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RESUMEN

Se evalud a actividad aglutinante de extractos de veintisiete macroalgas marinas recolectadas en varias localidades
de la Costa Atlantica de México. Se encontr respuesta pasitiva en la aglutinacion de eritracitos de congjo en el 75 %
de las especies estudiadas y de éstas, el 47.2 % los aglutinaron con una dilucidn de 1: 64. Los titulos de aglutinacién
sobre eritrocitos humanaos se observaron en algas con espectro de accién sobre dos o mas grupos (44.4 % de las
especies). Se reporta especificidad en [a aglutinacidn del tipo sanguinea A positivo por el extracto de Cymopoiia
barbata y del tipo O positivo por Gelidiella acerosa. No se registro regularidad en la aglutinacién debida al grupo
taxondémice de las algas probadas. Se reporta por vez primera la presencia de aglutininas en Cladophora sericea,
Cymopolia barhata y Penicifius capitatus (Division Chlorophyta); Hincksia breviarticuiata, Padina boergesenii, Sargassum
vulgare y Sargassum cymosum (Divisién Phaeophyta) y Bryocladia cuspidata, Bryocladia thyrsigera, Digenea simplex,
Gracifaria bledgettii, Gracilaria mammillaris, Gracilaria venezuselensis, Haliptilon cubense, Laurencia intricata y Pterocladia
capillaceas {Division Rhodophyta}.
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ABSTRACT

It was tested hemagglutinating activity of agueous extracts from twentyseven macroalgae species collected off the
atlantic coast in Mexico. 75 % of the species studied gave postive agglutination with rabbit erythrocytes, 47.2 % of
these species shown activity in a 1 : 64 dilutions. The agglutination titre against human erythrocytes was observed in
algal extracts that agglutinated two or more human blood groups (44.4 % of the species). There were specificity in
agglutination of A positive blood greup with Cymapoiia barbata and for O positive group with Gelidiella acerosa extracts.
No regularity among the agglutination due to the taxanomic group of algae was observed. We report for the first time
the presence of agglutinins in Cladophora sericea, Cymopolia barbata and Penicillus capitatus {Chlorophyta); Hincksia
breviarticulata, Padina boergesenii, Sargassum vulgare and Sargassum cymosum (Phaeophyta) and Bryocladia cuspidata,
Bryocladia thyrsigera, Digenea simplex, Gracilaria blodgettii, Gracilaria mammillaris, Gracifaria venezuelensis, Haliptilon
cubense, Laurencia intricata and Pterocladia capiflaceae {Rhodophyta).
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INTRODUGCION

El proceso de hemagiutinacién fue descubierio a fina-
les del sigfo-pasado,.en extractos de plantas leguminosas,
detectandose pasteriprmente que las moléculas responsables
de esta propiedad efan proteinas. A estas proteinas o
glicoproteinas se les dio el nombre de lectinas debido a la
capacidad que tienen de unir moléculas de carbohidratos
(Sharon y Lis 1872).

El primer trabajo dende se comprobé la presencia de
aglutininas en macroalgas lo realizaron Boyd y colabo-
radores en 1966. Ellos probaron extractos de 23 macroalgas
y una cianofita de Puerto Rico con eritrocito$ humanos y
encentraron respuesta positiva en nueve especies, de las
cuales, solamente se encontré especificidad en la aglutinacion
por el grupe sanguinec A en el extracto del alga Spyridia
filamentosa {Wulfen) Harvey in Hooker, mientras que los
extractos acuosos de Dietyota bartairesii Lamouroux, D.
cervicornis Kiitzing, D. divaricata Linnaeus, D. delicatula
Lamouroux, Sargassum rigidufum Kiitzing, Padina vickersiage
{Kutzing} Sonder (= Padina gymnospora (Kiitzing) Sonder)
y la cianefita Lyngbya majuscufa (Dillwyn) Harvey,
mostraron la extraia caracteristica anti-{A+H).

