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Resumen

La presente investigacion se realiza en base a estudios anteriores sobre
actividades hemaglutinantes de lectinas extraidas de legumbres. El
extracto de semillas maduras de Lupinus mutabilis Sweet, que se obtuvo
a partir de una extraccion salina, presentd su efecto aglutinante en una
suspension fresca de hematies humanos del subgrupo B (Clasificaciéon
ABO), lavados y suspendidos al 5% en su maxima concentracién y a
una temperatura de 4°C.

Los extractos de Lupinus mutabilis Sweet se obtuvieron a partir de
semillas que fueron molidas a polvo fino, tamizadas y preparadas de
acuerdo con las recomendaciones de la American Association of Blood
Banks (AABB), determindndose ademas el grado de madurez de las
semillas, la temperatura y la concentracion adecuadas. Preparacion de
las muestras extraidas de 176 bolsas de Donantes sanos (Eritrocitos
humanos normales), previamente lavados tres veces en Solucion Salina
y llevados al 5%, fueron incubados con las distintas soluciones de
lectinas a temperatura ambiente y de refrigeracion (4°C) durante el
ensayo de hemaglutinacién se registro que de los 176 donantes; 140
son "0”, 23 “A”, 12 “B” y uno "AB”.

Determinandose a su vez que al minuto los hematies pierden la
capacidad de aglutinarse con el extracto crudo de las semillas maduras

de Tarwi a su maxima concentracion a 4°C.



Abstract

This research was done based on previous studies of hemagglutination
activities lectin extracted from legumes. The extract of ripe seeds of Lupinus
mutabilis Sweet, which was obtained from a saline extraction, introduced its
binder effect in a fresh suspension of human erythrocytes subgroup B (ABO
classification), washed and suspended at 5% in maximum concentration and 4
°C.

The extracts of Lupinus mutabilis Sweet were obtained from seeds were ground
to fine powder, sifted and prepared in accordance with the recommendations of
the American Association of Blood Banks (AABB), also determining the degree
of maturity of the seeds, the temperature and appropriate concentration.
Preparation of the samples from 176 bags from healthy donors (normal human
erythrocytes), previously washed three times in Saline and brought to 5%, were
incubated with various solutions of lectins at room temperature and cooling (4 °
C) during the test hemagglutination was record of 176 donors; 140 are " O ", 23
"“A" 12 " B " and one of them " AB ". Determined to turn at minute red cells
lose the ability to coalesce with the crude extract of mature seeds Tarwi to its

maximum concentration at 4 ° C.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1.Problema de la Investigacién

1.1.1. Descripcion de la Realidad Problemética

El lupino, como lo es el Tarwi, es una legumbre comunmente
usada en la alimentacion humana y animal, compuesto de
proteinas, minerales y fibra dietética. Sin embargo su valor
nutritivo puede verse afectado por diversos factores anti
nutricionales tales como las lectinas. El gran potencial de las
lectinas ha despertado un interés cientifico para fines de
diagnéstico clinico y la demostracién que es una herramienta util
para la investigacién de hidratos de carbono en las superficies

celulares, siendo la mas estudiada la hemaglutinacion.

Las lectinas poseen dos propiedades importantes, una accion
mitogénica y una accion hemaglutinante, esta especificidad
permitiria usar a las lectinas como reactivo de determinacion de
grupos sanguineos y en la identificacion de individuos secretores
en centros de salud rurales donde el acceso a los reactivos para
la determinacion de grupos sanguineos suele ser dificil, siendo un

procedimiento sencillo y de bajo costo.

1.1.2. Formulacion del Problema
1.1.2.1. Problema Principal
¢, Cual es el efecto del extracto de Lupinus mutabilis Sweet en

la hemaglutinacion de los eritrocitos humanos del servicio de

11



Banco de Sangre del Hospital Nacional Carlos Alberto Seguin
Escobedo, Arequipa. 20167.
1.1.2.2. Problemas Secundarios

a) ¢Como es el extracto de Lupinus mutabilis Sweet en el
Servicio de Banco de Sangre del Hospital Nacional Carlos
Alberto Seguin Escobedo, Arequipa. 2016?

b) ¢Cbmo es la hemaglutinacion de los eritrocitos humanos en
el Servicio de Banco de Sangre del Hospital Nacional
Carlos Alberto Seguin Escobedo, Arequipa. 2016?

1.1.3. Horizonte de la Investigacion

A. Campo :Salud
B. Area :Tecnologia Médica - Laboratorio Clinico y
Anatomia Patologica

C. Linea :Inmunohematologia y Banco de Sangre

1.1.4. Justificacion
La actividad hemaglutinante de las lectinas son una gran
promesa, los extractos salinos de semillas reaccionan con
carbohidratos especificos de las membranas celulares, lo que los
convierte en reactivos de tipificacion Gtiles y muy especifico en las
diluciones apropiadas. El extracto diluido de Dolichos biflorus
aglutina los globulos rojos A; pero no los A,. El extracto Ulex
Europeus reacciona contra el determinante H. Existen otras
lectinas valiosas como las de Arachishypogaea (anti-T), Glycine
max (anti-t y anti-Tn), Vicia graminea (anti-N) y Salvia sclarea
(anti-Tn) para investigar la poliaglutinacion de globulos rojos. Es

decir, hay mucho campo para investigar otros extractos salinos de
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1.1

semillas que puedan aglutinar hematies y nos ayuden a una
tipificacion mas especifica. En el presente trabajo se busca
determinar este fendbmeno usando un extracto salino de semillas
de Lupinus mutabilis (Tarwi), debido al gran porcentaje de
proteinas que contiene y calcular el 6ptimo mecanismo de estas
segun diversos factores que favorecen a su actividad como la
temperatura.
Siendo la extraccion salina un método factible y de bajo costo si
se tiene un laboratorio con el instrumental basico, se pueden
descubrir mas reactivos que ayuden a tipificar diversos sistemas
sanguineos en centros de salud donde reactivos de determinacion
suele ser un bien escaso y asi, contribuir con estas lineas de
investigacion y dejar una base para estudios posteriores.
Objetivos
1.1.1. Objetivo General
Determinar el efecto del extracto de Lupinus mutabilis (Sweet) en
la hemaglutinacién de eritrocitos humanos del Servicio de Banco
de Sangre del Hospital Nacional Carlos Alberto Seguin Escobedo,
Arequipa. 2016.
1.1.2. Objetivos Especificos
a. Analizar el extracto de Lupinus mutabilis Sweet (tarwi)
en el Servicio de Banco de Sangre del Hospital Nacional

Carlos Alberto Seguin Escobedo, Arequipa. 2016.
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1.2.

b. Analizar la hemaglutinacion en los eritrocitos humanos
en el Servicio de Banco de Sangre del Hospital Nacional
Carlos Alberto Seguin Escobedo, Arequipa. 2016.
Variables
1.2.1. Identificacion de Variables
a. Variable Independiente: Extracto de Lupinus mutabilis
Sweet.
El lupino andino (Lupinus mutabilis Sweet) es una planta
leguminosa. Se caracteriza por tener elevado contenido de
proteina y acidos grasos. A su vez, siendo una leguminosa
posee lectinas, que son glicoproteinas caracterizadas por ser
capaces de unirse a carbohidratos especificos. Si estos
carbohidratos se encuentran en la membrana del eritrocito, las
lectinas pueden provocar su hemaglutinacion, por lo que

reciben el nombre de hemaglutininas.

b. Variable Dependiente: Hemaglutinacién
Es la aglutinacion de los hematies o gldbulos rojos. Se debe a
la presencia de antigenos en los eritrocitos capaces de
reaccionar con anticuerpos o bien con proteinas especificas
de algunos microorganismos (entre las que destacan

las hemaglutininas).

1.2.2. Operacionalizacion de Variables

14



Variables Dimensiones Indicadores Subindicadores | Instrumentos
1.1.1.1. 10%
Ficha
1.1.Extraccion
_ 1.1.1. Concentracion Observacional
salina o
1.1.1.2. 40% de Campo
1. Extracto de
Lupinus mutabilis
1.1.1.3. 100%
Sweet
1.2.1.1. 4°C Ficha
1.2. Condicién
1.2.1. Temperatura Observacional
del ensayo
de Campo
1.2.1.2.25°C
2.1.1.1. Fenotipo
apr
2.1.1.2. Fenotipo
2.1. Ficha
HBH
2.Hemaglutinacion | Aglutinacion 2.1.1 Fenotipo ABO’ Observacional

directa en tubo

2.1.1.3. Fenotipo

non

2.1.1.4. Fenotipo

“AB”

de Campo
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Antecedentes Investigativos

1.2.3. A Nivel Internacional
A. ROJAS R. NARDA, ASCARRUNZ G. EUGENIA.
Produccion de fitohemaglutinina a partir de dos variedades
de poroto rojo (Phaselus vulgaris) y control de su actividad
mitogénica y genotdxica. La Paz, Bolivia. 2001.
Resultados: a) EI analisis de varianza de la
fitohemaglutinina de las tres variedades de poroto rojo
(Carioca mairana) mostr6  diferencias  altamente
significativas en relacion al tipo de variedad y a la dosis
utilizada, es decir, que hubo un comportamiento diferente
en cada planta y entre dosis. b) Las pruebas de indice
Mitotico y Proliferacion Celular demostraron que la
fitohemaglutinina obtenida fue de similar calidad que la
fitohemaglutinina comercial. Conclusiones: 1) La
produccion de Fitohemaglutinina fue realizada en pequefa
escala a partir de tres variedades de poroto rojo (Carioca,
Carioca Mairana), sin embargo estas dos variedades
tuvieron un comportamiento diferente en relacion a las
pruebas utilizadas para medir su actividad como producto
mitogénico. 2) Por lo tanto la Fitohemaglutinina producida
de la variedad Carioca y Carioca Mairanase comportaron

de forma similar a la fitohemaglutinina control.
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B. FALCON, A.; BEECKMANS, SONJA; VAN DRIESSCHE, E.
Investigacion en la actividad hemaglutinante en tres
especies de lupino. La Habana, Cuba. 2000. Resultados:
a) El extracto con la concentracién de 20%, 40%, 60%, y
80% en las tres especies de L. mutabilis, estudiadas
permitié una total actividad hemaglutinante, reciprocos a la
concentracion de la proteina diluida. b) A partir de nuestros
resultados, es evidente que la actividad de hemaglutinina
contra eritrocitos de conejo estaba presente en las tres
especies probadas y, en todos los casos, fue necesario
afadir sulfato de amonio hasta la saturacién del 80%, con
el fin de precipitar todas las hemaglutininas. c) De acuerdo
a la determinacion de enlaces de carbohidratos se pudo
inhibir la hemaglutinacion por haptenos, teniendo la L.
angustifolius la mayor especificidad a la galactosa.
Conclusiones: 1) Los resultados estan de acuerdo con
trabajos previos que demuestran la alta especificidad de las
hemaglutininas de L.albus y L.angustifolius para la
galactosa. 2) Estos resultados nos permiten prepararnos
columnas adecuadas para la purificacién y caracterizacion

de hemaglutininas presentes en las especies de altramuz.
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C. LUQUE T. ERNESTO. Comparacion entre las lectinas
extraidas de la semilla y la raiz de Pisum sativum. Narifio,
Colombia. 1997. Resultados: a) La lectina presente en la
raiz no se solubiliza en cloruro de sodio al 1%, los mejores
resultados se obtuvieron con citrato 0,1 M. b) Llevar al
extracto de raiz a un pH neutro provoca la pérdida de la
actividad  eritroaglutinante.  Conclusiones: 1) Se
demostraron diferentes comportamientos de ambas
lectinas en las pruebas realizadas, lo que sugiere que se

tratan de lectinas diferentes.

