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RESUMEN

El presente proyecto fue realizado en los laboratorios de la Universidad Nacional de
Chimborazo campus Edison Riera. Se aislo lectinas de extractos acuosos de granos andinos
autoctonos Amaranto (Amaranthus caudatus) y Chocho (Lupinus mutabilis) adquiridos en los
mercados de Riobamba, de cada especie de grano se obtuvieron extractos acuosos por disrupcion
mecénica con mortero afiadiendo solucién salina fisioldgica, después el triturado fue filtrado
con una malla de nylon delgada, posteriormente se centrifugd para obtener un sobrenadante
claro. La actividad bioldgica de las lectinas se precisé evaluando en los extractos acuosos, la
accion hemoaglutinante sobre una suspensién de hematies humanos al 5 % de grupos sanguineos
A, By O, la accién procoagulante o anticoagulante sobre el plasma humano con ayuda de la
medicion de tiempos de coagulacion TPy TTPa y la accion antibacteriana mediante la técnica
de Kirby Bauer sobre tres cepas bacterianas Escherichia coli ATCC 25922, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. Los resultados de las pruebas de
laboratorio con respecto a la hemoaglutinacion demostraron que ambos extractos tienen una
muy fuerte aglutinacion para los tres grupos sanguineos mencionados, asi mismo se demostrd
actividad anticoagulante en el extracto de Chocho ya que logrd prolongar significativamente
ambos tiempos de coagulacion, en cambio el extracto de Amaranto mostré actividad
procoagulante al acortar el TTPa, finalmente no se evidencio accién antibacteriana por parte de
los dos extractos sobre las cepas bacterianas utilizadas para el estudio en comparacion con los

antibioticos de control.
Palabras claves:

Lectinas, Granos andinos, Actividad Bioldgica, Hemoaglutinacion, Anticoagulantes y

Antimicrobianos.
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ABSTRACT

This project was carried out in the laboratories of the National University of Chimborazo,
Edison Riera campus. The lectins isolated from aqueous extracts of native Andean grains
Amaranth (Amaranthus caudatus) and Chocho (Lupinus mutabilis) acquired in the markets of
Riobamba, from each species of grain, aqueous extracts obtained by mechanical disruption with
mortar adding physiological saline solution, the crushing filtered with a thin nylon mesh,
subsequently it centrifuged to obtain a clear supernatant. The biological activity of the lectins
determined by evaluating in the aqueous extracts, the hemagglutinating action on a suspension
of human red blood cells at 5% of blood groups A, B and O, the procoagulant or anticoagulant
action on human plasma with the help of the measurement of TP and aPTT coagulation times
and antibacterial action using the Kirby Bauer technique on three bacterial strains Escherichia
coli ATCC 25922, Enterococcus faecalis ATCC 29212 and Staphylococcus aureus ATCC
25923. The results of the laboratory tests with respect to hemagglutination showed that both
extracts had a very strong agglutination for the three mentioned blood groups, likewise
anticoagulant activity demonstrated in the extract of Chocho since it managed to significantly
prolong both clotting times. On the other hand, the Amaranth extract showed procoagulant
activity by shortening the aPTT, finally, no antibacterial action evidenced by both extracts on
the bacterial strains used for the study in comparison with the control antibiotics.

Keywords: Lectins, Andean grains, Biological Activity, Hemagglutination, Anticoagulants and

Antimicrobials.
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INTRODUCCION

Las lectinas son proteinas que se unen especificamente a carbohidratos libres y unidos a la
superficie celular. Esta propiedad puede desencadenar varias respuestas celulares y confiere a estas
proteinas varias actividades bioldgicas como son hemoaglutinante, anticoagulante y
antimicrobiana, su estudio en un inicio se dio por Stillmark en 1888, se describid el fenémeno de
hemaglutinacion con extractos de semillas de castor (Ricinus communis). La proteina responsable

de la aglutinacion de los eritrocitos la denomind Ricina (Hernandez et al. 1999).

En las plantas, se informa que las lectinas estan involucradas en la defensa contra patégenos,
herbivoros y depredadores. Este papel fisioldgico ha estimulado la investigacion de su potencial
biotecnolégico en el control de infecciones microbianas. Ademas, efecto vaso relajante, accion
inmuno moduladora, asi como las actividades citotoxicas y antitumorales son algunas propiedades
entre la amplia gama de actividades bioldgicas descritas para las lectinas de plantas (Procopio et
al. 2017).

