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RESUMEN



RESUMEN

La Concanavalina A es una proteina aislada del frijol

Canavalia ensiformis, usada ampliamente en los labora-

torios de investigacidon cientifica de México y el Mundo.
En este trabajo se hace un estudio sobre la factibilidad
de producir 1a mencionada proteina en los laboratorios del
pais que la utilicen con frecuencia, con ventajas como

la de evitar la salida de divisas por concepto de su im-
portacion y la de servir como material didadctico en la

preparacién de jovenes bioquimicos.

Los métodos empleados fueron el cldsico de Sumner ba-
sado en precipitaciones selectivas con sales neutras
hasta lograr la Con A cristalizada y el segundo, mucho
mas moderno, basado en la afinidad selectiva de la Con A
a polimeros de carbohidratos usando el comercial de
Sephadex. Las pruebas para determinar actividad y fuer
za de las preparaciones de Con A, se basaron en hemaglu
tinaciones con eritrocitos de varias especies animales,
precipitaciones especificas con glucdgeno, efecto de al
gunos metales en la actividad aglutinante e inhibicio-

nes especificas.
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INTRODUCCTION

Existe en el pais wuna demanda de reactivos bioldégicos,
cuyo consumo se ha visto incrementado en los G1timos
afios en laboratorios e instituciones de los sectores
piblico y privado dedicados a la investigacidon. Esta
demanda se cubre en su totalidad en el extranjero, lo
cual representa una salida de divisas continua y cre-
ciente, que podria ser disminuida por lo menos en par
te por el aparato productivo nacional o por los mismos
laboratorios que consumen dichos reactivos, ya que la
tecnologia y metodologia son conocidos y estan al al-
cance de la mano, contamos con materia prima en abun-

dancia y personal calificado nacional.

Debido a la actual situacion de crisis econémica por
la que atraviesa el pais, en donde hay por un lado
carencia de divisas, que dia a dia se encarecen y por
otro lado la desviacidn de recursos hacia actividades
prioritarias diferentes de las cientificas, que junto
con un marcado retraso en 1o que respecta a la inves-
tigacion tanto cientifica como tecnoldgica, acentdan
nuestras carencias, se hace necesario ahora mas que
nunca tratar de generar o adaptar tecnologias adecua

das a las condiciones del pais, que le proporcionen
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los medios para cubrir sus necesidades aprovechando in-
tegralmente los recursos naturales propiecs, evitando
de este mismo modo 1a fuga de divisas por concepto de

importacidn de productos y tecnologias.

Dentro de la investigacidn cientifica, existen campos
como el de la medicina, en varias de sus ramas, la big
quimica, la biologia y otros, que dependen en gran me-
dida de una amplia gama de reactivos que no son produ-
cidos en el pais, debido a que, como ya dijimos, no
hay investigacidn encaminada a generar o adaptar tec-
nologias para su produccidén a pesar de contar con el

equipo, la materia prima y 1a mano de obra calificada.

El equipo habitual de un laboratorio dedicado a la in-
vestigacion en el drea de bioquimica, puede ser utili-
zado en un momento dade para la produccidon de algunos
reactivos de uso comiin en el mismo, los cuales se pue-
den obtener a un bajo costo, alta calidad y disponibi-
lidad inmediata. Esta produccidn para autoconsumo,

ain cuando no desplazaria completamente a los reacti-
vos comerciales, representa una alternativa para pro-
porcionar el material requerido, con las caracteristi-
cas antes mencionadas y sin afectar las actividades

sustantivas de investigacidn; asi mismo, dentro de es-

ta produccidén se podria considerar un sobrante destinado



al intercambio de reactivos con laboratorios gue tengan
proyectos de investigacién similares, ¢ bien para obte-
ner otro tipo de material como bibliografia, equipo y

accesorios, especimenes bioldgicos y otros.

Dentro de este marco de referencia, se propone en el
presente trabajo, 1a produccidn a nivel laboratorio,
de Concanavalina A, una lectina de uso comin en los la
boratorios antes mencionados y que creemos es un buen
ejemplo de 1o que se podria hacer con otros reactivos
en un esfuerzo por paliar la critica situacidn por la

que atraviesa la investigacion cientifica en México.
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LAS LECTINAS

Las lectinas son proteinas de origen no inmune, que
tienen la capacidad de agltutinar cé€lulas y/o precipi-
tar polisacdridos y glucoconjugados. Fueron detecta-
das por primera vez, hace casi un siglo, cuando Stilmark
reportd la aglutinacion de eritrocitos por extractos

salinos de algunas plantas.

En 1888 este investigador, estudiando los efectos té-

xicos del extracto de las semillias de Ricinus comunis,

encontrd que éste aglutinaba globulos rojos, tanto hu-
manos como de otras especies animales. Al estudiar el
fenémeno mas a fondo, encontrd una proteina altamante

toxica y con la capacidad de aglutinar eritrocitos, a

la que 1lamé Ricina. Poco tiempo después de este des-
cubrimiento, Hellin, que trabajaba en la misma Univer-
sidad que Stillmark, encontrd otra iectina en las semi

}1las de Abrus precatorius, a la que nombré Abrina.

Estas dos proteinas )lamaron la atencién del médico ale
mdn Paul Ehrlich, quien en la Gltima década del siglo
pasado sentd las bases de la inmunologia, usando a la
ricina y a la abrina en sus experimentos en lugar de
las toxinas bacterianas que eran de uso comin en esa

época.
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Afios después, Landsteiner y Raubitschek, observaron que
la actividad hemaglutinante de los extractos obtenidos
a partir de diferentes vegetales variaba segin la espe-
cie de las que se obtenian los glébulos rojos, 1o que

sugeria una especificidad de las lectinas.

En 1979, Sumner obtiene la Concanavalina A, aislada a

partir del frijol Canavalia ensiformis, que fué la pri

mera aglutinina obtenida en forma cristalina (47). Sin
embargo a pesar de haber sido aislada en ese afio, no
fué sino hasta 1936 cuando Sumner y Howell encontraron

que la hemaglutinina de Canavalia ensiformis y la Con-

canavalina A eran la misma proteina, ademas observaron
que esta reaccionaba con el glucégeno precipitdndolo y
que la aglutinacién de eritrocitos, era inhibida con

azlcares, 1o cual sugeria que la aglutinacidn se debfa
a la interaccién entre 1a Concanavalina A y los carbo-

hidratos presentes en la membrana celular (48).

En 1949 Boyd y Reguera descubren la existencia de aglu
tininas especificas para grupo sanguineo humano, al en

contrar que el extracto del frijol Phaseolus Jlimensis

aglutinaba preferentemente gldbulos rojos del grupo "A".
En 1952 Watkins y Morgan confirman la suposicion de

que la aglutinacion se debe a 1a interaccion lectina-
carbohidrato celular con estudios de inhibicidon de aglu-

tinaci6n y encontraron la relacidon que existia entre
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los carbohidratos y los grupos sanguineos y concluyeron
que la ot-N-acetil galactosamina es el determinante an-
tigénico del grupo Ay la L-fucosa del grupo O {(52). En
el caso de las lectinas no especificas para grupo san-

gufneo, determinaron que estas interactuaban con recep-
tores carbohidrato diferentes de los determinantes de

grupo sanguineo del Sistema ABO y que estaban presentes

en todos los eritrocitos.

En 1954 Boyd y Sharpleigh, basandose en la capacidad de
algunas aglutininas de reaccionar especificamente con
los distintos grupos sanguineos humanos propusieron el
nombre de lectinas, derivado del latin Legere, que sig-
nifica escoger, para agrupar en un sdlo nombre a todas
las proteinas con las caracteristicas antes descritas
(6). Hasta ese momento, las lectinas eran manejadas
con diferentes nombres como aglutininas, hemaglutini-
nas, faseolinas (por haber sido aisladas a partir de
frijoles del género Phaseolus), fitohemaglutininas por
ser obtenidas de plantas, proteinas tipo anticuerpo

por la semejanza de sus propiedades con las proteinas
de esa otra clase; sin embargo, ninguno de estos nom-
'bres agrupaba a todas las lectinas dado que se refe-
rian a una propiedad o a un origen en particular. El

nombre de lectinas fué adoptado por la mayoria de 1la
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comunidad cientifica dedicada a su estudio, a pesar de
que existen algunos grupos que todavia hoy no estan de

acuerdo con esta nomenclatura y definicidn {14)

E1 descubrimiento de lectinas especificas para grupo
sanguineo humano, dié un gran impulso a su estudio, ya
que se vio la posibilidad de usarlas como reactivos pa
ra tipificacion sanguinea en el laboratorio clinico;

sin embargo, los descubrimientos que propiciaron el uso
comiin de las lectinas en los laboratorios de investiga-
cibn cientifica, se produjeron casi diez afics mas tarde,

uno en 1960 y otro en 1963,

En 1960, Nowell demostré que la lectina obtenida del

frijol Phseolus vulgaris, conocida comunmente como fi-

tohemaglutinina (PHA) tenia un efecto mitogérico en
linfocitos, esto es, al interaccionar la lectina con
los linfocitos, éstos son estimulados y de ser células
en reposo pasan a ser linfoblastos, células en creci-
miento que finalmente se dividen por mitosis. Este
descubrimiento abrid una amplia gama de posibilidades,

principalmente para estudios cromosdmicos.