D. M. V. RODRIGUEZ. Caracterizacion del efecto aglutinante
de lectinas de la familia de las fabaceas sobre los
eritrocitos humanos mediante el andlisis de imagenes.
Santa Fe, Argentina. 2014. Resultados: a) Se midié el
perimetro (P) y el area (A) de los distintos aglutinados
obtenidos, donde la Glycine max y Medicago sativa
demostraron una aglutinacion visible y sensible a células A.
Conclusiones: 1) Los resultados obtenidos son de utilidad
como un parametro adicional del control de calidad, lo que
permitiria, ajustando las condiciones de preparacion de las
lectinas, tales como concentracién, pH y fuerza ibnica,
utilizarlas como reactivos hemoclasificadores en el

laboratorio.

18



1.3.

1.2.4. A Nivel Nacional

DE AMAT HERBOZO C. Determinacion de la actividad
mitogénica in vitro del extracto de lectinas de semillas
de Lupinus mutabilis Sweet (tarwi) sobre poblaciones de
linfocitos humanos de sangre periférica. Lima, Pera.
2015. Resultados: a) El extracto de lectinas del ecotipo
Patébn Grande mostr6 mayor actividad hemaglutinante
sobre glébulos rojos de conejo comparado con los de
carnero y humano. b) Se evidenci6é proliferacion y
activacion en los cultivos de células mononucleares,
obteniéndose un aumento en la expresion del receptor
para IL-2 en linfocitos T (CD25+), alcanzando un
43.7£1.4% (p<0.01) a 1 pg/mL de extracto. c) El
porcentaje de linfocitos CD3+ fue superior respecto al
control sin lectinas (p=0.02); mientras que las
subpoblaciones CD4+ y CD8+ mantuvieron las mismas
proporciones que el control, indicando que no existe
estimulacion preferencial entre ambas. Conclusiones: a)
Las lectinas del ecotipo Paton Grande tienen actividad
mitogénica sobre linfocitos T y estimulan indistintamente

a linfocitos T CD3+/CD4+ y CD3+/CD8+.

Base Teorica
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.  LUPINUS MUTABILIS SWEET (TARWI)

A. TRATAMIENTO SISTEMATICO

UBICACION TAXONOMICA (1)

Reino:Plantae
Division:Magnophyta
Clase:Magnoliopsida
Orden:Fabales
Familia:Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribu:Genisteae
Género:Lupinus
Especie:L.mutabilis

Variedad: Sweet

B. DENOMINACIONES CULTURALES (1)
Nombre comun: Aymara: tauri (Bolivia); Quechua: tarwi, tarhui
(Bolivia, Pert), chuchus muti (Bolivia), chocho, chochito
(Ecuador y Norte del Perd), chuchus (Bolivia), ccequella
(Azangaro Peru); Castellano: altramuz, lupino, chocho; Inglés:

Andean lupine, pearl lupin.

C. COMPOSICION QUIMICA
El tarwi, Lupinus mutabilis Sweet, es una leguminosa que fija
nitrogeno atmosférico en cantidades apreciables de 100
kg/ha, restituyendo la fertilidad del suelo cultivada en el area

andina desde épocas preincaicas. Se desarrolla en valles
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templados y areas alto-andinas. Su cultivo y consumo del
grano paulatinamente estan siendo disminuidos en los paises
andinos, sobretodo en Colombia, Argentina y Chile, no solo
por falta de difusion de las formas de uso, sino también por el
desinterés de las instituciones encargadas de promover su
consumo Yy cultivo, a pesar de su gran valor nutritivo y
resistencia a factores adversos climéaticos en las zonas donde
se siembra. Su cultivo se mantiene desde Ecuador, Peru,
Bolivia hasta Chile y el noreste argentino, bajo distintos
sistemas de produccion. Los pobladores pre-incas
domesticaron a esta planta, lo cual fue plasmado en
cerdmicas y tejidos. Sin embargo, fue desplazada por la
introduccién de cultivos europeos y a causa de esta
marginacion, el Tarwi ha sido una de las especies mas
afectadas debido a su fuerte sabor amargo por su contenido
de alcaloides en el grano. Por lo que requiere de un proceso

de lavado que elimine esos alcaloides. (1).

El Tarwi posee un alto contenido de nutrientes donde se
destaca la proporciéon de proteina y grasas. Los valores de
proteina y grasa son de 59% y 10.58%, respectivamente.
Aunqgue otras especies también presentan valores similares,
para el caso del L. mutabilis el valor maximo de proteina es de
49.22% en cotiledones. El valor proteico de la semilla entera y
los cotiledones es superior al de otras materias primas

comlUnmente utilizadas en la industria alimentaria, como la
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soya que tiene valores aproximados de 40%.Desde el punto
de vista nutritivo estos resultados confirman que lupino es una
leguminosa de alto potencial energético. Por otra parte, se
encontr6 que las semillas de lupino contienen 7.35% de
nitrogeno total, 55.95% de carbono y 9.83% de hidrégeno.
Con base en el contenido de cenizas (5.52%) se estima que el

contenido de oxigeno equivale a 21.35%. (2).

DESCRIPCION BOTANICA

El Tarwi es una planta anual que crece desde los 1500
m.s.n.m., se desarrolla en valles templados y areas alto
andinas; y es muy resistente al ataque de insectos. Es una
leguminosa herbacea erecta. Presenta una raiz pivotante
profunda que puede extenderse hasta los 3 metros de
profundidad. Su tallo es robusto y lefioso, alcanzando una
altura de 05 a 2m. Sus hojas estdn compuestas
generalmente por ocho foliolos que varian entre ovalados a
lanceolados. La inflorescencia presenta una corola grande de
1 a 2cm, con cinco pétalos. El color de sus flores varia desde
azul a morado. Las semillas estan incluidas en una vaina y
varian de forma (redonda, ovalada a casi cuadrangular),
miden de 0,5 a 1,5cm. Los colores del grano incluyen blanco,

amarillo, gris, ocre, pardo, castafio, marron. (3).
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E. LEGUMBRES Y LECTINAS

Las lectinas estan ampliamente distribuidas en el reino
vegetal, abarcando principalmente las familias Leguminoseae,
Greminaeae, Algae, Palmae. La mayoria de las lectinas
vegetales se agrupan en cuatro grandes familias; Lectinas de
leguminosas, lectinas que unen quitina, lectinas toxinas que
inactivan al ribosoma (RIP) y lectinas monocotiledoneas
especificas de manosa.

La familia de las leguminosas es la que tiene un mayor
namero de lectinas aisladas, desatandose principalmente las
semillas, como el “trigo”, “frejol”, “soya”, etc. También han
sido aisladas de hojas, frutos, raices y vasos, en las
leguminosas pueden llegar a constituir del 23 al 28% de las
proteinas totales de las semillas. De las muchas lectinas
vegetales que han sido caracterizadas, la mayor parte
correspondiente a lectinas secretoras, se sabe que ellas
ingresan al sistema secretor para acumularse posteriormente
en vacuolas, pared celular y espacios intercelulares. (4).

La Concanavalina A, que es una proteina que se obtiene de la
planta Cannavalia enzyformis, actia especificamente
uniéendose a restos de a D-glucosa y a D-manosa.
Otra lectina vegetal importante es la que se encuentra en el
frijol rojo, Phaseolus  vulgaris se sabe que
tiene accion mitogénica, es decir, que tiene la capacidad de

aglutinar especificamente células malignas, lo cual ha
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desarrollado un gran interés en investigacion para utilizarlas

como tratamiento para el control de crecimiento de tumores.

(5).

F. CONCEPTO DE LECTINA (6)
Las lectinas son proteinas o glicoproteinas naturales de
origen no inmune, presentes tanto en animales como en
vegetales, bacterias o virus, que se caracterizan por poder
unirse a carbohidratos especificos o libres. Si estos
carbohidratos se encuentran en la membrana de célula
pueden causar su aglutinacion (por lo que reciben el nhombre
de hemaglutininas y fitohemaglutininas en caso de ser lectinas
vegetales) y son capaces de un reconocimiento especifico
para un determinado carbohidrato uniéndose reversiblemente,
sin alterar la estructura covalente de los ligandos glicosidicos

reconocidos.

Hasta el momento no se sabe exactamente cual puede ser su
funcién bioldgica. Es posible que sea muy diversa, desde el
reconocimiento del propio polen a la defensa frente a

insectos.

Independientemente de esto, las lectinas son herramientas
muy utilizadas en bioquimica, para el estudio de
glicoproteinas, asi como en biologia celular y en investigacion

médica.
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G. ESTRUCTURA DE LAS LECTINAS
Las lectinas estan compuestas por una cadena polipeptidica en
la cual pueden estar unidos uno o mas residuos de
carbohidratos, normalmente de 2 a 15 monosacaridos
residuales, que pueden estar constituidos principalmente por
dos 0 méas azlcares como: D-manosa, D-galactosa, D-glucosa,
L-fucosa, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-D-galactosamina,

acido salicilico, glucosamina y galactosamina. (7).