La terminologia de lectinas se dio en el afio de 1954 por Boyd y Shapliegh en una publicacién en
The Journal of Immunology titulada “Antigenic Relations of Blood Group Antigens as Suggsted
by Test with Lectins”, (Boyd & Shapleigh 1954). La importancia del estudio de estas radica en
que, debido al uso extensivo de agentes antimicrobianos en humanos, animales y plantas, se
favorecio la aparicion de microorganismos resistentes a estas drogas, lo cual es un problema de
importancia mundial, por lo cual el interés en el aislamiento de nuevas sustancias antimicrobianas
provenientes de fuentes naturales esta en aumento (Breitenbach Barroso Coelho et al. 2018).

Las lectinas presentes en granos andinos autoctonos que se expenden normalmente en los
mercados populares de Riobamba como son San Alfonso, la Merced, Mayorista, San Francisco,
Condamine y Santa Rosa, gracias a su actividad hemoaglutinante, anticoagulante y antimicrobiana
pueden ser una opcion terapéutica complementaria viable en un futuro préximo a las terapias
convencionales a base de antibioticos, antifungicos y antimicrobianos en general, de ahi radica la
importancia de la investigacion de las mismas, mediante el aislamiento de sus principios activos
y la posterior determinacion de la actividad bioldgica de las mismas, con pruebas de laboratorio in

vitro.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades infectocontagiosas son un problema de salud publica a nivel mundial, esto es
agravado alin mas con los mecanismos de resistencia producidas por cierto tipo de bacterias, se
estima que si no se toman medidas, las enfermedades resistentes a los medicamentos podrian
causar 10 millones de muertes cada afio para el afio 2050 y dafios a la economia tan catastréficos
como la crisis financiera mundial de 2008-2009, y mas recientemente la crisis del 2020, para 2030
la resistencia a los antimicrobianos podria llevar hasta 24 millones de personas a la pobreza
extrema (OMS 2019).

Por otro lado, los medicamentos anticoagulantes que presenten menos efectos adversos son
limitados, se estima que en la actualidad 700,000 personas mueren cada afio debido a enfermedades
resistentes a los medicamentos, incluidas 230,000 personas que mueren de tuberculosis resistente
a multiples medicamentos. Las enfermedades cada vez mas comunes, incluidas las infecciones del
tracto respiratorio, las infecciones de transmision sexual y las infecciones del tracto urinario, son
intratables, debidas a los mecanismos de resistencia de estos microorganismos patégenos. El
problema es tal que la OMS emitié en el 2017 una lista de patdgenos prioritarios, en las cuales
figuran 12 familias de estas, la gran mayoria pertenecientes al grupo de las Gram negativas como

por ejemplo la Escherichia coli (OMS 2017).

Es por eso que organizaciones mundiales incluidas la OMS recomienda a los paises del mundo, en
este caso Ecuador, priorizar los planes de accion nacionales para ampliar la financiacion y apoyar
proyectos de investigacion sean estos basicos o de mayor complejidad, para la obtencidn de nuevos
compuestos bildgicos con actividad antimicrobiana, en este caso las lectinas, para hacer frente a
esta problematica (OMS 2019).

Por lo cual nace la necesidad del presente proyecto investigativo, cuyo fin es la determinacion de
la actividad biologica de las lectinas como hemoaglutinante, anticoagulante y antimicrobiana,
mediante la extraccion de los principios activos presente en granos andinos autoctonos que se
expenden normalmente en los mercados de Riobamba como son San Alfonso, la Merced,
Mayorista, San Francisco, Condamine y Santa Rosa, y su posterior comprobacién in vitro mediante

pruebas de laboratorio.



FORMULACION DEL PROBLEMA
¢Las lectinas presentes en los granos autdéctonos como Amaranthus caudatus (Amaranto) y

Lupinus mutabilis (Chocho) tienen actividad hemoaglutinante, anticoagulante y antimicrobiana in

vitro?



JUSTIFICACION

Al pasar de los siglos la medicina ancestral a formado parte de la terapéutica utilizada para prevenir
y tratar patologias humanas dando resultados efectivos en algunas ocasiones debido a su amplia
gama de importancia farmacoldgica, sin embargo hay muy poca evidencia cientifica al respecto
y mas aun en nuestra localidad Provincia de Chimborazo, ciudad de Riobamba la cual es muy rica
en cuanto a variedad de plantas medicinales pero paraddjicamente muy pobre en estudios
cientificos que avalen el uso de dichas plantas (Morales et al. 2016).

