohidratos. Las fracciones activas se reunieron y filtraron a través de mem-
brana de amicon PM 30.000 Daltons. La fraccion eluida presentd actividad y
fue filtrada a través de amicon PM 10.000 Daltons, liofilizandose la parte reteni-
da que presento actividad hemoaglutinante.

Pruebas de caracterizacion de la fraccion peptidica con actividad hemoagluti-
nante,

Esta fraccion fue caracterizada mediante las siguientes pruebas:
a) Deteccion de carbohidratos mediante ensayos de Molisch, Felhing y Barfoed.

b) Electroforesis analitica en GPA, en buffer Tris-glicina 100 mM pH 8.3 con y
sin SDS. La tincion se hizo con azul de Coomassie y peryodato Schiff.

¢) Electroforesis en GPA en buffer fosfato 0.2M pH 7.1 con SDS, para determi-
nar peso molecular,

d) Anilisis cualitativo de aminoacidos por cromatografia bidimensional en capa
delgada, de una muestra hidrolizada previamente con HC| 6N durante 24
horas a 110 2C, empleando como eluentes isopropanol:amoniaco:agua 12:1:1
en una direccion y butanol:icido acético:agua 4:1:1 en la otra. El revelado se
hizo con solucién de ninhidrina/Cu(NO3)2 y calentamiento a 100°C,

RESULTADOS Y DISCUSION
Optimizacion del método de extraccion de la favina
La favina obtenida por cada uno de los 4 métodos de extraccidon presentd igual
perfil de elucién, al someterla a cromatografia de afinidad. Por tanto, para la ex-

traccion de la favina no es necesario someter la harina de haba a diferentes tra-
tamientos, que conllevan a un mayor consumo de reactivos y tiempo, sino que
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directamente puede ser purificada del extracto salino, por filtracion en membra-
na de amicon de peso molecular 10.000 Daltons,

Pruebas de caracterizacion

Las pruebas de caracterizacion se realizaron sobre liofilizados de favina, que
contienen NaCl, y no sobre favina pura, pues cuando la concentracion de NaCl
es menor de 0.3%0, la favina es insoluble (13).

a) Aglutinacion e inhibicion, - La favina obtenida por los 4 métodos de extrac-
cién presentd igual capacidad hemoaglutlnante (+ 4), la cual fue inhibida
totalmente por glucosa, manosa o fructosa al 5%.

b) Porcentaje de proteina. - En los 4 métodos se obtuvo un porcentaje de protei-
na muy similar, con valores de 8.3 £0.2%.

¢) Titulo de la proteina. - En los 4 métodos de extraccion el titulo especifico de
la proteina fue del orden de 3.0, Este resultado permite establecer que se re-
quiere de una concentracion de proteina mfinima (0.33 mg/ml) para que en
ella sea detectable |a propiedad hemoaglutinante.

d) Electroforesis. - El comportamiento de la favina obtenida por los 4 métodos
de extraccion fue igual en las diferentes electroforesis realizadas. En la elec-
troforesis en GPA en buffer Tris-glicina 100 mM pH 8.3, sin SDS, la concen-
tracion de la muestra es determinante pues a concentraciones halas (4 mg del
liofilizado/ml) aparece una sola banda, resultado que concuerda con la lite-
ratura (13), mientras que al aumentar la concentracion (8-10 mg/mi), apare-
cen 2 bandas adicionales, igualmente concordantes con la literatura (14). En
laS mismas condiciones anteriores pero adicionando SDS, la electroforesis
mostro la aparicion de una banda de gran migracion (Rf 0.66); la bibliografia
consultada no reporta resultados en estas condiciones. En la electroforesis
en GPA en buffer fosfato 0.2M pH 7.1, con SDS, se presentaron un par de
bandas (correspondientes a las cadenas = y J de la favina), resultados que
coinciden con los descritos en la literatura (9). Los resultados de |a electrofo-
resis en las mismas condiciones pero sin SDS mostraron la aparicion de una
banda de pequena migracion, resultado que concuerda con lo descrito en la
literatura (15).

Hidralisis triptica de la favina.

a) Ensayos preliminares. - La realizacion de estos ensayos permitio establecer
que la hidrolisis triptica de la favina no afectd la actividad hemoaglytinante,
alin después de 95 horas de hidrélisis, y ain wutilizando relaciones altas de
enzima/ sustrato (1/40), 1a actividad se mantuvo.

b) Inhibicidn de la tripsina. - La actividad hemoaglutinante de la fraccion pepti-
dica, liberada durante la hidrdlisis triptica, desaparecio por el tratamiento con
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soluciones de acido acético o acido tricloroacético en diferentes concentracio-
nes.