Posteriormente, se han realizado estudies con el
propésito de detectar la presencia de lectinas en macroalgas
marinas entre los que podemos nombrar los de: Blunden et
al. (1975) y Rogers {1977}, en Inglaterra y en Japén; el de
Hori et al. (1981}, los cuales examinaron 240 especies de
macroalgas de sus costas repertando actividad aglutinante
en 100 de ellas.

El primer trabajo donde se probd una lectina algal con-
tra eritrocitos de otras especies animales, sin considerar
los humanos, fue el realizada por Shiomi et a/. (1980). En
este trabajo se reportd aglutinacién de los eritrocitos

probados de caballo, vaca, oveja, conejo, cobayo, ratdn y

pollo.

Fabregas et af. (1984, 1985 y 1986), han buscado
lectinas an algas de las Divisiones Rhodophyta, Chlorophyta
y Phaeophyta colectadas en la costa espaiiola, que tengan
actividad sobre eritrocitos de animales (incluidos los
humanos}, sin encontrar especificidad por algtn tipo de
sangre, excepcién hecha con el extracto de Giffordia
granufosa (Sm.) Hamel, que sdlo aglutind las células del
tipe 0 positivo.

Entre los trabajos para detectar lectinas en algas de
las costas dei continente americano estan los de Ainouz y
Sampaio, (1991} los cuales probaron 20 especies de
macroalgas marinas recolectadas en la costa de Brasil y
reportaron que 13 de ellas aglutinaron algin tipo de sangre
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humana, oveja, conejo, pollo, vaca y cabra. Un afio después
Ainouz ef al. (1992), reportaron la presencia de lectinas en
18 especies de un total de 27 analizadas, éstas tuvieron
actividad contra eritrocitos tratados enziméticamente, Bird
et al. (1993) probaron extractos protéicos de 22 especies
de algas marinas de las costas de Florida y Carolina del
Norte, reportando que 21 de ellos, aglutinaron eritrocitos
de conejo y/o de oveja.

Se han encontrade, purificado y parcialmente caracte-
rizado lectinas en 14 especies de macroalgas marinas de
la Division Rhodophyta, en cuatro de la Division Phaeophyta
y solo en una especie de la Division Phaeophyta (Rogers y
Fish, 1991},

El objetive fundamental del presente trabajo fue realizar
ensayos de aglutinacién de erftrocitos humanos y de conejo
para detectar la presencia de aglutininas algales en muestras
recolectadas en la costa det Golfo de México y Caribe Mexi-
cano.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras se recolectaron manualmente o con la
ayuda de una espatuia en la zona rocosa intermareal de doce
localidades ubicadas en cuatro estados de la costa del
Atlantico Mexicano {Figura 1)..En total se llevaron a cabo
seis campafas de muestreo. Con excepcion de las
campafas realizadas en abril de 1993 y en noviembre de
1994, las cuatro restantes tuvieron lugar entre los meses
de junio y agosto, desde 1992 a 1995. El material recolec-
tado se lavé con agua de mar para eliminar los residuos
inorgénicos, la epibiosis végil y otras impurezas; después
fue separado por géneros, colocado en bolsas de plastico y
transportado al laboratorio congelado usando CO, sélido.
Una vez descongelado, parte del material se conservd en
formalina glicerinada al 4 % para su posterior determinacién
taxanémica. El resto se lavé en agua corriente y se limpid
bajo &l microscopio con el fin de eliminar el epifitismo.

Los extractos se obtuvieron macerando 10 g de
biomasa algal en 10 ml de solucidn amortiguadora de fos-
fatos 100-mM, pH 7.2 (PB). El homogeneizado se centrifugé
durante 20 min a 55 xg y el sobrenadante se filtré en equipo
Millipore® con filtros de nitrocelulosa de 22 pum. Los
extractos obtenidos se guardaron a -6 °C hasta su utitizacidn
aplicdndose el método recomendado por Muitoz et al.
{1985).