La importancia del presente proyecto radica en la falta de conocimiento cientifico que hay sobre
las plantas medicinales autéctonas de nuestra localidad, se seleccioné las lectinas como piedra
angular de investigacion ya que estas se encuentran ampliamente distribuidas en plantas y otros
seres vivos. De esta manera se puede aprovechar la gran variedad de especies vegetales propias de
nuestro entorno las cuales tienen lectinas, mismas que han atraido especial interés en la comunidad
cientifica debido a sus mdltiples aplicaciones sobre todo en el &mbito de la agricultura y en la
biomedicina (Tsaneva & Van Damme, 2020).

Ademas, el conocimiento adquirido sobre lectinas presentes en plantas locales en este caso granos
andinos a saber Amaranto (Amaranthus Caudatus) y Chocho (Lupinus Mutabilis) puede contribuir
a solucionar la problematica de los microorganismos resistentes a los antibioticos tal y como lo
plantea la OMS en un boletin en el 2017 con una lista de patdgenos prioritarios, resistentes a
multiples antibidticos para los cuales se dificulta cada vez mas su terapéutica y los costes sanitarios
son inadmisibles (OMS 2017).

Otro tema de vital importancia en la practica clinica en general es el uso de farmacos
anticoagulantes para tratar diferentes dolencias, los cuales tienen efectos adversos severos como
hemorragia mayor, esto es cierto en el caso de la Warfarina cuya incidencia puede alcanzar el 7,2
% anual, con el advenimiento de nuevos anticoagulantes orales estos efectos adversos han
disminuido, pero es necesario encontrar otras alternativas, en tal sentido resulta interesante
comprobar las propiedades hemoaglutinantes, anticoagulantes y antimicrobianas de las lectinas

presentes en los granos andinos seleccionados (Amaraneni et al. 2017).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Establecer la actividad bioldgica “in vitro” de las lectinas obtenidas a partir de los granos
andinos autdctonos seleccionados, que tradicionalmente se expenden en los mercados

populares del Cantdn de Riobamba.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtener las lectinas mediante extractos acuosos de las especies seleccionadas Amaranthus
caudatus (Amaranto) y Lupinus mutabilis (Chocho).

Determinar la actividad hemoaglutinante, de los extractos obtenidos de los granos andinos
seleccionados mediante pruebas de laboratorio.

Establecer la actividad anticoagulante o procoagulante de las lectinas extraidas de las
especies de granos seleccionados mediante la valoracion de los tiempos de coagulacion.
Identificar la accion antimicrobiana de los extractos obtenidos de los granos inventariados
frente a bacterias Gram positivas y negativas, principalmente Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, mediante la comparacion con antibidticos

con efecto inhibitorio de crecimiento conocido para dichos patdgenos.



CAPITULO |
1. MARCO TEORICO

1.1. Historia de las Lectinas

El estudio de las hemaglutininas (lectinas) como tal se remonta al afio 1888, las primeras
descripciones de las mismas fueron realizadas por Peter Hermann Stillmark microbidlogo baltico-
aleman, en su Tesis doctoral "Uber Ricin, ein giftiges Ferment aus den Samen von Ricinus comm.
L. und einigen anderen Euphorbiaceen”, que es una descripcion del aislamiento de la ricina,
hemoaglutinina extraida de semillas del ricino (Ricinus communis), compuesto quimico altamente
toxico, el cual fue utilizado incluso como arma biologica (Hernandez et al. 1999) (Moshiri et
al.2016) (Sumner & Howell 1936).

Otro hito importante fue alcanzado en el afio de 1919 donde Sumner y Howell aislaron una
hemaglutinina pura por primera vez, esta se llamé concanavalina A obtenida a partir del frijol
(Canavalia ensiformis) pero pasarian casi dos décadas para que los resultados de las
investigaciones fueran publicados en 1936 en de Journal of Bacteriology, el articulo titulado,
Identification of Hemagglutinin of Jack Bean with Concanavalin A, los resultados mostraron que
la concanavalina A aglutina células como eritrocitos y levaduras y también precipita el glucégeno,
ellos demostraron ademas que la hemaglutinacion por concanavalina A fue inhibida por sacarosa,
demostrando por primera vez la especificidad de las lectinas por los aztcares (Sumner & Howell
1936).