Posteriormente en 1963, Aub descubre que un extracto
de germen de trigo que €1 pensaba contenia una lipasa,
aglutinaba células cancerosas. Al analizar mejor es-

te extracto, encontrdé que una lectina (WGA), era la
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causante de esa aglutinacion. A partir de esta observa-
cidn, se empez0d a experimentar con otras lectinas y se
encontrd la misma propiedad en algunas que eran de mas
facil obtencidn, 1o que propicid como ya dijimos, que
su uso se extendiera en los laboratorios de investiga-
cibn en el drea biclégica.

Debido a las propiedades descritas anteriormente, las
lectinas son ampliamente usadas en la actualidad en di-
versos campos de la medicina, como la genética, la on-
cologia, el laboratorio clinico y otros; y en investi-
gaciones relacionadas con el aislamiento de glucopro-
teinas, el estudio de 1a estructura de la membrana ce-
lular, la separacidn de poblaciones de células y dreas

afines de la bioquimica y la biologia.

Revisiones mas aplias sobre la historia y generalidades
de las lectinas pueden ser encontradas en (28), (29},

(41) y(33).
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TABLA I

PRINCIPALES EFECTOS BIOLOGICOS DE LAS LECTINAS

Aglutinacién de eritrocitos y otro tipo de células.

- Estimulacidn mitogénica de 1info¢itos.

- Inhibicidn de la fagocitosis.

- Inhibicidén de la formacidn de vacuolas en macréfagos.
- Efecto inmunosupresor.

- Toxicidad.

- Inhibicidn del crecimiento y migracién de cé1u1as

tumorales.

- Inhibicién de la liberacién de insulina en islotes

pancredticos.
- Efecto tipo insulina en células grasas.

- Inhibicidn del crecimiento de hongos.

Tabla tomada de (28). Lis, H. y N. Sharon. .Lectins:
Their Chemistry and Application
to Immunocliogy, en the Antigens.
Ed. M. Sela. Academic Press, |

New York (1973).



LA CONCANAVALINA A

La Concanavalina A (Con A) es una lectina que se extrae

de la semilla de la leguminosa Canavalia ensiformis, co

nocida como Jack bean o frijol diente de caballo, en la
que se encuentra en una proporcidon alta, 1legando a cons
tituir hasta el 2 o 3% en peso de la semilla, dependien-
do ésto del origen de las mismas (48, 2). Fué aislada
por Sumner en 1919 (47) quien la obtuvo en forma crista-
lina, pero no fué sino hasta 1936 cuando se le identifi-

c6 con la hemaglutinina de C. ensiformis (48).

La Con A aglutina eritrocitos de diversas especies como
caballo, perro, gato, conejo, cobayo y rata (48), alqu-
nas bacterias (48), células embridnicas, espermatozoides,
algunos virus, linfocites (10), timocitos (7), hemocitos
(54), blastocitos {11) y ciertos tipos de células trans-
formadas y malignas mientras que no aglutina a sus con-
trapartes normales (23) y precipita ciertos tipos de

o -glucanos, como glucdogenos, amilopectinas, dextranes

y mananes (15), lipopolisacaridos (18), vesiculas

de glucolipidos-fosfolipidos (50) y glucoproteinas

(17) en una reaccidn similar en muchos aspectos

a la reaccion antigeno-anticuerpo (15).
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Ha sido usada ademds entre otras cosas para la indetifi-
cacion de glucoproteinas (19), para el estudio de fend-
menos membranales como permeabilidad idnica (13), poten
cial de membrana (12) y actividad enzimatica (34); para
estudiar la movilidad de los receptores superficiales

en distintos tipos de células (21), la actiyidad enzi-
matica en células transformadas (9), para el estudio
del proceso de activacidn de las plateletas (39) y para

el desarrollo de ensayos inmuno-enzimdticos (32).

La interaccidon Concanavalina A - carbohidrato es muy
especifica, debiendo tener estos Gltimos residuos
*-D-glucopiranosil, &k-D-manopirancsil, @-Dfructofura-
nosil o ot-D-arabinofuranosil en la terminal no reduc-
tora de la cadena polisacdrida (15). E1 sitio de unién
de carbohidrato de la Concanavalina A es compliementario
a los grupos hidroxilo C-3, C-4 y C-6 de Tos anillos
-D-glucopiranosil y o-D-manopiranosil (43). Los ani-
110s de 5 miembros, ain cuando también reaccionan con

la Con A, interaccionan mucho mas debilmente que los
anillos pirandsidos. Con estudios de inhibicién

de la interaccidn polisacdrido-Concanavalina A se ha de
mostrado que los mejores inhibidores son el metil o(-D-ma
nopiranésido y el metil A-D-glucopirandsido, siendo tam
bién inhibidores aunque en menor escala manosa, glucosa,
fructosa, arabinosa y algunos disacdridos como maltosa e

isomaltosa (43).
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La Concanavalina A es una proteina constituida por pro-
tomeros de P.M. 26 000 (33) de una sola cadena polipepti
dica compuesta de 237 aminoacidos (51) que tiene un si-
tio de unidn para carbohidrato, uno para Mn 2+ Y 1 para
Ca 2ty ambos iones son necesarios para la interaccién de
la Con A con carbohidratos (25).

La molécula requiere que el ion Mn 2+ o bien algin

2+ 24

otro metal de transicién como Co =¥, Ni <%, zn 2% ¢

cd 2*, que también nos dan una molécula activa,

2+, ya que la unién

se una a esta antes que el ion Ca
del Mn 2% induce un cambio conformacional en la pro-
teina que crea el sitio de union para el Ca 2+ y am-
bos iones le dan una estabilidad conformacional a to-
da la molécula que posibiiita la interaccidn con car-

bohidratos (5).

Los protdémeros de la Concanavalina A forman dimeros y
tetrdameros, dependiendo esto de las condiciones de pH
y temperatura en que se encuentre: a pH fisfo]égico,
la Con A es un tetramero; a pH menor a 5.6 es predo-
minantemente un dimero y a pH mayor de 7 se ha obser-
vado 1a formacidén de agregados poliméricos mayores
(24), La temperatura también influencia la transicidn

dimero-tetramero de la Con A: 3 pH 6.3 y 4°C solo hay
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di mero; al aumentar la temperatura a 36°C la molécula
es casi totalmente tetramérica. A pH 7.2 la transicidn
se completa a 25°C (22). Las propiedades de union a
carbohidratos no son afectadas por la transicidn dimero-
tetrdmero. Algunos cambios quimicos como acetilacién o
succinilacidon de la proteina tampoco afectan la unidn a
carbohidratds, habiéndose obtenido derivados acetila-
dos y succinilados de la Con A tan activos como la lec-

tina sin modificar,

Si bien las propiedades aglutinantes de la Con A fueron
estudiadas en un principio con eritrocitos, los estu-
dios mas recientes han sido enfocados a la actividad
que presenta con linfocitos y células transformadas.

La Con A es un potente mitdgeno que estimula a linfo-
citos a transformarse en linfoblastos (10) durante es-
te proceso el nicleo de la célula aumenta de tamafio y
los cromosomas se convierten en estructuras discretas,
por lo que 1a Con A constituye una herramienta impor-
tante para analisis cromosomicos y estudios inmunolé-

gicos.

La Con A tambi&n ha mostrado capacidad para aglutinar
células leucémicas (38) y células transformadas por
diferentes agentes carcinogénicos como Rayos X, quimi

cos, virus poljoma y otros, mejor que a sus contrapartes
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normales (23). Ademds de algutinar a este tipo de células
in vitro, la Con A también afecta su desarrollo in vivo,
pues se ha logrado la destruccidn de tumores producidos

artificialmente en cobayos con inyecciones de la lecti-

na (42).

Asi mismo la Concanavalina A ha demostrado ser una va-
liosa herramienta en el estudio de células tumorales
de diversos tipos (30), en la induccidon del efecto ci-
totéxico de macréfagos hacia tumores (53) y para la

estimulacion del sistema inmune in vivo (27).

La Concanavalina A también tiene una gran utilidad al
ser inmobilizada uniéndola covalentemente a un sopor-
te cromatografico como la sepharosa, y el complejo

Con A-sepharosa ha sido usado para aislar diversos com-
puestos, entre los que tenemos, aparte de los menciona-
dos con anterioridad en el texto, a alergenos (26) com-
plejos inmunoldgicos (20) inmunoglobulinas normales y
cancerosas (36) complejos enzima-anticuerpo (3) para
el subfraccionamiento de membranas plasmaticas (40, 37)
y para purificar anticuerpos dirigidos al propio sitio

activo de Con A.