El término lectina se aplica a proteinas o glicoproteinas de
origen no inmune que reconocen de manera especifica
carbohidratos de la superficie celular o en suspensién,
aglutinan células y precipitan glicoconjugados; las lectinas
poseen por los menos dos sitios de reconocimiento a

carbohidrato, de ahi su capacidad para aglutinar células.(9).

Las lectinas no poseen actividad enzimatica y no son producto
de una respuesta inmune. Estas proteinas se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido
identificadas en diversos organismos como Vvirus, bacterias,
hongos, plantas, asi como en vertebrados superiores. Aunque
varias de estas proteinas poseen especificidad por estructuras
sacaridicas semejantes, presentan actividades biolégicas
diversas, como son: la aglutinacién de eritrocitos de diferentes
especies, la estimulacion mitogénica de linfocitos e inhibicion
de la fagocitosis. Debido a la capacidad de estas proteinas

para interactuar con células de la respuesta inmune, algunas
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lectinas poseen efectos inmunosupresores, otras también son
téxicas, inhiben el crecimiento de células tumorales y participan
en la adhesion celular. Todas las actividades biolbgicas
reportadas para las lectinas tienen en comun el reconocimiento

de un receptor oligosacaridico. (8).
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H. PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LAS LECTINAS (10)

La fitohemaglutinina (PHA) o lectina aglutina tanto hematies
como leucocitos, se une a determinados oligosacaridos y
estimula la mitosis en diferentes estirpes celulares, dentro de
ellas los linfocitos. Estas lectinas estan mas abundantes en
semillas, donde alcanza entre el 5 y el 10% del contenido
proteico total y comprende cinco glicoproteinas tetraméricas
(isolectinas) (PM=115000+4130 D, por ultracentrifugacion),
muy estables sobre todo en medio acido y formadas por dos
polipéptidos (L=leucocito y E=hematie) en las combinaciones
(L4, L3E1l, L2E2, L1E3, E4). Las subunidades E
(PM=31700+600 D) son responsables de la eritroaglutinacion,
pero muestran poca 0 ninguna actividad mitogénica, mientras
que las subunidades L (PM=29900£200 D) confieren
propiedades leucoaglutinantes a la proteina nativa y tienen la

maxima actividad estimulante de la mitosis.

Las dos subunidades difieren en la secuencia de aminoacidos
desde el residuo 1 al 7, pero son idénticas en las posiciones 8
a la 24. Los residuos 12 y 60 de cada subunidad son una
asparagina glicosilada. Los dultimos tres residuos de las

subunidades son también semejantes.
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Las isolectinas tienen una composicibn aminoacidica muy
semejante; solo difieren en los aminoacidos treonina, lisina y
arginina 'y carecen de aminoacidos azufrados. Los
oligosacaridos presentes en la proteina tienen un alto
contenido de manosa (4 %) N-acetil-D-glucosamina (2,2 %)
(Digestion con a -manosidasa Yy endo-b -N-
acetilglucosaminidasa H). Aparecen también otros

carbohidratos como fucosa y xilosa.

|. FUNCIONES BIOLOGICAS DE LAS LECTINAS (11)
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 bioldgicos. La funciéon que
realice dependera del microorganismo u organismo en el que
se encuentren. En caso de bacterias y hongos, es de
determinar la patogenicidad de bacterias y parasitos,
reconocimiento de determinantes no inmunes de la fagocitosis
y el de determinantes de la adhesion celular. Las plantas la
usan como unién de bacterias fijadoras de nitr6geno y una

proteccion contra fitopatdogenos.

Mientras que los animales usan las lectinas como reguladores
de la migracion y adhesion celular. Reconocimientos de la
adhesion no inmune en la fagocitosis y union a otros tipos de

células.
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J. LOCALIZACION Y FUNCION EN LAS PLANTAS (12)

La PHA se acumula, sobre todo, en las vacuolas de
almacenamiento del parénquima de los cotiledones de las
semillas, pero también se concentra en las raices de la planta,
especificamente en las vacuolas de los meristemas de las
raices primarias y en las paredes celulares de las raices
elongadas. Mediante PCR reverso-transcriptasa se ha
demostrado la existencia casi exclusiva de ARNm de la
isoforma PHA-E en estos ultimos sitios. Se presume que la
PHA junto con la arcelina y el inhibidor del alfa-amilasa
participa en mecanismos de defensa en la planta. Estas ultimas
dos proteinas son consideradas formas truncadas de la PHA
en las cuales se han perdido, una y dos de las vueltas o lazos
necesarios para unirse a carbohidratos, respectivamente,
aboliendo de ellas esta propiedad. La PHA actua protegiendo
las semillas contra virus, bacterias, hongos y herbivoros
invertebrados, papel determinado en gran medida, por la
capacidad de reconocer y unirse a glicanos extrafios a la

planta.

K. BASES ESTRUCTURALES DEL RECONOCIMIENTO E
INTERACCION CON LOS CARBOHIDRATOS
La gran mayoria de las propiedades bioldgicas de las lectinas
estudiadas hasta el momento se basan en la capacidad para

reconocer e interactuar con diferentes carbohidratos. La
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especificidad para estas moléculas varia ampliamente entre las
diferentes lectinas, condicionado por la variabilidad estructural
de los sitios de unién, donde las interacciones hidrofébicas, las
modificaciones postraduccionales y la oligomerizacién juegan
un papel esencial. Los analisis extensivos de las secuencias
y estructuras de varias lectinas muestran que a pesar de la
hipervariabilidad de sus regiones de combinacién, ellas exhiben
un significativo patrén de uniformidad, y la especificidad por los
diferentes monosacéaridos parece depender de un ndcleo
conservado de residuos que forma puentes de hidrégeno con
el azicar y una vuelta o lazo variable que determina la forma
exacta del sitio de unién. La alta afinidad por oligosacéridos y
monosacaridos particulares que contienen sustituyentes
hidrofébicos resulta fundamentalmente de la existencia de
distintos sub-sitios préximos al sitio de wunién a los
carbohidratos; sub-sitios que tienen un pequefio nimero de
residuos y se encuentran tanto en sitios especificos para

manosa como para galactosa. (9).

Las unidades estructurales de los carbohidratos,
monosacaridos o azucares sencillos pueden engarzarse entre
si en varios puntos y de varias formas, si tenemos en cuenta la
isomeria a/f. Los aminoacidos de las proteinas y los
nucledtidos de los acidos nucléicos se limitan, en cambio, a
generar estructuras lineales, lo que restringe su diversidad.

Merced a tamafia capacidad de crear un repertorio amplio de
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isbmeros a partir de unos pocos azUcares sencillos, los
polisacéridos constituyen las moléculas de reconocimiento por

excelencia. (13)

El potencial informativo codificado en la estructura de los
polisacéridos (lo que ha dado en llamarse glicocodigos) se
descifra en la union selectiva de lectinas a glicanos. Los
polisacaridos gozan de una amplia distribucion en sistemas
unicelulares y organismos pluricelulares. Se encuentran de
forma libre o unidos (por un enlace covalente) a proteinas o
lipidos en la membrana celular, a proteinas de la matriz

extracelular, a proteinas de los fluidos biolégicos y otras. (13)

Las lectinas son el medio de fijacion de diferentes tipos de
células, bacterias, virus o toxinas. En algunos casos las
lectinas de superficie de las células se unen a carbohidratos
acoplados a proteinas (glicoproteinas) o lipidos (glicolipidos),
funcionando como sitios de union a lectinas. Las interacciones
de estas lectinas con células pueden ser inhibidas en muchos
casos por carbohidratos, lo que ha proporcionado utiles
marcadores celulares que son empleados en técnicas
histoquimicas y en la microscopia electronica para estudiar la

estructura y funcion de la membrana plasmaética. (9)

Los microorganismos van a utilizar este mecanismo para
realizar los procesos de infeccion. El primer reporte, realizado

en la década de los 50, fue con el virus de la influenza, donde
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demostraron que los virus reconocen carbohidratos especificos
en las células hospederas. Este mismo mecanismo es
empleado por bacterias, hongos y protozoarios. En plantas, las
lectinas participan en la proteccidbn contra insectos vy
microorganismos dafiinos, controlan la germinacioén, transporte
y almacenamiento de azUcares y en la simbiosis. El primer
reporte de su papel protector se obtuvo cuando se alimentaron
escarabajos con una dieta rica en lectinas de frijol negro, lo que
resultd en la muerte de las larvas. En cuanto a la proteccion
contra microorganismos patégenos se basé en las
observaciones de Barkai- Golan en las cuales lectinas inhibian
la esporulacion y el crecimiento de hongos como Trichoderma
viride, Penicilium notatum y Aspergillus niger, posteriormente

se descubrieron los mismos resultados para otros hongos. (9)

En animales las lectinas realizan una gran diversidad de
funciones, relacionadas con el reconocimiento celular como
son: fertilizaciéon, regulacion del tejido conectivo, apoptosis
(muerte celular programada), en respuestas inflamatorias (en
infecciones locales), en el sistema inmune y en la
determinacion y diferenciacion tisular en diversas fases

embrionarias.(9)

Dentro de las lectinas hepéticas, el receptor sialoglicoprotéico,
reconoce residuos terminales de galactosa en glicoproteinas
séricas, determinando asi, la vida media de proteinas

glicosiladas. El receptor para manosa fosfato, se encuentra
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involucrado crucialmente en el trafico intracelular de enzimas

lisosomales. (13)

En los procesos de defensa no inmune o inmunidad nata,
participan diferentes lectinas, que en ausencia de opsoninas
(anticuerpos y complementos) se unen a carbohidratos
presentes en las superficies de los microorganismos
patdgenos, provocando su encapsulacién y muerte, proceso
llamado lectino-fagocitosis. Dentro de las lectinas identificadas
estan: El receptor especifico para manosa, presente en
macrofagos; La lectina-1 especifica paraglicanos presentes en
hongos; Las lectinas solubles que unen a manosa (MBLs, en el
grupo de colectinas), que atacan a los microorganismos que
presentan manosa en sus superficies como son hongos y
microbios, pero no ataca a las unidades de oligo-manosa de
glicoproteinas de mamiferos, debido a que tienen un arreglo

estructural diferente. (13)

Actualmente se estan enfocando esfuerzos por parte de
investigaciones en ciencia basica y en la industria para aplicar
carbohidratos para terapias anti-adhesion contra

microorganismos patégenos. (22)
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L. APLICACIONES DE LAS LECTINAS

Dadas las propiedades de aglutinar células sanguineas, la PHA
se utilizé inicialmente como medio para separar glébulos rojos
de la sangre total. Al demostrarse posteriormente el efecto
mitogénico, el espectro de aplicaciones se incrementd y
actualmente se usa como factor estimulante de la proliferacion
en cultivos de diferentes estirpes celulares, incluido los
linfocitos, en los que también actua sobre
los procesos bioquimicos relacionados con la respuesta

inmune. (14)

Otras aplicaciones incluyen el estudioin vitrode los
mecanismos bioquimicos de la apoptosis y de la proliferacion
celular en linfocitos, su empleo como marcador histoquimica en
estudios de neurofisiologia, neuroanatomia y en el proceso de
envejecimiento del SNC, como marcador farmacoldgico para el
seguimiento de la respuesta al tratamiento y toxicidad de
medicamentos 'y  en la  produccion y mejora

de medios diagnosticos y métodos analiticos. (15).
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.  HEMAGLUTINACION

A. AGLUTINACION (16)

En la reacciéon de aglutinacion, los principios son los mismos que
en la precipitacion, la diferencia radica en que en este caso el
antigeno no es soluble sino particulado (ejemplo: bacterias,
células, glébulos rojos etc.).