Para detectar la actividad aglutinante de los extractos
se siguieron las recomendaciones de Bennet (1976). Se
empled una solucién de eritrocitos formalinizades al 2 %
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1. La Pesca, 2. Barra del Tordo, 3. Bama corazones {Tamiahua), 4.
Escollara Tuxpen, 5. Barra Cazones, 6. Punta La Litera,

7. Playa Paraiso {La Manchal, 8. Costa de Oro, 9. Mecoacén,

10. Chemuyil, 11. Arrecife Puerta Morelas, T2. Punta Brava.

Figura 1. Distribucion de las areas ds colecta,

{Nowak y Barondes, 1975) de sangre humana de los tipos
0, A, B, y AB positivos y de conejo. La aglutinacidn se
efectué por duplicado en placas de microtitulacidn. Se
afadieron a todos los pozos 100 pl de PE, adicionando al
segundo pozo 100 pl de extracto algal; a partir de éste se
realizaron diluciones dobles seriadas. Finalmente se
adicionaron 100 ul de solucién de eritrocitos formalizados
al 2% a todos los pozos. Las muestras se dejaron reposar
por 2 h y después de este periodo se observd el efecto
aglutinante al microscopio optico {Bray, 1947; Ainouz y
Sampaio, 1991). Los resultados se expresaren en forma de
titulo, como el reciproco de la mds alta dilucién doble seriada
que presenté aglutinacién positiva {(Ainouz y Sampaio,
1991). Cuando la especie fue recolectada en mas de un
sitio o periode anual, su actividad se refiri6 solo al lugar o
momento donde adquirié el méximo: valor,

RESULTADOS

Se evaluaron 36 especies algales: cuatro de la Division
Chlorophyta, seis de la Division Phasophyta y 26 de la
Division Rhodophyta (Tabla 1). La respuesta hemaglutinante
de los extractos obtenidos se muestra en la Tabla 2.
Veintisiete especies de algas aglutinaron a los eritrocitos
de conejo, lo cual representa el 75 % del fotal de las especies
estudiadas, y de ellas el 47.2 % lo hicieron con titulos
superiores a 2% Las especies con mayoer poder de
aglutinacidn sobre los eritrocitos de conejo-fueron Penitilius
capitatus, Sargassum vulgare, Spatoglossum schoederii,
Grateloupia filicina, Grateloupia doriphora y Gracifaria
blodgetiii y salvo las dos Ultimas especies, todas ellas
actuaron también de modo inespecifico sobre los eritrocitos
humanos. Seis especies, todas de la Divisién Rhodophyta,
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aglutinaron solamente eritrocitos de conejo, pero ninguna
lo hizo con titulos mayores de 2°.

Solo dos especies: Cymopolia barbata y Gelidielfa
acerosa aglutinaron exclusivamente eritrocitos humanos,
en el primer caso del grupo sanguineo A+ vy en.el sequndo
0+. Otras especies con actividad aglutinante contra un
grupo sanguineo y eritrocitos de conejo, fueron Caulerpa
crupressoides y Bryoclatiia thyrsigera las cuales aglutinaron
a los eritrocitos del grupo sanguineo A+, Hincksia
breviarticulata, que aglutind a aguellos del grupo AB+, asi
como Digenea simplex, Gracilaria blodgeitii, Gracilaria
mammillaris, y Grateloupia doryphora, que aglutinaron a los
del grupo 0+. ; -

DISCUSION

Caulerpa cupressoides aglutind exclusivamente sangre
tipo A+ y de congjo, a diferencia del trabajo realizado por
Ainouz y Sampaio (1991), donde se reportd aglutinacion de
todos los tipos sanguineos. En este caso, los autores
mencionados trataron enzimaticamente los eritrocitos para
potencializar la reaccién de aglutinacion. Cladophora sericea
fue probada por Rogers et al. (1980), los autores no
reportaron actividad en esta especie, a diferencia de la
muesira analizada por nosotros donde si se ohservd
aglutinacion de los tipos sanguineos utilizades excepto de
la sangre AB+ lo que sugiere que una misma especie puede
variar su actividad dependiendo de las condiciones del
medio en el que se encuentre.