Por todas estas propiedades y por ser la lectina de
ta que mas conocimiento se tiene, tanto desde el punto

de vista fisicoquimico, como bioldgico y estructural,
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por la alta concentracidn en que se encuentra en el fri-
Jjol del que se extrae y por la relativa facilidad para
obtenerla en forma pura, la Concanavalina A es proba-
blemente la lectina mas usada en los laboratorios de-
dicados a la investigacidon en ciencias bioldgicas en

todo el mundo.
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TABLA 2

PRINCIPALES PROPIEDADES QUIMICAS Y BIOLOGICAS DE LA
CONCANAVALINA A ‘ h

Peso molecular (monémero): 26 000

Agregados: Dimeros y tetrameros.

Actividad mitogénica: Positiva.

Especificidad de tipo sanguineo humano: ninguna.

Ligando espe;ificq; &-D-Manosa (x-D-Glucosa,-D-fructosa).

Sitios de unidn de carbohidrato: 1 por monomero

2+ 2+

2+ Ca 2+ y otros como Zn s Ni.

Iones Asocfadqs:.ﬂMn
oy cd 2
Isolectinas: 0

Contenido ¢isteina: 0%

Contenido carbohidrato: 0%.

Tabla tomada de (33). Monsigny, M. et. al. Lectins as
Tools to Study Cell Surface Membra-
nes, en Interdisciplinary Training
Course: Structure and Functions of
Biological Membranes. Molecular As-

pects. Orleans, Sept. 1977.
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ESTRUCTURA DE LOS PRINCIPALES LIGANDOS ESPECIFICOS DE LA

CONCANAVALINA A
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EXTRACCION DE CONCANAVALINA A. POR EL METODO DE SUMNER
Y HOWELL (48)

Los frijoles se descascaran y muelen hasta obtener una
harina fina. Se toman 100g. y se ponen a remojar en
500 ml1. de una solucidn de acetona al 32% con agita-
cidn magnética en frio durante 6-8 horas, se filtra en
frio con papel Whatman No. 1 (en todas las operaciones
de filtracidon se usa este papel.) EI residuo se mez-
cla ahora con 500 ml. de etanol al 30% y se agita du-
ranie 6-8 horas. Se pone a filtrar. La Concanavalina
A se extrae del residuo con 400 ml. de una solucidn de
NaCl 1.0%/Fosfato 0.1%, agitando durante 6-8 horas en
frio. Se filtra también en frio y se re-extrae el resi
duo con 250 ml., de NaCl 5% durante 6-8 horas. Se fil-
tra y se deshecha el residuo. Se mezclan los dos @l1ti
mos filtrados, se les agrega unas gotas de tolueno y se
pone a dializar en papel de didlisis comercial, contra
agua destilada, durante 48 horas, cambiando varias veces
el agua de didlisis. Se centrifugan los cristales de
Con A y se lavan una vez con agua destilada. Los cris-
tales son disueltos en una pequefia cantidad (30-40ml1)
de HC1 O.IN y se dejan reposar de 20 a 30 min. se agre-
ga un poco de solucidn de fosfatos 0.1M pH neutro y

en sequida NaOH 0.IN hasta antes de la precipitacion de

la Con A. Se filtra y se pone a dializar contra agua
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destilada durante 24 horas con varios cambios de agua.

Se centrifugan los cristaies de Con A.

Estos cristales son purificados disolviéndolos en apro-
ximadamente 50 ml. de NaCl saturado a 40°C. Esta solu-
cidn se filtra para eliminar material insoluble. La
Con A puede conservarse en esta solucion o bien se
pueden obtener los cristales dializando contra agua des
tilada durante 48 horas cambiando varias veces el agua.
Los cristales se separan por centrifugacion y se secan
en un desecador con CaC]2 al vacio. El1 diagrama de
bloques de la extraccidon de Con A se muestra en la Fi-

gura 2.
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FIGURA 2

DIAGRAMA DE FLUJO DE LA EXTRACCION Y PURIFICACION DE CONCANAVALINA A
METODO DE SUMNER Y HOWELL {48)

Frijoles

Descascarado

2
Molido ] [Harina] y
I
| Ext. Acetona j— Filtrado]

[ Ext. Etanol J—=]Filtrado|
!
| Ext. NaCl 1% }—{Filtrado

| Ext. NaCl 5% F—{Filtrado

Sobrenadante

Sobrenadante

Cristales Didlisis

Cristales

Sobrenadante

iNaCl Saturado
40°C

EON A HSecado

1/ Frijoles Canavalia ensiformis cosechados en el C.I1.B., B.C.S.

Cristales

2/ Harina de Canavalia ensiformis Comercial (Jack Bean Meal, Sigma Chem. Co., Cat. J.0125).




OBTENCION DE CONCANAVALINA A POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD
(18)

Aprovechando la habilidad de la Concanavalina A para unir-
se reversiblemente a dextranes, una familia de o< -glucanos
que contienen predominantemente uniones glucosfdicas

ol-D (1-6) y tomando en cuenta que estos se encuentran
dicponibles en el mercado (Sephadexes, Pharmacia Fine
Chemicals) se ha aislado y purificado a la lectina por
adsorcién especifica seguida de la elucidén de la proteina
con un carbohidrato de bajo peso molecular que compite y
separa a la Concanavalina A del adsorbente (2). Otros
autores separan la Con A con un buffer de pH bajo en

Tugar del carbohidrato especifico (35). El procedimien-
to para 1a obtencion de Con A por cromatografia de afi-
nidad es el siguiente:

100 g. de harina de C. ensiformis son mezclados con 500ml.
de NaCl1 0.15M y se agita magnéticamente en frio (4°C)
durante toda la noche, La mezcla se filtra; el filtrado
se guarda y el residuo se reextrae con otros 500 ml. de

sol. salina en las mismas condiciones,

Se filtra otra vez, se juntan los filtrados y se centri-
fugan a 9 500 rpm durante 30 min. en una centrifuga re-

frigerada. Se decanta el sobrenadante y se le agrega
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(NH4)2504 hasta el 30% de saturacidén (176 g/1t). Se
ajusta el pH a 7 con NH4 OH diluido y se mantiene con
agitacion magnética durante dos horas a temperatura am-
biente (25°C). E1 precipitado formado se remueve por
centrifugacidn y se descarta. Al sobrenadante se le
agrega el (NH4)2504 necesario para ponerlo al 80% de
saturacién de esta sal (356g9/1t). Se ajusta el pH a

7 como se indicO anteriormente y se deja reposando a
temperatura ambiente para permitir la precipitacién de
proteinas. E1 precipitado se colecta por centrifuga-
cidn, se suspende en agua (500 ml) y se dializa exten
sivamente contra agua destilada y finalmente contra
NaCl 1.0M. E1l1 contenido de la bolsa de dialisis se
centrifuga para separar el material insoluble y el
sobrenadante es usado en la adsorcion especifica en
Sephadex. Se usa una columna de 4 cm. X 60 cm. empa-
cada con Sephadex G-50 (Pharmacia, Fine o Medium) equi-

1ibrada con NaCl 1.0M para la adsorcion de 1a Con A.

La solucidon de proteinas se pasa por la columna con
un flujo aproximado de 30ml/hr. En el efluente de la
columna se monitoréa el contenido de proteina por ab-
sorbancia a 280 nm. Cuando se termina de aplicar la

solucion de proteinas, la columna se lava con NaCl
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1.0M durante 40 horas o hasta que ya no se defecte 1a
salida de proteinas de la columna (absorbancia a 280 nm
£ 0.1) después se aplica a la columna una solucidn de
glucosa 0.7 M en NaCl 1.0M para eluir a la Con A. Se
monitorea la salida de Con A por absorbancia a 280 nm,
y se colectan las fracciones con una absorbancia mayor
a 0.1. Estas fracciones se juntan y se dializan con-
tra NaCl 1.0M con 18-20 cambios en una semana. La

Con A se puede guardar en NaCl 1M a 4°C, en NaCl 0.15M

a -20°C o liofilizada.
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FIGURA 3

DIAGRAMA DE FLUJO DE LA EXTRACCION Y PURIFICACION DE CONCANAVALINA A

METODO ULE AGRAWAL Y GOLDSTEIN ( 2)

lDescascarado]

la. Extraccion
NaCl 0.15M

Precipitado

4 (NH, ) ,50,30%5at
Zahag¥t5?$g;°n Filtrado Sobrenadante (NH4)ZS.04 80% Sat
Precipitado
Diadlisis Elucidn con Adsorcion Didlisis —
NaCl 1M glucosa especifica [*{NaC1 IM Dialisis H,0 Dest.

en
Sephadex
CON A 6-50

1/ Frijoles Canavalia ensiformis cosechados en el C.I.B., La Paz, B.C.S. 1983.
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FIGURA 14
ESTRUCTURA DE LOS CARBOHIDRATOS DEXTRAN Y SEPHADEX

DEXTRAN

_L_o
_SEPHADEX
0




PUREZA INMUNOLOGICA

Se hicieron pruebas de doble difusién en placas de Agar
preparado al 1.5% en PBS 0.025M pH 7.2 con 0.02% de
azida de sodio como conservador. Se observé el nimero
de bandas producidas al reaccionar las muestras de

Con A con el suero de un conejo inoculado con una mues
tra de Con A sin purificar y comparando con el resulta
do obtenido con una muestra de Concanavalina A comer-
cial (Con A Type IV, Sigma Chem. Co., St. Louis'Mb,,

U. s. A.). |



TECNICA PARA LA FORMALINIZACION DE ERITROGCITOS

Sustancias

Formaldehido (Grado reactivo, J.T. Baker, México)
PBS pH 7.2 (Solucién amortiguadora de fosfatos)
Eritrocitos

Sol. salina isot6nica (0.9% NaCl).