La formacién de las redes dara como consecuencia agregados en
forma de grumos en el fondo del tubo. El antigeno no se encuentra
en solucién sino en suspension y al ser una particula grande, se
formen o no los agregados, sedimentara; la diferencia entre una
reaccion negativa, donde lo que vemos en el sedimento es solo el
antigeno y una positiva, donde se forman los complejos, esta dada
por la caracteristica visual del sedimento que, en el primer caso
sera un boton homogéneo de células y en el segundo
seran grumos. Cuando el anticuerpo esta dirigido contra antigenos
constitutivos de la particula, se trata de una aglutinacion directa, por
ejemplo la determinacién de grupos sanguineos o la deteccién de
antigenos bacteriano, mientras que la interaccion del anticuerpo con
un antigeno soluble cualquiera acoplado a una particula inerte o a
una célula, como por ejemplounglébulo rojo, se denomina
aglutinacion pasiva. Esta es mas sensible que la directa debido a la
posibilidad de regular la densidad de los determinantes sobre la
superficie de la particula.

La aglutinacion puede ser:
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i.  Cualitativa: Es la tipica reacciébn de determinacion de
grupo sanguineo, donde se ponen en contacto la sangre a
determinar con sueros de distintos grupos, y se considera
la produccién.

ii. Cuantitativa: No es muy usada, consiste en medir
proteinas en el aglutinado.

iii. Semicuantitativa: Esta técnica se realiza normalmente en
micro tubos o placas de fondo en U y consiste, al igual que
en el caso de la precipitacion, en colocar concentraciones
constantes de uno de los reactivos en contacto con
concentraciones variables del reactivo a determinar. Asi,
obtenemos el titulo, que sera, igual que en todo ensayo
semicuantitativo, la inversa de la mayor dilucion que da un

resultado positivo.

B. REACCIONES DE AGLUTINACION (17)
Las reacciones de aglutinacién y de precipitacion son la base de la
mayor parte de las técnicas inmunoldgicas. Su principio se basa en
la reaccion antigeno-anticuerpo. Para comprender lo anterior es
necesario definir qué es un antigeno y un anticuerpo. Antigeno es
una sustancia de alto peso molecular, con cierta rigidez estructural
y que tiene la particularidad de ser parcialmente “metabolizado” por
células especializadas llamadas macréfagos, por lo tanto es capaz
de generar una respuesta inmune en un organismo que la detecte

como un agente extrafio. Mientras que un anticuerpo es una
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glicoproteina, producida por linfocitos B activados, llamados células
plasmaticas, como respuesta a la presencia de un antigeno en el
organismo, a su vez los anticuerpos pueden ser producidos por
lineas celulares in vitro, como es el caso de la produccién de
anticuerpos monoclonales.

Segun Coombs existen 3 requerimientos principales en las pruebas
de aglutinacion: 1. Disponibilidad de una suspension estable de
células o de particulas. 2. Presencia de uno o mas antigenos
cercanos a la superficie. 3. Conocimiento de que los anticuerpos
"incompletos" o no aglutinables no son localizables sin modificacion
(reacciones anti globulina).

Existen diferentes tipos de clasificacion de las reacciones de
aglutinacion:

Aglutinacion directa: Un antigeno celular o de particulas
insolubles es aglutinado directamente por el anticuerpo. Un ejemplo
de esto es la aglutinacion de los eritrocitos del grupo A por
antisueros anti-A, la aglutinacién de los eritrocitos RH positivos por
el antisuero anti-D o la aglutinacion del antigeno brucelar por
anticuerpos anti-Brucella. Gran cantidad de particulas como
pueden ser eritrocitos, bacterias, hongos y virus pueden ser
aglutinados por anticuerpos séricos, algunas veces de manera
inespecifica y otras muy especificas, siendo ésta ultima, respuesta
a una previa inmunizacion del organismo productor de los
anticuerpos séricos. Las pruebas para identificar anticuerpos

especificos son llevadas a cabo titulando seriadamente antisueros
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b)

en diluciones al doble en presencia de una cantidad constante de
antigeno.

Aglutinacion indirecta: Se refiere a la aglutinacion de las células
recubiertas de antigeno o a las particulas inertes que son
portadoras pasivas de antigenos solubles. Se tienen ejemplos de lo
anterior en la utilizacién de particulas de gelatina en la blusqueda
de anticuerpos contra Treponema pallidum por aglutinacion pasiva
(TPPA), la fijacidn del latex para VDRL en la sifilis y en la utilizacion
de eritrocitos en la prueba de hemaglutinacion indirecta (HAI) en la
busqueda de anticuerpos contra Tripanosoma cruzi, agente causal
de la enfermedad de Chagas. De manera alterna, el antigeno
puede ser localizado recubriendo particulas de latex o eritrocitos
con anticuerpo purificado y practicando la llamada aglutinacién
inversa.

Hemaglutinacion viral: Otra categoria de aglutinacion que
involucra la aglutinacion espontanea de los eritrocitos por ciertos
virus, es la reaccion de hemaglutinacién viral, la cual puede
inhibirse de manera especifica en presencia de anticuerpos. Por lo
tanto, la hemaglutinacién viral puede emplearse para medir la
cantidad de virus o para determinar, por inhibicion homéloga, el
titulo de los anticuerpos dirigidos en contra de los virus

hemaglutinantes.
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C. ACCION SEROLOGICA DE LA AGLUTINACION DE ERITROCITOS
En las técnicas de grupos sanguineos eritrocitarios las reacciones
mas importantes son las de aglutinacién. Los antigenos situados en
la membrana de los hematies reaccionan con los anticuerpos y el
resultado de la reaccién es la formacion de grumos de hematies o
aglutinados. Las determinaciones de antigenos hematicos y el
estudio de anticuerpos en sueros se basan principalmente en la
aglutinacion de los hematies, aunque en ocasiones la union
antigeno/anticuerpo que activa la via clasica del sistema del
complemento puede ser detectada por una hemdlisis «in vitro». Los
anticuerpos de grupo sanguineo esencialmente hemoliticos son:
anti-A, anti-B, anti-Lea, anti-Vel y anti-PP1p. (16)

La reaccion hemolitica «in vitro» debida a los anticuerpos de grupo
sanguineo se produce con poca frecuencia ya que la secuencia de
la activacion del complemento se interrumpe a partir del
componente C3.Un factor muy importante es el tipo de
inmunoglobulina a que pertenecen los anticuerpos reaccionantes.
Si los anticuerpos son del tipo IgM la aglutinacion se produce
directamente. Por su tamafio molecular y la distribucion de los
lugares de reaccion con los antigenos, pueden unirse facilmente
con varios hematies y producir su aglutinacion. (16)

La sensibilizacion de hematies por anticuerpos de tipo IgG no
puede producir aglutinacion. La molécula de IgG es demasiado,
pequefia para unirse a mas de un hematie a no ser que se acople

alguna particula. La distancia que han de salvar los anticuerpos
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para producir aglutinacién es la que guardan entre si los hematies
en suspension en su propio suero o plasma o en un medio salino
isoténico, distancia que viene impuesta por las fuerzas de repulsion
existentes entre los hematies. La teoria mas ampliamente aceptada
para explicar este hecho es la del potencial Zeta. La superficie de
los hematies tiene cargas eléctricas negativas debidas a los
carboxilos del acido sialico (NANA) de la membrana. Si los
hematies estan en suspension en un medio que contiene iones
libres, los cationes forman una envoltura de cargas positivas
alrededor de aquellos convirtiéndolos en particulas cargadas de
electricidad del mismo signo que experimentan una fuerza de
repulsion entre ellas. La base molecular de la unién de los
antigenos con los anticuerpos la constituyen mdultiples atracciones
intermoleculares no covalentes, reversibles:

e Uniones hidréfobas con exclusion de moléculas de agua en

las zonas de interaccion.

e Puentes de hidrégeno (O-H-0, N-H-N, 0-H-N).
Fuerzas de Van der Waals, resultantes de la interaccién entre
nubes electrénicas y uniones hidréfobas. Son fuerzas débiles pero
la suma de las mismas puede ser importante en las uniones
antigeno/anticuerpo. Fuerzas electrostaticas procedentes de la
atraccion entre aminoacidos de cargas opuestas. (16)
La reaccion serologica de aglutinacion de los hematies que
constituye el punto final de técnicas en las que intervienen

antigenos hematicos y anticuerpos de grupo sanguineo, esta
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influenciada por diversos, factores que deben tenerse en cuenta
para obtener los mejores resultados en el laboratorio y que a

continuacion se exponen. (18)

D. ESTRUCTURA DEL SISTEMA ABO (19)
Como la naturaleza quimica de los antigenos del Sistema
ABO son carbohidratos, se proponen que los alelos Ay B
codifican 2 glicotransferasas que son enzimas que permiten
la transferencia de azucar inmunodominante especifico (N-
acetilgalactosamina y D-galactosa) a la proteina precursora

mediante un enlace glicosidico.