El e{npleg de agentes quimicos como el sulfato de zinc causd la hemédlisis de eri-
trocitos, impidiendo observar cualquier aglutinacion.

La actividad hemoaglutinante desaparecid al someter la fraccion peptidica a
altas temperaturas (92°C) en tiempos bastante cortos (2 min.). Sin embargo, a
bajas temperaturas (4°C durante 15 y 30 min.) su actividad hemoaglutinante

permanecio, pudiendo asfjnhibirse la actividad enzimatica de la tripsina sin afec-
tar la actividad de la fraccion peptidica.

Curvas de hidrélisis enzimatica de la favina,

La hidrolisis enzimética de la favina a 37°C se verifico rapidamente durante las
10 primeras horas (grafica No. 1); de 10 a 18 horas su velocidad disminuyo y
después de 18 horas no se presentd mas hidrélisis. Durante todo el tiempo de hi-
drolisis la actividad hemoaglutinante se mantuvo constante y fue inhibida por
los mismos carbohidratos utilizados en los ensayos preliminares.

A 49C la curva obtenida fue practicamente una paralela a la abcisa, durante todo
el tiempo de hidrolisis. Este comportamiento indica que la actividad triptica, a
esta temperatura, fue casi nula debido a que la tripsina, como toda enzima,
posee un rango optimo de temperatura (alrededor de 379C) para su actividad.

Grifica No. 1

CONTROL DE HIDROLISIS TRIPTICA DE LA FAVINA
Y AUTOLISIS DE LA TRIPSINA POR EL METODO DE
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En la curva de autodegradacion de la tripsina a 37°C se observa que después de
20 horas, la autdlisis de ésta es bastante notoria. Sin embargo, este aumento no
se registrd en la curva de hidrolisis de la favina a 379C porgue posiblemente
existe algln tipo de interaccion entre los péptidos generados por la hidrolisis
triptica y la tripsina, que le confiere a ésta cierto grado de estabilidad e impide
su autodegradacion.

Separacion de los péptidos obtenidos por hidrélisis triptica de la favina.

Se determind que la fraccion peptidica con actividad hemoaglutinante posee
un peso molecular comprendido entre 10000 v 30000 Daltons. Este resultado
indica que la actividad hemoaglutinante observada no es debida a la favina sino
a péptidos liberados durante su hidrolisis.

Pruebas de caracterizacion de la fraccion peptidica con actividad hemoagluti-
nante.

Deteccion de carbohidratos, - La fraccion peptidica activa no posee carbohidra-
tos, lo cual indica que no son indispensables para dicha actividad.

Electroforesis. - El comportamiento de la fraccion peptidica en electroforesis
en GPA, en buffer Tris-glicina 100 mM pH 8.3 (Rf0.17 y 0.34) y buffer fosfato
0.2 M pH 7.1 sin SDS (Rf 0.08), fue diferente al de la favina (9) y al de la trip-
sina (Rf 0.14 y 0.91 respectivamente). Dicha fraccion posee una carga parcial
negativaapH 8.3.

Al realizar la electroforesis en buffer Tris-glicina 100 mM pH 8.3, con SDS, la
fraccion peptidica presentdé una sola banda difusa que migra con el frente del
solvente, mientras que con la tripsina y la favina la migracion fue menor (Rf
0.8 y 0.7 respectivamente).

La tincidon con peryodato-Schiff presento resultados positivos para la favina y
negativos para la tripsina y la fraccion peptidica, comprobandose que dicha
fraccion no contiene carbohidratos.

Determinacion de peso maolecular por electroforesis. - Por interpolacion en la
curva de logaritmo decimal del peso molecular de proteinas patrones vs, distan-
cia de migracion relativa, se encontrd que el peso molecular de la fraccion pepti-
dica oscila entre 11000 y 15000 Daltons.

Analisis cualitativo de aminoacidos. - En la fraccion peptidica activa se detecta-
ron 4 aminoacidos: lisina, serina, alanina y glicina, y posiblemente también estan
presentes triptofano, treonina y valina. Teniendo en cuenta que la secuencia de
aminoacidos de la favina se conoce perfectamente, los aminoacidos detectados
en la fraccion activa solo se presentan en forma simultanea en el péptido deno-
minado T7 (10) presente en la cadena B de la favina.
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