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En este trabajo se estudid, mediante el analisis de imagenes digitales, |as dimensionesy caracteristicas de los
aglutinados formados por |ectinas provenientes de lafamilia de las Fabéaceas (legumbres) que abundan en nuestra
region, calculandose el ASP (Agglutination Shape Parameter) el cual permite caracterizar y evaluar el grado de
aglutinacion de las mismas. Los resultados obtenidos son de utilidad como un parédmetro adicional del control de
calidad, lo que permitiriaque |l as lectinas estudiadas puedan ser utilizarlas como reactivoshemodlasificadoresen un
|aboratorio nmunohematol 6gico.

In this paper, the digital image analysiswas applied to study the dimensions and characteristics of the agglutination
of erythrocyte linked by lectins obtained from Fabaceas’s family that exist in our region. The ASP (Agglutination
Shape Parameter) for the agglutinates was determined. This parameter allows usto characterize and evaluate the
agglutination degree. The evidence obtained could be useful as aparameter for thelectinsqudity control. Thus, the
present study provides important information about the use of theselectins ashemoclassficator reagentsinthe

Inmunohematol ogy |aboratory.

I. INTRODUCCION
Las lectinas vegetales son proteinas que cumplen

funciones de transporte e inmovilizacion de los
carbohidratos'. Por esto, algunas lectinas reconocen
carbohidratos que forman parte especifica de
determinantes de grupos sanguineos humanos. Las
lectinas se definen actualmente como proteinas o
glicoproteinas ubicuas, de origen no inmune, capaces
de reconocer e interaccionar reversiblemente con
carbohidratos en solucion o de superficies celulares. E
interés de su estudio se debe a las diversas actividades
biolégicas que pueden inducir, tales como aglutinacién
de eritrocitos humanos y animales (hemaglutinacién),
aglutinacion de cdlulas malignas, actividad
inmunosupresora, etc. En virtud de esta propiedad se
han convertido en herramientas (tiles no sélo para la
purificacion de polisacaridos, glicoproteinas vy
glicolipidos, sino también para evidenciar la topologia
de superficies celulares y los cambios inducidos por
transformaciones de las mismas®.

Fendmeno de aglutinacién eritrocitaria

La aglutinacion consiste en la agregacion
sistemética de células mediada por macromoléculas
especifica (anticuerpos o lectinas) que reconocen
estructuras molecul ares determinadas (antigenos’ ) sobre
la superficie celular (figuras la y 1b). Este proceso,
depende del nimero de determinantes antigénicos y de
su localizacion sobre la célula, como asi también del
tipo de macromolécula y del medio de reaccion®.

" Losantigenos definidos por estructuras de azdcares,
son productos indirectos de genes, entre estos, se
encuentran los de los grupossanguineos A, By O,
Lewisy Secretor.
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Cuando las células que se aglutinan son glébulos rojos
(eritrocitos) humanos, € fendmeno se denomina
hemaglutinacion. La distribucion de los ligandos en la
superficie de la membrana es diferente para cada
aglutinina utilizada, lo cual depende de la afinidad y
del sitio de uniodn especifico. A medida que aumenta el
poder aglutinante de la aglutinina, el aglutinado toma
unaformaesférica

La mayoria de las lectinas aglutinan eritrocitos de
todos los grupos sanguineos, actuando a la misma
dilucion y por lo tanto no son especificas de grupo.
Las especificas aglutinan eritrocitos humanos
preferentemente de un determinado grupo sanguineo.
Esta especificidad permite usar a las lectinas como
reactivo de tipificacion de grupo sanguineo y en la
identificacion de individuos secretores.

En este trabgjo se estudié mediante el andlisis de
imagenes digitales, las dimensiones y caracteristicas
de los aglutinados formados por lectinas provenientes
de la familia de las Fabaceas (leguminosas) que
abundan en nuestra region como la Medicago sativa
(elfdfa), Acada caven (aromito), Glycine mex (soja),
Albiza julibrissin, Anadenanthera colubrina  (cehil),
Parkinsonia aculeata (cina-cina).