De las algas de la Divisién Phaeophyta previamente
estudiadas, Spatoglossum schroederii fue reportada por
Bird et al. {1993} como potente aglutinador de eritrocitos
de coneje, resultado con el que ceincidimos, cabe destacar
que las sustancias que provocan la aglutinacidn en las
feofitas son polifenoles que provocan pseudoagtutinacin
por medio de la polimerizacién de sus esqueletos de
carfrono, fermando un entramadao que atrapa a los eritrocitos
sin unir los carbohidratos de la membrana de estas células
{Rogers y Loveless, 1931), por lo que esta especie, a pesar
de su capacidad aglutinante, no se puede recomendar para
estudios posteriores de aislamiento y purificacidn de
lectinas. Ainouz et al. (1992) informaron que esta especie
agiutind los tipos de sangre A y 0 papainizados. La muestra
probada en este estudio agluting todos los tipos de sangre
sin tratamiento enzimatico. Este mismo resultado fue
obtenido con Sargassum vulgare, a diferencia de los
resultados obtenidos por Ainouz et al. (1992), los cuales
no reportaron aglutinacidn con extractos de esta especie.




Tabla 1. Especies evaluadas como fuente de sustancias con actividad aglutinante.
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Especies

Fecha de colecta

Localidad

Estado

DIWISION CLOROPHYTA

Caulerpa cupressoides (West in Vahl) C. Agardh
Cladophiora sericea (Hudson) Kiitzing
Cymopalia barbata (Linnaeus} Lamouroux
Penicillus capitatus Lamarck

DIVISION PHAEOPHYTA

Hincksia breviarticulata (J. Agardh} Silva
Lobophora variegata (Lamouroux) Womersley
Padina boergesenii Allender y Kraft
Sargassum cymosum C. Agardh

Sargassum vufgare C. Agardh

Spatoglossum schroederii (C. Agardh) Kiitzing

BIVISIGN BHODOPHYTA

Acamthophora spicifera (Vahl) Bergesen

Bryocladia cuspidata (J. Agardh) De Toni

Bryocladia thyrsigera (J. Agardh) Schmitz in Falkenberg
Bryothamnion triguetrum (Gmelin) Howe

Centroceras clavilatum (C. Agardh in Kunth) Montagne
in Durieu de Maisonneuve

Dasya crouaniana J. Agardh

Digenea simpiex (Wulfen) C. Agardh

Gelidiella acerosa (Forsskalf) Feldmann y Hamel
Gelidium crinale (Turner} Gaillon

Gracilaria blodgettii Harvey

Gracilaria bursa-pastoris (Gmelin) Silva

Gracilaria cervicornis (Turner} J. Agardh

Gracifaria cornea J. Agardh

Gracilaria mammiffaris {Montagne) Howe

Gracilaria venazuelensis Taylor

Grateloupia doryphora (Montagne} Howe

Grateloupia filicina (Lamouroux) C. Agardh

Halymenia agardhii De Toni

Haliptifon cubense (Montagne ex Kiitzing} Garbary yJohansen

Laurencia intricata |.amouroux

Laurencia obtusa (Hudson) Lamouroux

Laurencia papiflosa (C. Agardh) Kiitzing o Greville
Frionitis pterociadina Wynne

Pterocladia capiflacea (S. G. Gmelin) Barnet y Thuret
Pterocladia pinnata (Hudson) Papenfuss