Los antigenos A y B fueron originalmente identificados en los
glébulos rojos. Sin  embargo, mas adelante también se
encontraron en otros tipos de célulasy secreciones. Por
ejemplo, las células endoteliales que forman las paredes de
los capilares expresan estos antigenos, dependiendo del
grupo sanguineo. Por lo tanto, el sistema ABO de grupo
sanguineo es importante no sélo para transfusion de
sangre, sino también para el trasplante de células,
tejidos y 6rganos. Ademas, sangre, pelos y liquido
seminal son elementos importantes como pruebas en la

escena de un crimen.

La expresionde los antigenosA yBno es siempre

constante sino que fluctia durante el desarrollo, la
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diferenciacion e incluso durante la carcinogénesis de las
células. El esclarecimiento de cdmo se controla la
expresion de estos antigenos es un problema
importante tema de investigacion. Es otra
importante cuestién por resolver por qué estan presentes de
forma "natural” los anticuerpos contra los antigenos Ay B en
el plasma de individuos gue no
expresan esos antigenos. Los antigenos A yBno son
antigenos proteicos, sino oligosacaridos con las estructuras
quimicas GalNAc a1-3 (Fuc a1-2) Gal-y Gal a1-3 (Fuc a1-
2) Gal-, respectivamente. Los inmunoazUcares dominantes
son GalNAc (N-acetil-D-galactosamina) y D-galactosa para
los antigenos Ay B, respectivamente. La  diferencia
entre estos dos azlcares es que la GalNAc tiene un -
NHCOCHg; en la posicion C2, mientras que la galactosa tiene

un -OH en esta posicion.

E. METODOLOGIAS Y CLASIFICACION DE LA REACCION
ANTIGENO - ANTICUERPO (20)

Existen muchos tipos de pruebas metodoldgicas, incluyendo
la tecnologia con gel, microplacas y ensayos en tubo, que
son usadas para interpretar el sistema ABO/Rh y las
pruebas de screening de anticuerpos.

Independientemente del método seleccionado, el fin es
detectar interacciones de antigenos y anticuerpos. El signo

visible de una interacciobn de antigenos y anticuerpos
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depende de la metodologia que se use. En las pruebas de
gel, una clasificacion de 0 representa un botén de células en
la parte inferior o la punta de los micro tubo, una clasificacién
de 4+ representa un agregado de células en la parte superior
de la superficie del gel, y 1+, 2+ y 3+ son las clasificaciones
de reacciébn que se determinan por la dispersion de las

células a lo largo de gel en el micro tubo.

Las microplacas emplean una tecnologia de fase sélida
donde los antigenos y anticuerpos reaccionan y se adhieren
a la pared del pocillo, el cual es indicativo de una prueba
positiva; la no adherencia o un boton de células en el centro
del pocillo indica una prueba negativa. La fuerza de la
reactividad estd basada en la dispersion de las células a
través de la placa, para ensayos en tubo, las reacciones de
aglutinacion estan basadas en el tamafio del botdn

disgregado del fondo del tubo.

Aglutinacion en Tubo: Las Aglutinaciones en Tubo
proporcionan un menor numero de reacciones falsas

negativas/positivas comparado a una aglutinacion en placa.

a) Tipificacion del Sistema ABO
Determinar el grupo ABO de un paciente es la prueba mas
importante realizada en un Banco de Sangre o Servicio de
Transfusion. El estudio de la clasificacion ABO al receptor

incluye un estudio al antigeno (directo) y al anticuerpo
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(inversa). La técnica de tubo de ensayo es frecuentemente
usada. La determinacion directa se realiza colocando una
gota de antisuero preparado comercialmente anti-A y anti-B
en tubo rotulado y se agrega una gota de 4% a 6% de
suspension de glébulos rojos del paciente en una solucién
salina. La mezcla se centrifuga, se resuspende suavemente
y se observa agregados, lo que indica la presencia del
antigeno A o B, o ambos, y si no aglutina indica la ausencia
del antigeno A o B.

Las reacciones son observadas y registradas. La tipificacion
inversa se realiza mezclando el suero o plasma del paciente
con globulos rojos A; o B. el plasma o suero y las células se
centrifugan, resuspende, y se observa la hemolisis o
aglutinacion indicando la presencia de los antigenos anti-A o

anti-B, o ambos.

44



.  COMPOSICON Y FUNCION DEL ERITROCITO (21)

El eritrocito o hematie es la célula sanguinea especializada en
el transporte de oxigeno y diéxido de carbono unidos a
hemoglobina. Es de pequefio tamafo y tiene forma bicéncava.

No tiene nucleo ni organulos.

A. ESTRUCTURA:
Los hematies no son verdaderas células ya que no tienen
nacleo y carecen de organulos envueltos en membrana. Los
hematies tienen las siguientes caracteristicas: A) Se tifien de
color rosa salmén con la tincion de Giemsa: se ven mas tefiidos
en la zona periférica (mas gruesa) que en la central (mas fina)
por la diferente cantidad de hemoglobina que contienen B) Son
corpusculos bicéncavos (7'5 um diametro, 2 um grosor maximo
y 1 um de grosor minimo). C) Son muy flexibles y pueden
deformarse transitoriamente para adaptarse a la pequefia luz
de los capilares D) En condiciones normales pueden aparecer
hematies con alguna caracteristica particular: equinocito o
eritrocito crenado: tienen forma esférica con 20-30 espiculas
(parecido a un erizo de mar). Se producen estas formas
cuando los hematies tienen un bajo nivel de ATP que es en
parte responsable del mantenimiento de la forma del hematie,
reticulocito o eritrocito policromatofilo: es un eritrocito joven en
el que aun quedan ribonucleoproteinas en su interior. Estas
proteinas se tifien de azul y forman una red. Suponen el 0.8%

de los eritrocitos.
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B. ULTRAESTRUCTURA:

Hemoglobina: le confiere al hematie un aspecto homogéneo,
un poco granular, supone el 33% del contenido del hematie
(el 95% del peso seco del citoplasma).

Citoesqueleto: los hematies tienen un citoesqueleto adosado
a la cara interna de la membrana celular que mantiene su
forma biconcava, una forma que le proporciona una gran
superficie en relacion al volumen, un factor muy importante
para cumplir con su funcion. Las proteinas que componen
el citoesqueleto del hematie son las siguientes: A)
Espectrina: forma tetrdmeros en forma de bastoncillos (200
nm longitud) y es el componente fundamental del
citoesqueleto B) Actina: filamentos de 7 nm de longitud Los
extremos de 5-6 tetrameros de Espectrina se unen entre si
mediante los cortos filamentos de Actina y forman una
especie de red deformable subyacente a la cara
citoplasmatica de la membrana del hematie. Esta red de
espectrina-actina se ancla a ciertas proteinas que forman
parte de la membrana del hematie (proteina banda 4.1,
glicoforina, anquirina, proteina banda 3).

Funcion: A) Transportar O2 desde el pulmén a los tejidos. B)
Transportar CO2 desde los tejidos al pulmon La energia
gue necesita el hematie para mantener la hemoglobina
reducida y para mantener el equilibrio idnico la obtiene de

la glucolisis anaerobica.
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1.4,

1

2.

Forma y tamafio de los hematies: Los hematies normales, son
discos biconcavos con un diametro medio de aproximadamente
7.8 micrOmetros y un espesor en su punto mas ancho de 2.5
micrémetros y en el centro de 1 micrémetro o menos. El volumen
medio de los hematies es de 90 a 95 micrometros cubicos. Las
formas de los hematies pueden cambiar mucho cuando
atraviesan los capilares. Ademés, debido a que el hematie
normal tiene un gran exceso de membrana celular para la
cantidad de material que tiene dentro, la deformacién no estira la
membrana demasiado y, en consecuencia, no rompe la célula,

como seria el caso de otras células.

Conceptos Basicos

. Aglutinacion: Fendmeno en el que células o bacterias entran

en suspensién en un liquido y precipitan cuando se afiaden
anticuerpos; éstos se unen a sus antigenos y originan
complejos del tipo células-antigenos-anticuerpos en forma de

grumos visibles a simple vista.

Antigeno: Todas las sustancias que pueden ser reconocidas
por el sistema inmune adaptativo, bien sean propias o ajenas.
Dilucion: La reduccion de la concentracion de una sustancia
quimica en una disolucion.

Ecotipo: Es una subpoblacién genéticamente diferenciada que

esta restringida a un habitat especifico, un ambiente particular
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0 un ecosistema definido, con unos limites de tolerancia a los
factores ambientales.

5. Especificidad: Es lareactividad selectiva de un anticuerpo
consu correspondiente antigeno, evitando que pueda
reaccionar con otros.

6. Fenotipo: La expresion del genotipoen funcion de un
determinado ambiente.

7. Fitohemaglutinina: Lectinas de origen vegetal.

8. Glucoproteinas: Las glicoproteinas o glucoproteinas son
moléculas compuestas por una proteina unida a uno o varios
glicidos, simples o compuestos. Destacan entre otras
funciones la estructural y el reconocimiento celular cuando
estan presentes en la superficie de las membranas
plasmaticas (glucocalix).

9. Hemaglutinacion: La hemaglutinacion es la aglutinacion de
los hematies o glébulos rojos. Se emplea rutinariamente en
técnicas de tipado de grupos sanguineos o en la determinacion
de cargas virales.

10.Hemaglutinina: La hemaglutinina es una sustancia (proteina)
que causa la aglutinacion de los hematies o glébulos rojos de
la sangre. Este proceso recibe el nombre de hemaglutinacion.

11.Hemolisis: O eritrocateresis, es el fendmeno de Ia
desintegracion de los eritrocitos (glébulos rojos o hematies).

12.Lectinas: Las lectinas son proteinas que se unen

a azucares con una elevada especificidad para cada tipo
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distinto. Su principal papel estd en los fendémenos de
reconocimiento, tanto a nivel molecular como celular.

13.Leguminosa: Son una familia del orden delas fabales.
Reune arboles, arbustos y hierbas perennes o anuales,
facilmente reconocibles por su fruto tipo legumbre y sus hojas
compuestas y estipuladas.