Procedimiento

Los eritrocitos colectados en presencia de anticoagu-
lante (EDTA 10%) son lavados varias veces con PBS has-
ta que el sobrenadante queda claro (incoloro). EI1 la-
vado se hace centrifugando los eritrocitos 3 min.

1 500 rpm y decantando el sobrenadante, resuspender en

PBS y centrifugar otra vez y asi sucesivamente.

A un volumen de eritrocitos frescos empacados por cen-
trifugacidén (3 min. 1 500 rpm) se les agregan 8 volime-
nes de formaldehido al 3% frio (10°C) y la mezcla se
mantiene a 4°C durante 24 horas, con agitacién suave.
Después se agregan 2 volimenes de formaldehido al 40%
frio (10°C) y se sigue con Ta agitacidn suave en frio
por otras 24 hrs. los eritrocitos se lavan 10 veces
~con 8-10 volimenes de sol. salina y al final se resus-
penden en 6-8 volimenes de sol. salina. Estos eritro-
citos se pueden guardar a 4°C, congelar a -20°C o liofi

1izarse y pueden ser usados durante varios meses.



PRUEBAS DE HEMAGLUTINACION

En una placa de aglutinacidon (Microtiter Plate) se ha-
cen diluciones en serie 1:2 de una solucidn de Con A en
PBS 0.025M pH7.2 de concentracidn conocida, midiendo la
proteina con el método de Lowry. A cada pozo se les
agrega 10 1. de eritrocitos de raton o de otras espe-
cies animales, formalinizados al 2.0% en PBS 0.025M,

pH 7.2; se agita la placa y se deja reposar de 3 a 4
horas a temperatura ambiente y se lee el titulo de la
muestra o mixima dilucidn que causa aglutinacién de los

eritrocitos.



INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

Se utiliza el mismo procedimiento que en la prueba an-
terior, pero agregando a cada pozo 10 /M]. de solucidn
de sacdrido 0.6M en PBS 0.025M pH 7.3 e incubando a tem
peratura ambiente durante 1 hora antes de agregar los
eritrocitos. La lectura se hace de la misma forma que

en la prueba de hemaglutinacion,



PRECIPITACION CON GLUCOGEND

A1 ml, de Ta solucién de cada muestra de Con A se les
,agrega 1 ml. de solucidn de glucégeno {(Oyster, Sigma
Chem. Co. St. Louis Mo. U.S.A.) de una concentracidn
de 1mg/ml. Se esperd 24 horas a que la reaccidn se
1levara a cabo completamente, se centrifugd el precipi
tado y se pusieron placas de hemaglutinacidn con el so.
brenadante, siguiendo el procedimiento indicado con ap

terioridad.
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METODO DE LOWRY PARA DETERMINACION DE PROTEINAS (31)

Sustancias:
Solucidon A: Na2 003 2% en NaOH 0.1N
a 5H20 1%
Solucidon C: Tartrato de Sodio y Potasio 1%

Solucidn B: CuSO

Solucion D: Reactivo Folin-Ciocalte u/fenol IN
(Sigma de México)
Reactivo de Lowry: Se mezclan 100 ml. Sol. A. + 1 ml.

Sol. B + 1 ml, Sol. C

Procedimiento:
Se prepara un estandar de albimina bovina (Sigma Chem.
Co.) con concentraciones de 20, 40, 60, 80, 100 y 120

microgramos por mililitro.

Las muestras de concentracién desconocida se diluyen
para tener una concentracién aproximada entre 50 y

100 microgramos/ml.

Poner 1 ml. de cada dilucidn mas 3 ml. de reactivo de

Lowry en cada tubo y agitar en vortex. Reposar 10 min.

Afiadir a cada tubo 0.3 ml.de la sol. D y agitar vigo-

rosamente en vortex. Reposar una hora.

Leer absorbancia a 590 nm.



45,

‘Las principales reacciones involucradas en este método

son las siguientes:

Cus0,+NaK(DOCOHCH) 2-----"--5 ---------- ¥ Complejo Tartrato-Cobre

Complejo Taf't'rAto;CoBEé}?r‘\dfeina --------- + Complejo Proteina-Cobre
Complejo Proteina-Cobre+Reactivo de Folin---4 Desarrollo de Color

Junto con este método se usG en algunos casos un Lowry
modificado (Alicia Gamboa, comunicacidn personal) cuya
principal diferencia son los vollmenes de reactivos

usados; esta variante se describe a continuacidn.



METODO MODIFICADO DE LOWRY PARA DETERMINACION DE PROTEINAS
(ALICTA GAMBOA, COMUNICACION PERSONAL)

Sustancias:

Solucién A; Na, Coj 2% en NaOM O.IN
Solucidn B: Tartrato de sodio y potasio 2%
Solucién C: CusO, . 5H,0 1%
Solucion D: Reactivo de Folin-Ciocaltey/fenolIN
(Sigma de México) diluido 1:1 (prepa-
 _raf exactamente antes de usarse).
Reactivdidé-qury: mezclar 98 m}. Sol. A + 1 ml.

Sol. B +1 ml. Sol. C.

Procedimiento:
Preparar el estandar y las diluciones de muestras
de acuerdo al método anterior,
Se ponen 0.4 ml., de cada dilucidn + 2 ml. de reac-
tivo de Lowry en cada tubo y agitar vigorosamente en

vortex, reposar 10 min,

Afiadir 0.2 ml. de la sol. D. y agitar vigorosa-

mente en vortex, reposar 30 min.
Leer absorbancia a 590 min,

En ambos casos se grafican las lecturas de absorban-
cia contra las concentraciones del estandar para ex-
trapolar Tuego las lecturas de las muestras y calcu-

lar su concentracién.



ABSORBANCIA 590 nm.
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FI1GURA 5§

METODO LOWRY PARA DETERMINACION DE PROTEINAS
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Curva patrdn para la determinacidon de pro-

teinas por el Método Lowry (31), se utilizé
albdmina bovina (Sigma Chem. Co.) como es-

tandar,

ml.
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TECNICA PARA LA PREPARACION, TENIUU v CUNSERVACIUN DE PLA-
CAS UL INMUNODIFUSION EN AGAR. (U. MED. EXP., F. DE MEDICINA,
U.N.A.M.)

Preparacion de las placas

Sustancias:
Agar bacterioldgico (BIOXON)
Azida de sodio (Sigma de México)

PBS pH 7.2

Procedimiento:
Se prepara el agar al 1.5% en PBS con 0.02% de Azida
de sodio para evitar contaminacidn. La mezcla se ca-
Tienta con agitacidn continua hasta que queda crista-
lina y sin burbujas de aire y se pasa a cajas de Pe-
tri, se deja a temperatura ambiente a que solidifique

el gel.

Corrido de las Placas

Sustancias:
Suero de conejo
Muestras de Con A

Horadador

Procedimiento:

E1 suero de conejo se obtiene sangrando un conejo
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inoculado con una muestra de Con A sin purificar.
Se deja reposar la sangre a temperatura ambiente,

a que se forme el coagulo y se separa el suero. Se
divide en fracciones de 2 ml. que se congelan hasta
su uso.

Al gel de agar se le hacen las horadaciones necesa-
rias, de aproximadamente 4 mm. de didmetro y separa
das una distancia de 4 mm., se colocan las muestras
en los pozos, teniendo cuidado de que no se rebo-
cen. En Ta tapa de 1a caja de Petri se coloca un
papel filtro himedo, se cubre el gel, y se deja a
temperatura ambiente a que las muestras difundan
(24 a 48 horas, dependiendo de la reaccidn de pre-

cipitaciodn).

Tincidn de las Placas

Sustancias:

Azul de coomassie.

Ac. acético {J. T. Baker).
Etanol (J. T. Baker).

Agua destilada.