Spyridia filamentosa (Wulfen) Harvey in Hooker

8/1995
7/1993
7/1993
8/1995

7/1993
11/1994
7/1893
6/1994
771993
6/1994

8/1995
6/19%4
7/1993
11/1994

7/1993
6/1934
8/1995
6/1994
6/1994
6/1994
4/1993
6/1994
8/1995
6/1994
771993
6/1994
7/1993
6/1992
6/1994
8/1995
11/1994
7/1993
/1994
6/1994
£/1994
8/1995

Puerto Morelos
Costa de Oro
La Mancha
Puerto Morelos

Punta La Litera
Punta Brava
Punta La Litera
Barra del Tordo
La Mancha

La Pesca

Puerto Morelos
Escollera Tuxpan
Costa de Oro
Puerto Morelos

La Mancha

La Pesca

Puerto Morelos
Barra Corazones
La Pesca

La Pesca
Mecoacéan
Escollera Tuxpan
Puerto Morelos
Barra Corazones
Costa de Oro
Barra Corazenes
Costa de Oro
LaPesca
Escollera Tuxpan
Puerto Morelos
Chemuyil

Punta La Litera
Barra Cazones
Barra Cazones
La Pesca

Puerto Morelos

Quintana Roo
Veracruz
Veracruz
Quintana Roo

Tamaulipas
Veracruz
Veracruz
Tamaulipas
Veracruz
Tamaulipas

Quintana Roo
Veracruz
Veracruz
Quintana Roo

Veracruz
Tamaulipas
Quintana Roo
Veracruz
Tamaulipas
Tamaulipas
Tabasco
Veracuz
Quintana Roo
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Veracruz
Tamaulipas
Veracruz
Quintana Roo
Quintana Roo
Veracruz
Tamaulipas
Tamaulipas
Tamaulipas
Quintana Roo
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Tabla 2. Actividad aglutinante sobre eritrocitos de sangre humana y
de conejo de 36 especies de macroalgas presenies en el piso
mesalitoral de la costa Atldntica mexicana.

EEERC R SR PL PRI P ST T PO

TIPO DE SANGRE
0+ A" B*  AB* Conejo

DIVISION CLOROPHYTA

Caulerpa cupressoides™ V.l 7
Cladophora sericea* 22 2! 2 zr
Cymapoalia barbata . 2t

Peniciflus capitatus 2° 28 2 25 2%
DIVISION PHAEQOPHYTA

Hincksia breviarticuiata 2z 2
Lobophora variegata® 2! 24 2
Padina boergeseni 2! 21 7
Sargassum cymosum 2 2 2 2 vy
Sargassum vulgare™® 28 2 2 28 m

Spatoglossum schroederii*  2° 28 2 22 YA

DIVISION RHODOPHYTA

Acanthophora spicifera® 22 2 2
Bryocladia cuspidata 2
Bryocladia thyrsigera 2 2
Bryothamnion triquetrum™ 2
Centroceras clavulatum™® 2 2 AL £ 25
Dasya erouaniana

Digenea simplex* 2z 2
Gelidiella acerosa* 2

Gelidium crinale 28
Gracilaria blodgettii 2 21
Gracilaria bursa-pastoris * 2 28 2 7
Gracilaria cervicornis* i s 28
Gracilaria cornea™

Gracilaria mammillaris 2 7
Gracilaria venezuelensis 2 m i
Grateloupia doryphora Vil A
Grateloupia filicina * 22 i 7 »B m
Halymenia agardhii®

Haliptilan cubense 2
Laurencia intricata 2
Laurencia obtusa® 2z Val
Laurencia papillosa ™ 2 2! 2’ 21 2z
Prionitis pterocladina

Pterocladia capiffacea®™ 2t
Pterociadia pinnata

Spyridia filamentosa™

* Especies evaluadas en diversos lugares por otros autores
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Las algas de |a Division Rhodophyta examinadas por
nosotros que presentaron actividad hemaglutinante de algdn
iipo de sangre y que no exhibieron dicha propiedad en
estudios realizados por otros autores fueron: Pterocladia
capillaceae, Grateloupia doryphora, Grateloupia filicina
(Rogers, 1977); Centroceras clavulatum, Laurencia obtusa,
(Ainouz y Sampaio, 1991} y Laurencia papillosa {Ainouz et
al., 1992).