14.Lupino: Es un género boténico de leguminosas con alrededor
de 200 especies originarias del Mediterraneo y América.

15. Tipificar: Representar en el tipo de la especie o clase a que

pertenece.

1.5. Hipotesis
1.5.1. Hipotesis Principal
Si el Lupinus mutabilis Sweet posee diferentes moléculas,
entre una de ellas las lectinas, que poseen la capacidad
de unirse de forma especifica a moléculas de azucares,
formando uniones muy similares a los anticuerpos con
sus respectivos antigenos y debido a esta propiedad las
lectinas pueden precipitar glicoconjugados y aglutinar
células que posean carbohidratos especificos a esta en
su superficie. Entonces el extracto de Lupinus mutabilis
Sweet tendria un efecto positivo y una intensidad alta en
la hemaglutinacion en eritrocitos humanos en el Servicio
de Banco de Sangre del Hospital Nacional Carlos Alberto

Seguin Escobedo, Arequipa. 2016.
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1.5.2. Hipotesis Secundarias

a) El extracto de L. mutabilis Sweet estard mediada

b)

estrictamente segun su concentracién y temperatura
adecuada en el Servicio de Banco de Sangre del
Hospital Nacional Carlos Alberto Seguin Escobedo,
Arequipa. 2016.

La deteccion de la hemaglutinacién de los eritrocitos
humanos se determina segun su intensidad en:
negativo, 1+, 2+, 3+, 4+ y hemdlisis, en el Servicio de
Banco de Sangre del Hospital Nacional Carlos Alberto

Seguin Escobedo, Arequipa. 2016.
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CAPITULO II: MARCO METODOLOGICO
2.1. Nivel, Tipo y Disefio de la Investigacion (Segun Selltiz et al.,
1965; Babbie, 1979)
2.1.1. Nivel de la Investigacion
Nivel Explicativo
2.1.2. Tipo de Investigacion
Aplicada
2.1.3. Disefio de la Investigacién
Transversal
2.2. Poblacion y Muestra
2.2.1. Poblacion
Se trabajo con la poblacion total; 176 bolsas de sangre de
donantes sanos.
2.2.1.1. Criterios de Inclusion: Eritrocitos con fenotipo
A, B, AB y O. Eritrocitos obtenidos bolsas de
donantes sanos (negativos en las 7 pruebas de
tamizaje).Eritrocitos obtenidos entre el periodo
del 23 al 31 de Marzo del 2015.
2.2.1.2. Criterios de Exclusion: Eritrocitos de bolsas
de donacion dafiadas, Hemolizadas o pasada
su fecha de viabilidad. Obtenidos entre el

periodo del 23 al 31 de Marzo del 2015.
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2.3.

Técnicas, Instrumento y Procedimiento

2.3.1. Técnicas

Técnica de la Observacion de Campo

2.3.2. Instrumentos

Ficha de observacion de Hemaglutinaciéon

a)

b)

Descripcion de Ila Ficha de Observacion de
Hemaglutinacién: Segun Navarro y Pérez, la observacion
de la hemaglutinacién con lectinas se ha calificado como
un procedimiento rutinario de tipificacion de glébulos rojos
para su seleccion en los sistemas ABO y otros de acuerdo
a presencia 0 no de carbohidratos en su membrana.
Siendo analizados en este trabajo segun el sistema ABO y
la concentracion del extracto de la lectina de Lupinus
mutabilis(10%, 40% y 100%) y la temperatura de estos
mismos, con parametros como: negativo, 1+, 2+, 3+, 4+, y
hemolisis, estos estan designados segun el Banco de
sangre y el método que se use que para este caso sera de
tipificacion en tubo con uso de la centrifuga y la
observacion de la formacion o ausencia del boton
aglutinado, asi mismo indicando la méxima dilucién que
pueda llegar el aglutinado si llegase a formarse.

Validez y confiabilidad de la Ficha de Observacion: La
estandarizacion de este método para lectinas se ha dado
por los estudios de Etlicher y colaboradores en su libro; The

Lectins: Properties, Functions, and Applications in Biology
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d)

and Medicine, hecho en eritrocitos humanos y de animales
siguiendo diferentes concentraciones. Ademas los trabajos
presentados a lo largo de las investigaciones relacionadas
a la hemaglutinacién con lectinas han seguido el esquema
de Navarro y Pérez con una determinacion rutinaria de
tipificacion de glébulos rojos. Falcon, Sonja Beeckmans y
E. Van Driessche también se rigen del procedimiento de la
AABB para identificar la aglutinacién por lectinas como una
tipificacion de glébulos rojos.

Aplicaciéon de la Ficha de Observacion: Para calificar los
ensayos de eritroaglutinacion se siguié la metodologia
descrita por Navarro y Pérez usandose suspensiones de
lectinas con eritrocitos humanos al 5% del tipo A+, B+ y
O+. Los extractos salinos de semillas de Lupinus mutabilis
Sweet en diferentes concentraciones por precipitacion con
Sulfato de Amonio (10%,40% y 100%). Se observd la
presencia de aglutinacion y su cualificaciébn asi como su
ausencia o la presencia de hemolisis la cual se especificd
en la ficha de observacién junto con un control positivo y un
control negativo.

Modelo de la Ficha de Observacion: Su modelo se adjunta

en el Anexo Nro. 2.
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2.3.3. Procedimiento

Extraccién de lectinas del Lupinus mutabilis Sweet

1. Evaluacion de la condicion de semillas maduras variedad Sweet

segun Avila (1979):

La clasificacion de madurez de las semillas de Tarwi se estableci6é en

tres ambitos principalmente:

a) Color de las semillas:

b) Peso:

Blanco: Puede ser color entero o combinado.

Bayo: Puede ser color entero o combinado.

Pardo: Puede ser color entero o combinado.

Negro: Puede ser color entero o combinado.

Verde: Puede ser color entero o combinado.

De las cuales se consideran maduras todas aquellas que

no presenten un color verde entero o combinado.

Grandes: Granos que en un numero de 100 pesan mas de
27g.

Medianos: Granos que en un numero de 100 pesan entre
20y 27g.

Pequefios: Granos que en un numero de 100 pesan menos

de 20g.

Se consideran maduros a las semillas medianas y grandes.

c) Tamafo: Las semillas del Tarwi var. Sweet estan incluidas en

ndamero variable en una vaina de 5 a 12 cm y varian de forma
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(redonda, ovalada a casi cuadrangular), las semillas maduran
miden entre 0,8 a 1,5 cm.
2. Preparacioén de las semillas de Lupinus mutabilis Sweet
a. Moler las semillas en un procesador de alimentos hasta que
las particulas tengan un aspecto de arena gruesa.
3. Extracciéon salina de lectinas de semillas de Lupinus mutabilis
Sweet
a. Colocar 100 gramos de las semillas y agregar400 Ml
Solucién Salina al 0,9%.
b. Llevar la muestra a un tubo conico.
c. Refrigerar a 4°C de 4 a 12 horas.
d. Centrifugar en el tubo conico a 1200RPM por 10 minutos.
e. Separar el sobrenadante en otro tubo coénico.
f. Filtrar el sobrenadante.
g. Almacenar a 4°C o congelacion en otro tubo coénico
previamente rotulado.
4. Concentracién por Saturacién con Sulfato de Amonio
Las proteinas contenidas en el sobrenadante del extracto crudo se
precipitaron con sulfato de amonio a 10, 40 y 100% de saturacion a
temperatura ambiente y la cantidad de sulfato de amonio requerido
en cada caso se calculdo de acuerdo a un calculador en la pagina
web: http://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.html.
1.Primero se prepardé una solucion saturada con 550 g de
Sulfato de Amonio y 1 litro de Agua Destilada. Se calienta

suavemente para poder disolverlo.
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2.Se afiadié 286.7 g para lograr una concentracion al 100%,

93.35 g para el 40% y 21.35 g para 10%. Todo ello con un

Volumen de 400mL y a 4°C de Temperatura.

3.Para poder sedimentar las proteinas se centrifug6 a 20.000

RPM a 4°C. El sedimento se recuperd y se resuspendié en
una 10mL de Solucién Salina Fisiol6gica y se repos6 10
horas. Se centrifugd por dltima vez a 20.000 RPM y se
resuspendid en Solucién Salina Fisiologica para evitar

cualquier lisis de las células.

5. Preparacién de glébulos rojos.

Recoger 10 ml de sangre.

Centrifugar a 3.500 rpm 5 min

Retirar el plasma y todo lo posible de la capa leucocitaria.
Lavar los glébulos rojos 3 veces en Solucion Salina.
Suspender los glébulos rojos al 5% en Solucién Salina.

Conservar a 4°C.

6. Ensayo de hemaglutinacion

1.

2.

Colocar 100uL del concentrado del extracto de la lectina.
Agregar 1 gota de la suspensién al 5% (50uL) con el uso de
la pipeta de los globulos rojos en estudio a cada tubo.
Mezclar el contenido de los tubos con suavidad y centrifugar
a 3500 RPM por 15 segundos.

Resuspender con suavidad las células y examinar en
busqueda de alguna aglutinacion.