Sol. salina (0.9% NaCl)

Procedimiento;

Cuando se considera que la reaccion de precipitacidn
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ha terminado, la caja de Petri se sumerge en sol. sa-
tina, se despega el gel y se saca de la caja. E1 gel
se deja tavando durante 48 horas, con varios cambios
de solucidn en el transcurso de este tiempo, para
eliminar proteinas solubles. E1 G1timo cambio se

hace con agua destilada para fijar las bandas.

Colocar el gel sobre un vidrio plano y ponerle un pa-
pel filtro encima perfectamente adherido, haciendo per
foraciones en los lugares donde se encuentran los po-
zos del gel. Dejarle a temperatura ambiente durante
24 horas a que se seque el gel. Pasado este tiempo
despegar el papel con cuidado, si es necesario mojan

dolo.

Tefiir el gel con una solucién preparada mezclando 1g.
azul de coomasie, 100 ml. acido acético, 450 ml. e-
tanol y 450 ml. agua destilada. Se tifie hasta que

Tas bandas adquieran el tono deseado.

Las placas de agar se lavan con una solucion de 100 ml.
dcido acético, 250 m1. etanol y 600 ml. agua destila-
da. Lavarlas hasta que Ta solucion ya no se pinte de

azul.
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Conservacion de las Placas

Sustancias:

Acido acético (J. T. Baker).

Glicerina.

Procedimiento:
Una vez tefiidas las bandas, las placas se sumergen en
una solucidn de dcido acético 2%/glicerina 5% durante

24 horas, después de 1o cual se dejan secar al aire.



RESULTADOS



RESULTADBEGOGS

Las Figuras 2 y 3 nos muestran los diagramas de flujo de
Tos procedimientos usados para la extraccidn y purifica-
cion de Concanavalina A, basados en los métodos de Sumner
y Howel1(48) y Agrawal y Goldstein (2) respectivamente.
Aunque s6lo en un método se usd tanto frijoles enteros
copo harina comercial (Jack Bean Meal, Sigma Chem. Co.
Cat J-0125), ambos procesos de extraccidn se'pueden ini-

ciar con los dos tipos de materia prima mencionados.

Al iniciar la extraccion de Con A, nos encontramos con
el problema de que Ta filtracidn del extracto de harina
era muy lenta, lo que podria redundar en un dafio a 1a
proteina, debido al tiempo que tarda en completarse,
por 1o que se pensé que moliendo los frijoles en mor-
terc de mano, la molienda nos daria un grano mas grande
que evitaria los problemas de filtracidon. En la tabla
3 se comparan los resultados obtenidos en ambas extrac-
ciones y considerando que el rendimiento de la extrac-
cion de proteinas asi como la actividad biclégica del
extracto salino eran mucho mayores partiendo de harina,
decidimos iniciar las extracciones subsecuentes con es-

te tipo de molienda, Ta cual es usada como materia prima
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en los métodos de extraccidn mencionados anteriormente

(48) y (2).

Los dos primeros pasos en la extraccion de Con A por el
método de adsorcidén especifica en Sephadex {2) implican
el fraccionamiento de proteinas con sulfato de amonio.
Agrawal y Goldstein (2) encontraronque aproximadamen-
te dos terceras partes de la actividadgde ta Con A se
hallaba entre el 50% y 60% de saturacién de (NH4)2 50,
y el resto distribuido del 30% al 80% de saturacidon de
la misma sal. En la tabla 4 comparamos la actividad he
maglutinante de las distintas fracciones del fracciona-
miento de proteinas con sulfato de amonio, y podemos ob
servar que efectivamente la mayor parte de la proteina
activa precipita entre el 30% y el 80% de saturacion,
quedando s6lo una pequeiia porcidén de la actividad en

las fracciones 0-30% y >80% de saturacion,

Sumner y Howell (48) observaron que la Concanavalina A
formaba precipitados con una serie de polisacaridos
entre los que se encontraban los dextranos, Agrawal

y Goldstein (1), aprovechando 1a existencia en el mer
- cado de geles de dextran (Sephadexes, Pharmacia Fine
Chem.) Tos utilizaron para la purificacién de la pro-

teina. Entre los distintos dextranos, que se diferencian
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por el grado de "cross-linking", encontraron que el mas
apropiado era el Sephadex G-50, ya que era el mas efi-
ciente en la remocidn de proteinas no adsorbidas y per
mitia Tos flujos mas altos, o cual aceleraba el proce
dimiento de purificacién. E1 sephadex G-25 no adsorbia
a la Con A; el Sephadex G-200 contiene el mayor nlmero
de sitios de union para la Con A, lo cual hace un buen
medio para concentrarla, pero la desventaja es que re-
quiere flujos muy tentos. En la figura 6, tenemos 1a
grifica de la cromatografia de afinidad, que correspon-
de a un diagrama cldsico de la purificacion de Con A en
Sephadex (2) (1); en é1 se observan dos picos que apa
recen después de la inyeccidn de la muestra y que corres
ponden a proteinas que no tienen afinidad por el Sepha-
dex y por lo tanto salen de 1a columna en el lavado con
la solucidén de NaCl 1.0M. Se observan dos picos,ya que
es muy probable que el Sephadex actle también como tamiz
molecular, lo que provocaria que unas protefnas tarden
mas en salir que otras. Después de un tiempo ( 48 hrs.)
durante el cual, la columna se lava para eliminar cual-
quier proteina que no se haya adsorbido al Sephadex, se
aplica una solucidn de glucosa (2 ) (1) para inhibir

la interaccién Con A-Sephadex y despegar a la proteina,

1o cual nos da el tercer pico que aparece en el diagrama.
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Como prueba adicional para la comprobacién de la pre-
sencia de Concanayalina A en las fracciones que nos
interesaban y aprovechando su habilidad para precipi-
tar glucdogeno, reportada primeramente por Sumner y
Howell (48) y estudiada mas a fondo por J. A. Cifone-
111 (8 ) se usd la precipitacidn de glucogeno de os-
tion (Sigma Chem. Co.), que habia mostrado buena ac-
tividad hacia 1a Con A (8 ) en placas de agar, método
usado por Agrawal y Goldstein ( 2). La tabla 5 nos
muestra los resultados de esta prueba, concordando
éstos con lo esperado, de acuerdo a las pruebas de

hemaglutinacion referidas con anterioridad.

Con el cbjeto de iniciar la extraccidn de Concanavali-
na A a partir de frijoles cosechados en el pais, en el
campo experimental del Centro de Investigaciones Bio-
10gicas de B.C.S., se cosecharon frijoles Canavalia
ensiformis, de 1a siembra de frijoles adquirides en

el extranjero (Jack Beans, Sigma Chem. Co.)

Utilizando el método de Sumner y Howell, se compararon
Tas ‘extracciones de Con A a partir de harina de frijo-

les cosechados en el pais y de harina comercial (Jack
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Bean Meal, Sigma Chem. Co.) (Tabla 6). Los rendimien-
tos de Con A son semejantes, siendo tal vez el rengldn
con una diferencia mas significativa el de las protei-
nas cristalizables, que corresponden a la Con A cruda;
si bien éste dato sugeriria a primera vista la conve-
niencia de usar harina comercial dado un mejor rendi-
miento de proteinas cristalizables y por lo tanto de
Con A, las pruebas de pureza y homogeneidad en placas
de inmunodifusién, apertan datos adicionales sobre

este punto.

En las figuras 7 y 8 podemos observar la secuencia de
la purificacion de Con A por el método de Sumner y Howell
con respecto a la pureza y homogeneidad de las muestras
cristalizadas durante el proceso y comparadas con una
muestra de Con A comercial, usando el método de inmu-
nodifusidn, al irse purificando 1a Con A, el nimero

de bandas de precipitacion va disminuyendo, lo cual

nos indica una disminucién de materiales contaminantes,
hasta llegar a l1a Con A purificada que nos da una sdla
banda al igual que la muestra de Con A comercial (Con

A Type 1V, Sigma Chem Co.), 1o que nos permite suponer

un grado de pureza semejante.
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Sumner y Howell (48) reportaron la capacidad de la
Concanavalina A para aglutinar eritrocitos de algu-
nas especies animales, mientras que con las dos
otras especies no interactuaba. Algunos resultados
nuestros en este punto, se presentan en la Tabla 7,
en la que podemos observar que la Con A aglutina
mejor los eritrocitos de burro que los de otras es-
pecies, y que nc aglutina los eritrocitos de cabra.
Estos datos concuerdan con los reportados por Sumner

y Howell (48).