Il. MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las lectinas

Las lectinas se prepararon de acuerdo con las
recomendaciones de la American Association of Blood
Banks, determinandose ademas su pH y osmolaridad.

Preparacién de las muestras

Eritrocitos humanos normales, previamente
lavados tres veces en buffer fosfato salino (PBS) (pH
7,4, 295 mOsm/kg), fueron incubados con las distintas
soluciones de lectinas a temperatura ambiente durante
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2 hs. Unagota de cada preparacion fue depositada sobre
un portaobjeto, previamente cubierto con ablmina
sérica humana, para su observacion.

Figura 1: Imagenes mostrando tres situaciones diferentes
debido al efecto de las lectinas sobre los glébulos rojos:
(a) aglutinado macroscopico, (b) aglutinado microscopico,
(c) no aglutinacion.
Sistema de medicion

Los preparados se observaron en un microscopio
invertido (National) con salidas para camara de video,
camara fotogréfica y cémara polaroid (100x). Las
imagenes se registraron mediante una Camara CCD
"frame grabber" (Sony XC-75) y se procesaron en una
computadora equipada con sistema |PPlus de andlisis
digital de iméagenes (Equipamiento Sony) y placa de
adquisicion y procesamiento”.

o

Eritrocitos A — Acacia Eritrocitos B — Acacia

—
Eritrocitos B — Albizia

Eritrocitos A— Albizia

&

Eritroc. A— Anadenanthera Eritroc. B— Anadenanthera

Figura 2: Imagenes mostrando distintos aglutinados
microscopicos obtenidos para eritrocitos tipo A y tipo B,

incubados con las lectinas Acacia, Albizia y Anadenanthera.

Pardmetros determinados

Se midi6 e perimetro (P) y € é&ea (A) de las
iméagenes de los distintos aglutinados obtenidas. Con
estos valores se determind el parametro de aglutinacion
eritrocitaria (ASP)° de la siguiente manera:

ASP = 4xp XA
p2
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De esta forma, e aglutinado cuya forma se
aproxime més a la esférica, tendrd un valor de ASP
mayor, siendo € maximo posble igua a 1
(correspondiente precisamente a una esfera). Por lo
tanto un valor mayor de ASP indica una energia de
adhesion mayor del antigeno de superficie para la
correspondiente aglutinina.

lll. RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 2 se muestran las imagenes
correspondientes a las tres lectinas fabaceas que
mostraron aglutinacion.

En la tabla | se presentan los valores de ASP
determinados por € procesamiento digital de las
imagenes obtenidas.

TABLA 1: VALORES DE ASP OBTENIDOS
CON ERITROCITOSHUMANOSTIPOA Y B
PARA LASDISITINTAS LECTINAS

TIPO DE GRUPO A GRUPO B
LECTINA
Aglutina| ASP | Aglutina| ASP
Medicago no - no -
sativa
Acacia caven si 042 si 0,29
Glycine max no - no -
Albiza si 0,37 si 0,36
julibrissin
Anadenanthera si 054 si 043
colubrina
Parkinsonia no - no -
aculeata
Germen de si 0,23 si 0,25
Trigo (control)

CONCLUSION

Si bien no existe evidencia macroscopica de
aglutinacién con las lectinas y condiciones analizadas,
la observacién de los preparados mediante un
microscopio invertido permitié evidenciar y analizar
aglutinados de distintas caracteristicas. Los resultados
obtenidos son de utilidad como un parédmetro adicional
del control de calidad, lo que permitiria, gjustando las
condiciones de preparacion de las lectinas, tales como
concentracion, pH y fuerza idnica, utilizarlas como
reactivos hemoclasificadores en un laboratorio
Inmunohematol égi co.
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