Leer, interpretar y registrar los resultados.
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2.4. Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

2.4.1. Matriz de Base de Datos

23 de Marzo del 2016

Numero de Bolsa Grupo Sanguineo ABO Pruebas de Tamizaje Tipo de Bolsa
1972 o] NEGATIVO triple
1974 o] NEGATIVO triple
1975 o] NEGATIVO triple
1976 0 NEGATIVO triple
1977 0 NEGATIVO triple
1978 0] NEGATIVO triple
1979 0] NEGATIVO CPDA
1981 A NEGATIVO CPDA
1983 0] NEGATIVO CPDA
1984 o] NEGATIVO CPDA
1986 o NEGATIVO CPDA
1987 o] NEGATIVO CPDA
1988 o] NEGATIVO CPDA
1990 o] NEGATIVO CPDA
1991 o] NEGATIVO CPDA
1992 B NEGATIVO triple
1993 0] NEGATIVO triple
1994 0] NEGATIVO triple
1995 0] NEGATIVO triple
1996 B NEGATIVO triple
1997 B NEGATIVO triple
1998 o NEGATIVO triple
1999 o] NEGATIVO triple
2000 B NEGATIVO triple
2001 0 NEGATIVO triple
2003 0 NEGATIVO triple
2004 0] NEGATIVO triple
2005 0] NEGATIVO triple
2006 0] NEGATIVO triple
2007 o] NEGATIVO triple
2008 o] NEGATIVO triple

31 260/1A/48B TOTAL
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26 de Marzo del 2016

Numero de Bolsa Grupo Sanguineo ABO Pruebas de Tamizaje Tipo de Bolsa
2010 o] NEGATIVO triple
2011 0] NEGATIVO triple
2012 0] NEGATIVO triple
2013 o] NEGATIVO triple
2014 o] NEGATIVO triple
2015 o] NEGATIVO triple
2016 o] NEGATIVO triple
2017 o] NEGATIVO triple
2018 o] NEGATIVO CPDA
2019 0 NEGATIVO CPDA
2020 0 NEGATIVO CPDA
2021 A NEGATIVO CPDA
2022 0] NEGATIVO CPDA
2023 o] NEGATIVO CPDA
2024 o] NEGATIVO CPDA
2025 o NEGATIVO CPDA
2026 A NEGATIVO CPDA
2027 o] NEGATIVO CPDA
2028 A NEGATIVO CPDA
2029 o] NEGATIVO CPDA
2030 o] NEGATIVO triple
2031 0] NEGATIVO triple
2032 0] NEGATIVO triple
2033 0] NEGATIVO triple
2034 0] NEGATIVO triple
2035 o] NEGATIVO triple
2036 o NEGATIVO triple
2037 A NEGATIVO triple
2038 o] NEGATIVO triple
2039 0 NEGATIVO triple
2040 0- NEGATIVO triple
2041 0] NEGATIVO triple
2042 0] NEGATIVO triple
2043 O NEGATIVO triple
2045 B NEGATIVO triple
2046 o] NEGATIVO triple
2048 o NEGATIVO triple
2049 o] NEGATIVO triple
2052 o] NEGATIVO triple
2053 A NEGATIVO triple

40 340/5A/18B TOTAL
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28 de Marzo del 2016

Numero de Bolsa Grupo Sanguineo ABO Pruebas de Tamizaje Tipo de Bolsa
2054 o NEGATIVO triple
2055 B NEGATIVO triple
2056 o] NEGATIVO triple
2057 A NEGATIVO triple
2059 0] NEGATIVO triple
2060 A NEGATIVO triple
2061 0] NEGATIVO triple
2062 0] NEGATIVO CPDA
2063 o] NEGATIVO CPDA
2064 o] NEGATIVO CPDA
2065 o] NEGATIVO CPDA
2066 o] NEGATIVO CPDA
2067 o] NEGATIVO triple
2068 o] NEGATIVO triple
2069 A NEGATIVO triple
2070 A NEGATIVO CPDA
2071 A NEGATIVO CPDA
2072 0] NEGATIVO CPDA
2073 AB NEGATIVO CPDA
2074 o] NEGATIVO CPDA
2075 o NEGATIVO CPDA
2076 o NEGATIVO CPDA
2077 o] NEGATIVO triple
2078 o] NEGATIVO triple
2079 o] NEGATIVO triple
2080 o] NEGATIVO triple
2081 B NEGATIVO triple
2082 0] NEGATIVO CPDA
2083 o] NEGATIVO CPDA
2084 o] NEGATIVO CPDA

30 220/5A/2B/1AB TOTAL
29 de Marzo del 2016

Numero de Bolsa Grupo Sanguineo ABO Pruebas de Tamizaje Tipo de Bolsa
2086 A NEGATIVO triple
2087 o] NEGATIVO triple
2088 o] NEGATIVO triple
2089 o] NEGATIVO triple
2090 o] NEGATIVO triple
2091 o] NEGATIVO triple
2092 o] NEGATIVO CPDA
2093 A NEGATIVO CPDA
2094 0] NEGATIVO CPDA
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2095 o] NEGATIVO CPDA
2096 o] NEGATIVO CPDA
2097 o] NEGATIVO CPDA
2098 o] NEGATIVO CPDA
2099 o] NEGATIVO CPDA
2100 0] NEGATIVO CPDA
2101 0] NEGATIVO CPDA
2102 o] NEGATIVO CPDA
2104 o] NEGATIVO CPDA
2105 o] NEGATIVO triple
2106 o] NEGATIVO triple
2107 o] NEGATIVO triple
2110 o] NEGATIVO triple
2111 0 NEGATIVO triple
2112 0 NEGATIVO triple
2113 0] NEGATIVO triple
2114 0] NEGATIVO triple
2115 0 NEGATIVO triple
2116 0 NEGATIVO triple
2117 o NEGATIVO triple
2118 o NEGATIVO triple
2119 o] NEGATIVO triple

31 290/2A TOTAL

30 de Marzo del 2016
Numero de Bolsa Grupo Sanguineo ABO Pruebas de Tamizaje Tipo de Bolsa

2121 o NEGATIVO triple
2123 o NEGATIVO triple
2124 o] NEGATIVO triple
2125 A NEGATIVO triple
2126 0] NEGATIVO CPDA
2128 0] NEGATIVO CPDA
2129 B NEGATIVO CPDA
2130 0] NEGATIVO CPDA
2131 o] NEGATIVO CPDA
2132 A NEGATIVO CPDA
2133 o] NEGATIVO CPDA
2134 o] NEGATIVO CPDA
2135 o] NEGATIVO CPDA
2136 A NEGATIVO CPDA
2137 o] NEGATIVO CPDA
2138 B NEGATIVO triple
2139 0] NEGATIVO triple
2140 A NEGATIVO triple
2141 o] NEGATIVO triple
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2142 o] NEGATIVO triple
2143 o] NEGATIVO triple
2144 o] NEGATIVO triple
2146 o] NEGATIVO triple

23 170/4A/28B TOTAL

31 de Marzo del 2016
Numero de Bolsa Grupo Sanguineo ABO Pruebas de Tamizaje Tipo de Bolsa

2147 B NEGATIVO triple
2148 0 NEGATIVO triple
2149 0] NEGATIVO triple
2150 0] NEGATIVO triple
2151 0] NEGATIVO triple
2152 A NEGATIVO triple
2153 B NEGATIVO triple
2154 A NEGATIVO CPDA
2155 A NEGATIVO CPDA
2156 o] NEGATIVO CPDA
2157 o] NEGATIVO CPDA
2158 0- NEGATIVO CPDA
2159 0 NEGATIVO CPDA
2160 B NEGATIVO CPDA
2161 A NEGATIVO CPDA
2162 A NEGATIVO CPDA
2163 A NEGATIVO CPDA
2166 o] NEGATIVO triple
2167 o NEGATIVO triple
2168 o NEGATIVO triple
2169 o] NEGATIVO triple

21 120 /6A /3B TOTAL

2.4.2. Sistematizacion de CoOmputo

Para el procesamiento de la informacién del trabajo, se utilizo la

siguiente sistematizacion:

e Para los textos e informacién del trabajo investigacion se utilizo

el programa de Microsoft Word 2010.

e Representacion de los datos a traves de tablas estadisticas y

gréficos el Excel 2010.

e Analisis e interpretacion de los resultados de acuerdo a los

indicadores de cada variable y el problema principal.
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CAPITULO lll: RESULTADOS
3.1. Resultados de la variable 1: EXTRACTO Lupinus mutabilis
Sweet.
Tabla N°1: Resultados de la concentracién del extracto

de L. mutabilis Sweet.

Extracto de L. mutabilis Sweet.

Concentracién del Extracto

10% 40% 100%
N° de muestras 176 176 176
TOTAL: 176

DESCRIPCION E INTERPRETACION

La tabla N°1 muestra el nimero de muestras empleadas
para cada sub indicador de la concentracion del extracto
de L. mutabilis Sweet, con respecto al numero de
muestras analizadas, las cuales son un total de 176

muestras.
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Tabla N°2: Resultados de la temperatura del extracto de L.

mutabilis Sweet.

Extracto de L. mutabilis Sweet.

Temperatura del Extracto

4°C 25°C
N° de muestras 176 176
TOTAL : 176

DESCRIPCION E INTERPRETACION

La tabla N°2 muestra el nimero de muestras empleadas

para cada sub indicador de la temperatura del extracto de

L. mutabilis Sweet, con respecto al nimero de muestras

analizadas, las cuales son un total de 176 muestras.
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3.2.

Resultados por indicador de la  variable
HEMAGLUTINACION
Tabla N°3: Resultados por el Fenotipo ABO de

Hemaglutinacién Directa en tubo:

Fenotipo ABO
N° de Muestras

Fi %
A 23 13.07
B 12 6.82
O 140 79.55
AB 1 0.56
TOTAL 176 100

DESCRIPCION E INTERPRETACION

La tabla N°3 muestra el nimero de muestras empleadas

para cada sub indicador del Fenotipo ABO segun el

Servicio de Banco de Sangre del HNCASE, las cuales

son un total de 176 muestras divididas en: fenotipo A; 23

muestras (13.07%), fenotipo B; 12 muestras (6.82%),

fenotipo O; 140 muestras (79.55%) y el fenotipo AB con 1

muestra de las 176 de la poblacion total (0.56%).
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3.3.

Resultados del Problema de Investigacion

TABLA N° 4.

Fenotipo Concentracion del Temperatura del

ABO extracto extracto
10% 40% 100% 4°C 25°C

“A” No No No No No
Aglutina | Aglutina | Aglutina | Aglutina | Aglutina
No No No

’B” Aglutina | Aglutina | Aglutina | Aglutina | Aglutina
No No No No No

°0” Aglutina | Aglutina | Aglutina | Aglutina | Aglutina

“AB” No No Aglutina | Aglutina | No
Aglutina | Aglutina Aglutina

TOTAL: 176 muestras

DESCRIPCION E INTERPRETACION

La tabla N°4 muestra la relacién entre los indicadores de la

condicion del ensayo del extracto de L. mutabilis Sweet frente a

cada fenotipo de la muestra de 176 bolsas de donacion.

Se puede observar que para el fenotipo “B”, la concentracion de
100% a la temperatura de 4°C permite su aglutinacion. Mientras

gue para las demas células de diferente fenotipo no se produce

la reaccion de hemaglutinacion.
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TABLA N° 5: Tabla en relacién al grupo ABO “B” respecto al
grado de aglutinacién segun su concentracion y temperatura

adecuada (Condicion del ensayo).