I. J. Goldstein et. al. (16) y L.L. So & I. J.
Goldstein (43) estudiaron la inhibicidn de la reaccidon
con A-Dextran por medio de distintos azicares (mono-
sacdridos, oligosacdridos y azicares modificados) y
encontraron que los que mejor inhibian la interaccién
Lectina-polisacdrido eran: metil ot-D-manopirandsido,
metil o-D-glucopirandsido, metil OA-L-sorbopirandsido,
D-manosa, D-fructosa, D-glucosa, en orden decreciente
de potencia inhibitoria. De estos azicares tomamos al
metil ot-D-mandsido, a 1a manosa y a la glucosa para
hacer pruebas de inhibicidén de hemaglutinacigon. En

la tabla 8 tenemos los resultados de estas pruebas y
podemos ver que los azlcares utilizados inhiben dras-

ticamente 1a aglutinacién de eritrocitos por Con A,

L3
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mostrando patrones de inhibicidon casi idénticos“]a ma-
nosa y el metil ot -D-Mandsido y resultando la glucosa

el inhibidor menos potente de los tres.

En la tabla 9 se observa el efecto de 1a adicidn de glu
cégeno a una solucidn de Con A en el poder hemaglutinan
te de protefna. L.L.So e I.J.Goldstein (44) utilizaron
un método de precipitacion de Con A con dextran como un
modelo para el estudio de las reacciones antigeno-anti-
cuerpo, para estudios estructurales de po1i§acéridos y
para el monitoreo de la purificacidn de Con A y deter-
minaron algunas de las variables que influyen en la
reaccidn. Al interaccionar la Con A con el glucdgeno
se forma un precipitado insoluble que ocasiona la dis-
minucion de la concentracidon de Con A y por lo tanto la
disminucidon del titulo de aglutinacidn. E1 hccho de
que el titule de aglutinacidn baje tan drdsticamente
como lo muestra la tabla, indica que toda o la mayor
parte de 1a Con A en solucidn precipita, la que nos
ayuda a evaluar la pureza y homogeneidad de nuestras

preparaciones.

Para comprobar ]a efect1v1dad de los métodos de conser—

vacion y la estab111dad de Con A se guardaron muestras
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de la lectina obtenida por adsorcidn en Sephadex en
NaCl 1.0M/4°C y en congelacién (-20°C) durante 75
dias, al término de los cuales se les hizo pruebas
de hemaglutinacidn para ver si conservaba su activi-
dad bioldgica. En ambos casus la Con A presenta un
discreto aumento en su actividad, siendo un poco ma-
yor en el caso de la conservacion en NaCl IM 4°C
(Tabla 10); esta diferencia de titulos podria sar
causa de las condiciones en que se desarrollaron los
experimentos, pero en todo caso 1a Con A almacenada
en estas condiciones conserva su actividad biologica
en este lapso.

Debido al conocimiento que se tiene de 1a necesidad

de iones como Mn2+, Ca2+, Zn 2

+ y otros para que la
Con A pueda reaccionar con carbohidratos (25) ( 2),

y aumentan su actividad bioldgica (49) tratamos a las
muestras de Con A con una solucidn HnClz—ZnCl2 a una
concentracién final de 1 mM. En esa misma tabla 10
podemos ver que el efecto de los iones en el poder
hemaglutinante de 1a Con A es muy ligero, lo que nos
hace pensar que se obtuvo una lectina casi intacta

con actividad bioldgica plena, dotada naturalmente de

los microelementos.
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Con el objetc dc encontrar una fuente alterna de Con A
en las leguminosas del estado de Qaxaca, se hizo un es-
tudio preliminar con frijcles de 1a leguminosa Canava-
lia_villosa (recolectados en las cercanias de la Cd.
de Daxaca e identificados por el Biol. Alejandro Cis-
neros). En Ya figura 9 se observa el resultado de la
placa de inmunodifusion con el extracto salino de los
frijoles C. villosa, en donde se observa la posible
presencia de una proteifna similar a la Con -A en esas
semillas. Este hallazgo inicial, queda sujeto a com-
probacidn sobre las propiedades de las proteinas pre-
sentes en esa semilla y su similitud biolégica con la

Con A.
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TABLA 3

COMPARACION DEL TAMARO DE PARTICULA EN LA EFICIENCIA DE
EXTRACCICON DE CON A

Frijoles

Molidos Frijoles

(Harina) 1/ Triturados 2/
Peso 100 g. 100 mg.
Vol. Extracto 750 ml. 800 ml.
Conc. Proteinas 23.15 mg/m1. 9.25 mg/ml.
Proteinas totales 17.43 9. 7.4 g.
Titulo
Hemaglutinacién . 1024 512
Unidad o »
Hemaglutinante 22.§/Mg. ‘ 18.0/Hg.
Act. especifica U o ' :
UH/mg. prot. 44,247 e . 55.35
UH Tot. 7.7%10° 4.09 X 10°

1/ Harina de frijoles de tanavalia ensiformis obtenida con el
molino "Will Mi11" (VWRY.

2/ Triturados en mortero manual.
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TABLA 4

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE DISTINTAS FRACCIONES DE LA PURIFICACION DE CON A
METODO DE AGRAWAL Y GOLDSTEIN (2)

. Actividad

Titulos Act. especifica Act. Total recuperada
Hemaglu- UH/mg Prot. UH %
tinacidn

Precipitado 6

30 % Sat (NH4)2504 8192 1428 1.3 X 10 2.3

Sobrenadante 6

30 % Sat (NH4)ZSO4 131072 1111 52.8 X 10 97.2

Precipitado ! 6

80 % Sat (NH4)ZSO4 131072 21739 24,7 X 10 45.5

Sobrenadante : 6
80 % Sat (NH4)2504 _;512 170 - 0.17 X 10 0.5
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TRANSMITANCIA RELATIVA 280 nm.
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FIGURA 6

PURIFICACION DE CONCANAVALINA A EN SEPHADEX 6-50 (2 )

GLUCOSA

l

%

1 1. lJ [ ) i

5 10 55 60 65 70 t (horas)

Cromatografia de las proteinas precipitadas entre 30% y 80% de saturacidon de
(NH4) 504‘ en una columna de Sephadex G-50 (Pharmacia Fine Chemicals) (4 cm.
X 93 cm. La flecha indica la adicién de glucosa 0.1M. Los dos primeros
picos corresponden a proteinas que no se absorben al Sephadex. E1 pico que
aparece después de la adicidn de glucosa corresponde a la Concanavalina A.
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TABLA 5
PRECIPITACION DE GLUCOGENO 1/ EN PLACAS DE AGAR POR

DISTINTAS FRACCIONES DE LA PURIFICACION DE CON A
POR EL METODO DE AGRAWAL Y GOLDSTEIN ( 2).

Reaccion de
Precipitacidn

Extracto Salino +
Precipitado 30% Sat.

(NH4)2504 -
Sobrenadante 30% Sat.

(NH4)2504 +

Precipitado 80% Sat.
(NH4)2504 +

Sobrenadante 80% Sat.
(NH4)2504 -
Fraccion eluida de 1a

columna de Sephadex con
glucosa (Con A) +

(+) - Positiva (Hay precipitacidn)

(-) - Negativa (No hay precipitdcfﬁh)

1/ Oyster, Sigma Chem.” Co."
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TABLA 6

DISTRIBUCION Y RENDIMIENTO DE LOS COMPONENTES DE C.
ensiformis EN LAS FRACCIONES DE LA EXTRACCION DE
CON A POR EL METODO DE SUMNER Y HOWELL (48).

Peso
Fraccion Muestra I Muestra II
Harina , 100 q. 100 g.
Material extraido L ,{'v“”,
con acetona : - 13.4 g. : 10.8 g.
Material extraido e
con atcohol BT TP A F o Iy 1.2 g.
Proteinas no » "~Ff,j;~;,f'
cristalizadas o :3.647g. 2.78 g.
Proteinas e fif;ﬁAlffff :
cristalizables(Con A) oo 2.5.90 0 0 3.5 g.

Res iduo = . s59.2g. 60.4 g.

Muestra I - Harina de frijoles cosechados en el C.I.B.
B.C.S.

Muestra II - Harina comercial (Jack Bean Meal Sigma Chem.
Co., Cat. J-0125).
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FIGURA 7

PUREZA DE LAS PREPARACIONES CRISTALIZADAS DE CON A POR
INMUNODIFUSION, COMPARADAS CON UNA MUESTRA COMERCIAL
PURA (METODO DE SUMNER Y HOWELL (48).

\w&%

c 1 Suero Anti Con A
No. gandas
1 - Con A Type 1V (Sigma Chem. Co.) 1
2 - Con A Ta. Cristalizacion 3
3 - Con A 2a. Cristalizacion 2
4 - Con A 3a. Cristalizacion 1
5 - Con A Type 1V (Sigma Chem. Co.) 1

La Con A se extrajo de frijoles cultivados en el Campo

Experimental del C.I.B., B.C.S5. (1983)
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FIGURA 8
PUREZA Y HOMOGENECIDAD DE LAS PREPARACIONES CRISTALIZADAS
DE CON A POR INMUNODIFUSION A PARTIR DE HARINA COMERCIAL
DE SIGMA CHEM. Co. (METODO DE SUMNER Y HOWELL (48),

O 660 606 6
\/W Suero Anti Con A

L J

1 - Con A Type 1V (Sigma Chem. Co.)
- Con A la. Cristalizacidn

Con A 2a. Cristalizacidn

- w ~n
'

- Con A 3a. Cristalizacion

5 - Con A Type IV (Sigma Chem. Co.)