Otros autores reportaron, al igual que nosotraos, la
actividad aglutinante de Acantophora spicifera (Rogers,
1977; Bird ot al., 1993; Ainouz et al.,, 1992); Halymenia
agardhii, Bryothamnion triguetrum (Ainouz et al., 1992);
Gracilaria bursa-pastoris y Gracilaria cervicornis (Ainouz y
Sampaia, 1991), con algin tipe de sangre, sin embargo, en
los trabajos antes citadas, los extractes fueron probados
contra eritrocitos que fueron tratados con enzimas proteo-
liticas comeo: tripsina, bromelina, subtilisina y papaina (Ainouz
y Sampaio, 1991; Ainouz et a/, 1992}; papaina y adicién de
albimina bovina (Rogers, 1377}, con el propésito de facilitar
la unién de las moléculas de carbohidratos al sitio activo
de la proteina; mientras que en el presente trabajo no se
utilizd ninglin tipe de enzimas. Esto puede ser indicativo de
la presencia de una potente aglutinina presente en estas
especies.

Las especies que no habian sido reportadas previamente
tener actividad aglutinante y que en la presente investi-
gacidn si exhibieron esta propiedad son: Cymopolia barbata,
y Penicillus capitatus de la Division Chlorophyta; Padina
boergesenii y Sargassum cymosum de 1a Divisién Phasophyta
y de la Division Rhodophyta Bryocladia cuspidata, Bryociadia
thyrsigera, Digenea simplex, Gracilaria blodgettii, Gracilaria
mammillaris, Gracilaria venezuelensis, Haliptilon cubense,
Hincksia breviarticulata y Laurencia intricata.

En total, el 25% de las especies analizadas manifestd
una accidn aglutinante muy especifica sobre los eritrocitos
humanoes, aunque sus tftulos no fueron elevados lo cual
sugiere que la actividad de algunas lectinas algales es
especifica para determinados tipos sanguineas. Por el
contrario, los titulos mas altos de aglutinacién de eritrocitos
humanos se observaron en algas con espectro de accion
sobre dos o mas grupes sanguingos, las que integraron el
44.4% de las especies estudiadas. Este es un buen criterio
a tomarse en cuenta para estudios de aislamiento y
purificacion de fas lectinas presentes en estas especies.

No se observd ninguna regularidad de caracter
taxonémico en el potencial aglutinante de las algas
evaluadas. Asi, en géneros representados por mas de una
especie pudo constatarse la existencia de una amplia gama
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de accién; desde aquellas sin actividad, hasta otras con
una fuerte accion inespecifica. Estos resuitados refuerzan
la hipdtesis expuesta por Ingram (1985) y Fabregas et al.
{1985) que la actividad biolégica de las macroalgas, estd
regulada por factores ecoldgicos como presiones de
herviboria, competencia y depredacidn, asi como, factores
abidticos, tales como las condiciones del sitio de colecta.
la estacionalidad, los métodos de colecta y transporte de
las muestras, entre otros.

Se recomienda tornar en cuenta la etapa del ciclo de
vida en la que se encuentren las algas, ya que se ha
detectado variacion en la presencia de lectinas en funcién
de esta caracteristica (Bolwell et af., 1980; Schmid et al.,
1994). Por lo cual se recomienda Hevar a cabo un muestreo
mensual con el proposito de identificar si se presenta
variacion en la actividad de los extractos algales, ya sea
en el tipo de sangre aglutinado y/o en la petencia de la
aglutinacién de los eritrocitos, que pueda deberse a factores
anteriormente mencionados.
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