N° de muestras fenotipo B
Grado de
Aglutinacion fi %
1/2 + 10 76.92
1+ 2 15.38
2+ 1 7.70
3+ 0 0
4 + 0 0
Hemolisis 0 0
TOTAL 13 100

DESCRIPCION E INTERPRETACION

La tabla N°5 muestra el grado de significancia entre el grado de
aglutinacion del extracto de L. mutabilis Sweet y el nUmero de
muestras con fenotipo B (13 muestras de sangre de bolsas de
Donantes sanos).Se puede observar que para el fenotipo “B”, la
aglutinacion se produce en diferentes intensidades; 10 de las 13
muestras con células “B” aglutinaron solo a %2 + en la escala
visual, 2 de ellas aglutinaron a 1+ mientras una de ellas aglutind

al grado de 2+.

66




3.4.

Discusion de los Resultados

3.4.1.

3.4.2.

Discusién de los Resultados a nivel de la Variable 1:
Extracto de L. mutabilis Sweet.

El extracto salino de L. mutabilis Sweet en ciertas
condiciones como son; una concentracion (por saturacion
con sulfato de amonio) al 100% y una temperatura de
4°C, que resulto ser menos sensible que la
hemaglutinacion estudiada por Falcén y Beeckmans que
uso lectinas de tres especies de lupinos diferentes a la
estudiada que reaccionaron al 80%. Esto probablemente
se debe a la que las lectinas estudiadas por Falcon y
Beeckmans poseen una mayor avidez a la estudiada.
Discusion de los Resultados a nivel de la Variable 2
La hemaglutinacion de los eritrocitos humanos es variada
en la investigacion, por ello se evalGa su intensidad en
1+, 2+ 3+, 4+, hemolisis y como negativo. Asi mismo,
Rojas y Narda, como otros autores evallan la
hemaglutinacibn solamente como positiva y negativa,
dando una menor informacion del grado de unién de los
dominios lectina — carbohidrato debido a que los estudios
anteriores enfocaban demostrar solamente su efecto

aglutinante.
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3.4.3. Discusion de los Resultados del Problema
El extracto de L. mutabilis Sweet tiene un efecto
aglutinante en los eritrocitos humanos, de la misma
manera que Rodriguez y otros autores, los cuales
obtuvieron un comportamiento aglutinante visible a las
células estudiadas debido a las uniones especificas y
amplias que poseen las lectinas a diferentes

carbohidratos de las membranas celulares.
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Conclusiones

PRIMERA: El extracto de L. mutabilis Sweet en las condiciones
adecuadas; Concentracion al 100% y Temperatura a 4°C, permite
que la aglutinacion se produzca, y por ende, tenga un efecto alto en
el ensayo.

SEGUNDA: La hemaglutinacion de los eritrocitos humanos se
determind, segun su intensidad, en 1/2+, 1+ y 2+ en el Servicio de
Banco de Sangre del Hospital Nacional Carlos Alberto Seguin
Escobedo, siendo %2 + el grado de visualizacion principal para las 13
muestras de eritrocitos con fenotipo “B” (7.38%).

TERCERA: El extracto de L. mutabilis Sweet posee un efecto
positivo pero de baja intensidad en la hemaglutinacion de los
eritrocitos humanos del tipo “B”, mientras que para los grupos “A” y
“0O” no presenta aglutinacién, lo que la hace selectiva y de buen uso
como proyeccion a un hemoclasificador. Quedando validad la
hipotesis de estudio en cuanto a la reactividad pero nula en cuanto a

la intensidad.
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Recomendaciones y/o Sugerencias

PRIMERA: Se recomienda a futuros investigadores poder realizar mas
estudios de la actividad hemaglutinante del tarwi con purificacién de la
lectina para poder obtener mejores resultados en cuanto al grado de
aglutinacion para su visualizacién

SEGUNDA: Se recomienda a los futuros investigadores también trabajar
con diferentes temperaturas a las establecidas en el trabajo.
TERCERA:A su vez, se recomienda a interesados en seguir las
investigaciones sobre lectinas, buscar un método para desengrasar

estas semillas.
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Anexos

8.1. Anexo 1: Mapa de Ubicacion

-

Mapa del Pert — Regién
Areauina

Mapa de la region Arequipa —
Provincia Areauina

'Hosplla\ Nacional c:'n&'i%

Alberto Seguin Escobedo.

[C1¢

Mapa de la provincia Arequipa
— Distrito cercado.

Ubicacién HNCASE.
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8.2. Anexo 2: Instrumento

Ficha de Hemaglutinacion

FICHA DE HEMAGLUTINACION CON EL EXTRACTO DE
Lupinus mutabilis Sweet

Ndmero de muestra

ESTUDIO DE LA CONCENTRACIONDEL EXTRACTO

Concentracién al 10%

Concentracién al 40%

Concentraciéon al 100%

ESTUDIO DE LATEMPERATURA DEL EXTRACTO

40C

25°C
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FICHA DE HEMAGLUTINACION CON EL EXTRACTO DE
Lupinus mutabilis Sweet

Ndmero de muestra

Fenotipo ABO designado en Banco de Sangre

ESTUDIO DE LA HEMAGLUTINACION

Extracto de Lupinus mutabilis Sweet

Control Antisuero “A”

Control Antisuero “B”’

Control Antisuero “0”’

Control Negativo (Suero Fisiologico)
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8.3. Anexo 3: Protocolo o Manual del Instrumento

METODO DE PREPARACION Y UTILIZACION DE LECTINAS

American Association of Blood Banks. TECHNICAL MANUAL - Vengelen-
Tyler, Virginia etal. USA. 13ava edicion 2001. Pag. 676
Reactivos:

e Semillas: las semillas no procesadas de fabaceas u otro objeto de
estudio.
Procedimiento:

1. Moler las semillas en un procesador de alimentos hasta que las
particulas tengan un aspecto de arena gruesa. También pueden
triturarse en un moledero.

2. Colocar las semillas molidas y a tres cuartos veces su volumen en
solucién salina 0,9% en un tubo de ensayo grande u otro recipiente.

3. Incubar a 4°c durante 14 a 20 horas.

4. Transferir el liquido sobrenadante a otro recipiente y centrifugar a 1200
por 10 minutos.

5. Recolectar y filtrar el sobrenadante.

Notas:

Para facilitar la pulverizacidén de las semillas duras, dejarlas varias horas en
remojo en solucion salina. Es importante no cerrar el recipiente en forma
herméticaporque algunas semillas liberan aire al hidratarse, de manera que
podria estallar.

Los extractos salinos guardarse en refrigeracion durante varios dias, o
congelarse y durar indefinidamente.
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PROTOCOLO DE AGLUTINACION DE HEMATIES CON LECTINAS

Autores: Guillaume St-Pierre, Glycobiology y de laboratorio Bioimagen,
Centro de Investigacion de Enfermedades Infecciosas, CHUQ, Universidad
Laval, Quebec.

ValérieMilot, Glycobiology y de laboratorio Bioimagen, Centro de
Investigacion de Enfermedades Infecciosas, CHUQ, Universidad Laval,
Quebec

Sachiko Sato, Centro de Investigacion de Enfermedades Infecciosas
Glycobiology y de laboratorio Bioimagen, CHUQ, Universidad Laval, Quebec

Introduccion:

Cuando se extraen lectinas solubles, se recomienda usar el ensayo de
hemaglutinacion como uno de los procedimientos de control de
calidad. Ademas, las actividades de las lectinas purificadas deben ser
verificadas rutinariamente por este método. Este método se puede utilizar
para detectar rapidamente cualquier inhibidor de lectinas. Los glébulos rojos
puede ser estable por lo menos un mes, pero es muy recomendable para

comprobar la calidad de las células antes de la utilizacion.

Reactivos:

e PBS, Solucion Salina u otro diluyente que no provoque hemolisis o

altere a los glébulos rojos.

Material y Equipos:

e Tubos de ensayo de 13 x 100

e Pipetas

e Punteras

e Centrifuga (para tubos de 50 ml)

e Incubadora
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e Refrigerador

Muestra bioldgica:

e Glbbulos rojos

Método:

3. Preparacién de glébulos rojos.

4.

5.

6.

Recoger 10 ml de sangre en tubos de heparina

Centrifugar a 3.500 rpm 5 min

Retirar el plasma y todo lo posible de la capa leucocitaria.

Lavar los globulos rojos 3 veces en PBS o solucion salina
(centrifugar 3 minutos entre cada lavado).

Suspender los globulos rojos al 5% en PBS o Solucion Salina

Conservar a 4°C, viabilidad de 1 mes.

4. Calibracion de los globulos rojos

a. En 5 pocillos o tubos rotulados adicionar 95uL de PBS o SSF.

b.

Adicionar respectivamente 5, 10, 15, 20 y 25 uL de los glébulos
rojos preparados a cada pocillo o tubo rotulado.

Incubar a 37°C por 30 minutos.

Incubar a 4°C por 2 horas

Resultados posibles: a) Boton apretado integro; Negativo b) Boton

disgregante no integro: Positivo. (Anexo)
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1. Ensayo de hemaglutinacion

a. Colocar 50uL del concentrado del extracto de la lectina.

b. Agregar 1 gota de la suspension al 5% (50uL) con el uso de la
pipeta de los glébulos rojos en estudio a cada tubo.

c. Mezclar el contenido de los tubos con suavidad y centrifugar a 3

d. 500 RPM por 15 segundos.

e. Resuspender con suavidad las células y examinar en busqueda
de alguna aglutinacion.

f. Leer, interpretar y registrar los resultados.

2. Notas:
a. Calibracion de las células rojas de la sangre:
Objetivo: Conocer la cantidad de glébulos rojos para poner en cada
pocillo; evitando falsos positivos
Nota 1: El volumen éptimo de la preparacion de RBC es de 5 ul,
segun estandarizacion.
Nota 2: Los resultados deben ser claros después de 30 minutos, pero
pueden ser mas claro después de 2 horas a 4 ° C.
b. Ensayo:
Utilizamos generalmente 5 ul de RBC en cada pocillo. Los volimenes
en la siguiente seccion se calculan para esta cantidad de globulos
rojos. Si usted necesita utilizar mas o menos de 5 ul de globulos
rojos, ajustar los otros volumenes para obtener 100 ul finales en cada

pocillo o tubo.
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