La Con A se preparé a partir de harina de C. ensiformis

comercial {Jack Bean Meal, Sigma Chem. Co.)
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TABLA 7

AGLUTINACION CON EXTRACTO SALINO DE C. ensiformis Y
CON A (1a. CRIST.) DE ERITROCITOS FORMALINIZADOS DE

DIVERSAS ESPECIES ANIMALES.

Especie Titulo
Borrego ‘.10247
Vaca e "1024
Burro N 8192
Conejo 1/ | ;:  3200
Ratén L/ 2048
Cabra Y : b

E1 titulo es la mdxima dilucion que causa aglutinacidn

de los eritrocitos.

1/ Se usé Con A, la. cristaiizacién{--
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T AB LA .8

AGLUTINACION DE ERITROCITOS DE RATON FORMALINIZADOGS CON
DIFERENTES MUESTRAS DE CON A CON Y SIN INHIBIDORES.

L Sin Glucosa Manosa Me-Mandsido
Inhibidor 0.1M 0.TM 0.1M

2a. Cr1stal1zac1on:@

Lote. 1 32 2 2
la, Cr1sta11zac1on”:‘i"¥;f;

Lote 2 . .2048 - 16 2 2
2a. Crista]1zaciéﬁ“ S

Lote 2 - 2048 0 0 0
la. Cristalizacion :

Lote 3 2048 2. 4 R |
2a. Cristalizacién ‘ SR

Lote 3 4096 32 0 0
la. Cristalizacion ~

Lote 4 2048 32 2 0

Las muestras fueron obtenidas por el Método de Sumner y
Howell (48). Se incubaron 1 hp, con el carbohidrato antes
de poner los erijtrocitos.

Los lotes 1, 2 y 3 corresponden a frijoles cultivados en
el campo experimental del C.I1.B., B.C.S.

E1 lote 4 es de harina-de C. ensiformjs'Comercial'(Jack

Bean Meal, Sigma Chem, Co.)
E1 titulo es 1a méxima delucidn que causa la aglutinacidn

de los eritrocitos.
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TABLA 9
AGLUTINACION DE ERITROCITOS DE RATON FORMALINIZADOS CON

DIFERENTES MUESTRAS DE CON A, ANTES Y DESPUES DE PRECI-
PITARLOS CON GLUCOGENDO.

Solucion Sobrenadante
Antes de Después de
Agregar agregar
Glucogeno Glucdgeno
2a. Cr1sta11zac1on
Lote 1 S 4096 64
la. Cr{stéT 6n.
Lote 2 2048 32
2a. Cr1sta112aC1on',_; '
Lote 2 R 2048 8
la. Cr1stallzac1on ; :
Lote .3 . 2048 16
2a. Cristalizacidn
Lote 3 4096 64
ta. Cristalizacion 2048 32

E1 titulo es 1a mdxima dilucidn que causa aglutinacidn

de los eritoricitos.

Los lotes 1, 2 y 3 corresponden a extracciones de frijo

les cultivados en el campo experimental del C.I.B., B.C. S“‘

de acuerdo al método de Sumner y Howell (48). E1 1ote 4 f
es de harina de C. Ensiformis comercial (Jack Bean Meal,,

Sigma Chem. Co.)
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TABLA 10
'CONSERVACION DE CON A-

1 Dia 75 Dias
Congelacion -20°C

Con A 7 512 1024

Con A Mn2*zn?* 1024 1024
“NaCl IM 4e

Con A 512 : 2048

Con A MnZ*zn2* | 1024 4096

E1 titulo es la mixima dilucidn que causa aglutinacidn

de eritrocitos de carnero formalinizados.
La Con A se obtuvo por el método de Agrawal y Goldstein ( 2)

Los iones se agregaron como MnC]2 y ZnCl2 a una concen-

tracion final TmM.
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FIGURA g

PLACA DE INMUNODIFUSION CON UN EXTRACTO DE CANAVALIA
VILLOSA

®
CM@) ®

Suero Anti Con A

—
t

2 - Extracto Salino C. ensiformis
3 - Con A Type IV (Sigma Chem. Co.)
4 - Extracto Salino C. viltlosa

Las semillas de C. villosa fueron colectadas cerca de
ta Ciudad de Oaxaca (Paraje la Cumbre) y clasificadas

por el Biol. Alejandro Cisneros.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En este trabajo se describen los resultados de diversos
experimentos a nivel laboratorio con el propdsito de
aislar, purificar y ensayar Concanavalina A y disponer
de una produccidén continua de la proteina para ponerla
a disposicion de los usuarios nacionales en el drea de
investigacidn cientifica y clinica, a fin de evitar su
adquisicion en el extranjero y la salida de divisas del

pais.

En este camino se plantearon varias alternativas que se
fueron analizando y seleccionando segin nuestros fines
especificos: en primer lugar fué necesario seleccionar

la materia prima (frijoles de Canavalia ensiformis) a

partir de 1a cual iniciar los trabajos. Ya que los da-
tos existentes sobre extraccién de Con A se refieren a
material de importacién, nos encontramos en la situacidn
de decidir si prepardbamos Con A a partir de material
importadeo o por el contrario optar por la propagacidn

de la planta localmente y cosechar la semilla a partir

de 1a cual aislar y purificar la proteina en cuestion.

Aunque ambas vias son factibles, en el primer caso se

tiene la desventaja de depender de materia prima de
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importacion -cuyo precio y calidad estdn fuera de nues
tro control- pero teniendo por otro lado la ventaja de
contar con el mismo material que usan los grupos y en-
tidades internacionales que producen y venden Concana-
valina A (Sigma, Pharmacia, Miles, etc.) de escoger el
camino mas incierto y largo de sembrar y cosechar las
semillas, se garantiza el suministro de éstas, pero
surge la incertidumbre sobre rendimientos, costos y ca-
lidad, con la ventaja de crear empleos adicionales y

evitar fuga de divisas,

Los datos que se presentan aqui despejan algunas dudas
sobre el problema de la procedencia de 1a materia prima
para la preparacidon de Con A. Se hicieron experimentos

de aislamiento, purificacién y ensayo, tanto con lotes

de materia prima importada como con lotes de frijoles
sembrados y cosechados en el pais, comparando rendimien-
tos y calidad del producto a un nivel primario. La ma-
teria prima de importacidén se adquirid de la casa Sigma
Chemical Co., St. Louis Mo., U.S.A., en forma de harina
Jack Bean. Para la obtencidén de materia prima nacional,
se hizo un sembradio de 100 platas -utilizando semillas
importadas de 1a casa comercial mencionada anteriormente-
en el predio "E1 Comitdn", perteneciente al Centro de In-

vestigaciones Bioldgicas de Baja California Sur, A. C.,
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en La Paz, B.C.S.; se cosecharon varios kilos de semilla
(el desarrollo de) trabajo agricola no se incluye en es-
te estudio) con ambos materiales se'hicieron los experi-

mentos y resultados descrites antes.

Podemos concluir que tanto una como otra, dan lugar a ma
teria prima idonea para la produccidn de Con A; los pa-
sos y operaciones de aislamiento y purificacidn operan
indistintamente. E1 rendimiento parece un poco menor en
1a materia prima nacional, lo cual puede que no sea muy
critico en los costos finales. Aunque la Con A obtenida
a partir de harina importada reacciond adecuadamente con
tos antisueros analiticos, se nota una multiplicacion
aparente de componentes en las fracciones finales de la
3a. cristalizacidén (Ver Fig. 8) que no se detectan en la
preparacidon equiyalente obtenida de frijoles locales, en
donde la Con A aparece homogénea (Ver Fjg.7). Si bien
la primera idea que surge es la de contaminantes antigé--
nicos diferentes a la Con A, aln presentes, en realidad
el patrdén inmunoldgico obtenido sugiere una disociacidn
de la Con A en dimeros o mondmeros. Es sabido que la
Concanavalina A se puede disociar en condiciones relati-
vamente suaves de pH y temperatura (24-22) por 1o que es
te fendmeno podria explicar la multiplicidad de bandas

obtenidas con las preparaciones purificadas a partir de
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harina comercial, cuya obtencidn no estd bajo nuestro

control. Sobre este aspecto seria necesario hacer otras
pruebas como electroforesis en acrilamida y estimacion

de pesos moleculares, ya que la situacidn no es desven-
tajosa y da la oportunidad de preparar no sélo Con A te
tramérica, sino preparaciones estables de Con A diméri-
ca y monomérica de posible demanda y alin no disponibles
comercialmente. En cualquier caso, nuestros datos apun-
tan la ventaja de usar frijoles cosechados en el pais en
lugar de la harina importada para preparar Con A homogé-

nea de 3a. cristalizacidn.

En cuanto a pureza, vale Ta pena recordar los trabajos
de Sophianopoulos (46) que indican la presencia persis-
tente de una impureza en muy baja concentracidon en la
Con A preparada como aqui se informa y detectada por
electroforesic en acrilamida. En nuestro caso no lle-
gamos a repetir sus trabajos, por 1o que "a priori"
queda la posibilidad sobre las trazas de impurezas, lo
cual queda por resolverse en experimentos futuros en
nuestro grupo de trabajo (Unidad de Medicina Experi-

mental de la Facultad de Medicina de la U.N.A.M.)

De los diferentes métodos descritos por diversos autores

para la obtencidon y purificacion de Con A escogimos dos
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de ellos, tomando en cuenta las siguientes consideracio-
nes de orden econémico y prdactico: el método de Sumner
y Howell, -donde describidé esta proteina y sus principa
les propiedades bioldgicas- aunque muy antiguo, es casi
cldsico, tratindose de uno de los pioneros en quimica de
proteinas de gran prestigio y tiene las ventajas de ser
sencillo y barato, requiere de reactivos e instrumental,
hoy por hoy, al alcance ain de instituciones modestas
como la nuestra (C.I1.B.-U,A.B.J.0.), ademds las operacig
nes y decisiones que incluye el método, constituyen una
prdctica muy Gtil en la preparacién de recursos humanos
jovenes en estas especialidades tan poco fomentadas en
nuestras escuelas de quimica, y el estudio a fondo sobre
la preparacién, purificacién y ensayo. de Con A -una de
las protefnas mejor conocidas en la actualidad y cuyo in
terés y empleo no decrece, sino parece inclusive aumen-
tar_dia con dia- representa un excelente camino en este
sentido, con dividendos educativos muy estimables. E1
otro método seleccionado es mucho mas moderno y se basa
en el aprovechamiento de una propiedad biolégica de la
lectina -la afinidad por un ligando especifico- en lu-
gar de una propiedad quimica proteica general -solubi-
lidad- para la purificacidn especifica y rdpida de Con A.

Este método es el de Agrawal y Goldstein, que usaron un
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Dextran comercial (Sephadex G-50) como absorbente de afi-
nidad. Las ventajas de este procedimiento sobre el de
Sumner y Howell son obvias, pero las desventajas también
saltan a la vista: es mas costoso, requiere de reacti-
vos especializados de importacion y, aunque no es indis-
pensable, seria conveniente contar con un colector de
fracciones cromotografico dotado de monitores y regis-
tradores automidticos para un mejor control del proceso

de absorcidon especifica {Ver Fig. 6) sobre este punto y
siguiendo los lineamientos de este estudio, parece reco-
mendable en una fase productiva, preparar Con A siguien-
do el método de Sumner y Howell (barato y sencillo) para
lotes de Con A con una primera calidad y usar el método
de Agrawa! y Goldstein, cuando las condiciones econdmi-
cas lo permitan, para refinar las preparaciones de Con A
por cromatografia de afinidad, ya que seguramente algu-

nos usuarios demandarian este tipo de preparados.

Aungue nosotros no tuvimos oportunidad de probar el pro-
cedimiento de Sophianopoulos (46), para la purificacidn
de Con A, el método en s7 mismo no parece excesivamente
complejo y se puede recomendar en primera instancia, en
caso de contar con el instrumental de electroforesis
necesario para las pruebas de calidad, para obtener a

ta Concanavalina A con el grado de pureza descrita por

este autor.
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En 1o que respecta a los cofactores (metales), cuya par-
ticipacidén es necesaria para lograr una proteina activa
y sobre cuya naturaleza e interaccion con la Con A exis-
te amplia literatura (25), nos concretamos por ahora
a efectuar algunas mediciones preliminares de interés
prictico, como fue estimar si la adicion de metales di-
valentes -en nuestro caso manganeso y zinc- mejoraban

la actividad de 1a Con A y ayudaban a su mejor conserva-
cién. Los resultados expuestos en la Tabla 10, sugie-
ren que este es el caso, ya que en la Con A conservada
en congelacion a -20°C y mejor ain en Ja Con A conser~
vada simplemente en un refrigerador doméstico a 4°C en
NaCl 1M, la adicién de Mn y Zn ImM ayuda a conservar y
aln aumentar modestamente la actividad bioldgica de la

proteina almacenada por mas de dos meses.

Varias fueron las propiedades biolégicas que se evalua-
ron en los lotes de Con A preparados por nosotros, cu-
yos resultados mas sighificativos se presentaron. En
las tablas 5 y 9 se detallan resultados de precipita-
cidn de glucbgeno. Las bases quimicas de este fendmeno
descubierto por Sumner y Howell ya han sido estudiadas
y descritas ampliamente (g8-45,). En la tabla 5 se con-
firma esta propiedad en las fracciones obtenidas duran-

te el proceso de purificacion de Con A por el método de
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Agrawal y Goldstein, desde el extracto crudo, hasta el
material separado de la columna de cromatografia de afi-
nidad con glucosa y que constituye la Con A propiamente.
Asi mismo, los datos de esta tabla, junto con los de 1a
Tabla 4, confirman 1a distribucion de la Con A en las
fracciones de precipitaciéon con sulfato de amonio como
1o indican los autores del método y la reproducibilidad
de la marcha en nuestros laboratorios. En la Tabla 9,

se comprobl también la propiedad de la Con A de formar
un precipitado insoluble con glucdogeno, con distintas
fracciones de la purificacion de Con A por el método de

Sumner y Howell.

Otras dos propiedades bioldgicas evaluadas, fueron la
de aglutinacion de eritrocitos de diversas especies ani
males causada por 1a Con Ay la inhibicion de esta
aglutinacién usando monosacaridos (glucosa y manosa) y
un derivado (metil mandsido) (Tablas 7 y 8). Estas pro
piedades fueron estudiadas en un principio por Sumner y
Howell, quienes observaron que 1a Con A glutinaba eri-
trocitos de varias especies en varios grados, desde los
eritrocitos de cabra que no eran aglutinados, hasta los
de caballo que eran aglutinados con una cantidad de

Con A infima. En la tabla 7 se confirma esta inespe-
cificidad de la Concanavalina A. Sumner y Howell tam-

bién observaron que la aglutinacion de eritrocitos era
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inhibida por la presencia de sacarosa y posteriormente
So y Goldstein hicieron estudios mas a fondo sobre la
inhibicidén de 1a interaccidn Con A-polisacdridos con
carbohidratos de diversos tipos. Una gran cantidad de
Mono y oligoscdridos, asi como azlGcares modificados,
mostraron capacidad para inhibir a la lectina; seleccig
namos entre éstos a los que resultaron ser los mejores
inhibidores e hicimos las pruebas correspondientes cu-
yos resultados fueron mostrados en la Tabla 8. Los re
sultados concuerdan con las observaciones de S0 y Golds-
tein, siendo los 3 carbohidratos que probamos buenos in
hibidores de la actividad de 1a Con A, en nuestro caso
con respecto a la capacidad de la Con A para aglutinar

eritrocitos.

Dado que por 1o menos en 1o que respecta al estado de
Qaxaca, no estd reportada la presencia de Canavalia en

siformis en forma silvestre o cultivada, se hizo un es-

tudio muy breve y preliminar para intentar establecer la

presencia de Con A en las semillas de Canavalia vi]losa.

(presentes en la flora del Estado de Oaxaca) los resul-
tados muestran cierta similitud antigénica entre los
extractos de ambas plantas, pero se hacen necesarios

estudios mas a fondo para poder determinar si hay Con A



84.

en la Canavalia villosa o bien son solo proteinas simi-

lares dado su parentesco taxondmico.

Por todo lo expuesto anteriormente, podemos concluir que
1a posibilidad de producir Concanavalina A en el pais de
tan buena calidad como 1a de importacidon es un hecho,
pudiéndose producir con el equipo elemental de un labo-
ratorio de investigacion a partir de materia prima na-
cional, pudiendo servir de preparacidn para jovenes in-
teresados en la bioquimica o 1a quimica de proteinas y
abriendo el camino para que no sélo éste, sino otros
reactivos que en la actualidad son importados sean pro-
ducidos en los laboratorios que los utilizan o que ten
gan las facilidades para su praduccion y puedan luego

distribuirlos a quien los necesite.
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COMENTARIO FINAL

Durante la realizacién de este trabajo 1legé a nuestras
manos una publicacién ( 4) de un grupo de trabajo de la
Universidad Judrez Autonoma de Tabasco, concerniente a
la purificacidon de Concanavalina A de frijoles Canavalia
ensiformis silvestres colectados en los alrededores de
la Ciudad de Villahermosa, Tab. Cuyo estudio cuidadoso
no nos permitid establecer comparaciones Gtiles con
nuestra investigacidn, debido a la ausencia de informa-

cion analitica y de las especies silvestres utilizadas.
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