El término de lectinas, nombre con el que se les conoce actualmente a las hemaglutininas fue
introducido por primera vez en el afio de 1954 por Boyd y Shapleigh en una publicacion The
Journal of Immunology titulada “Antigenic Relations of Blood Group Antigens as Suggsted by
Test with Lectins”, el termino proviene del latin Lego que significa seleccionar, haciendo alusion

al alto grado de especificidad exhibida por estas proteinas (Boyd & Shapleigh 1954).



Ya los primeros resultados obtenidos por Stillmark indicaron cierta selectividad en la ricina ya
que inducia aglutinacion de globulos rojos de diferentes animales. Esta observacion fue
corroborada y ampliada por Karl Landsteiner de la Universidad de Viena, el descubridor en 1901
de los grupos sanguineos A, B y O. La decada de 1940 vio el descubrimiento, realizado
independientemente por William C. Boyd y por Karl O. Renkonen, de la especificidad de las
hemaglutininas por los tipo de sangre humana, encontraron que extractos crudos del haba de lima
(Phaseolus limensis) , y la vicia copetuda (Vicia cracca), aglutinaban eritrocitos tipo A pero no
las células del grupo sanguineo B u O, mientras que un extracto del esparrago (Lotus
tetragonolobus), aglutinaban especificamente eritrocitos del grupo sanguineo O, se sabe que la
base de estas diferentes especificidades de union se debe a eritrocitos determinados genéticamente
que expresan distintos carbohidratos complejos de superficie (Sumner y Howell 1936) (Boyd y
Shapleigh 1954) ( Farhud 2018).

Dos importantes descubrimientos hechos a principios de la década de 1960 fueron fundamentales
para llevar las lectinas a un primer plano mas alla de la hemaglutinacién. EI primero de ellos fue
el de Peter C. Nowell (1960), quien encontr6 que la lectina del frijol rojo (Phaseolus vulgaris),
conocido como fitohemaglutinina (PHA), es mitogenico, es decir, posee la capacidad de estimular
a los linfocitos para que experimenten mitosis (Nowell, 1960). Este descubrimiento tuvo un
revolucionario impacto en la inmunologia porque rompio la visién, mantenida hasta entonces, de
que los linfocitos son células sin la capacidad de dividirse o diferenciarse més. El segundo hecho
por Joseph C. Aub hizo el segundo mayor descubrimiento, encontrando que la aglutinina de
germen de trigo (WGA) tiene la capacidad de aglutinar preferentemente células malignas (Aub et
al.1965).

Un resultado muy valioso de tales estudios fue el descubrimiento en la década de 1970 por Robert
C. Gallo del factor de crecimiento de células T, ahora conocido como interleucina-2, en linfocitos

humanos normales estimulados por PHA. (Morgan et al. 1976)



1.2. Definicion

La comprension y el concepto de lectinas evolucionaron gradualmente con el desarrollo del campo
de la lectinologia y la acumulacion de nuevos hallazgos. En 1980, Goldstein publico la primera
definicioén que describe a las lectinas como “proteinas de unidn a carbohidratos (o glicoproteinas)
de origen no inmune que aglutinan células y / o precipitan glicoconjugados” (Goldstein et al.
1980).

Pero esta definicion excluye las lectinas monovalentes, las lectinas no aglutinantes y las lectinas
quiméricas (Dixon, 1981). Por tanto, Kocourek y Horejsi ampliaron el concepto: "Las lectinas son
proteinas de naturaleza no inmunoglobulina capaces de reconocimiento especifico y union
reversible a restos de carbohidratos de carbohidratos complejos sin alterar la estructura covalente
de ninguno de los ligandos de glicosilo reconocidos"” (Kocourek & Horejsi, 1983).

En 1988, Barondes describid las lectinas como "proteinas de unién a carbohidratos distintas de
anticuerpos o enzimas", lo cual es algo contradictorio con los primeros hallazgos sobre lectinas
(Barondes, 1988), ya que la ricina se compone de un dominio inactivante de ribosomas con

actividad enzimatica ligada a una unién de carbohidratos (Polito et al. 2019).

La definicion mas ampliamente aceptada en el mundo cientifico actual fue publicada en 1995 por
Peumans y Van Damme, y define a las lectinas como “todas las proteinas que poseen al menos un
dominio no catalitico, que se une reversiblemente a un mono u oligosacarido especifico” (Peumans
& Van Damme 1995). Segun esta definicidn, la actividad de aglutinacion ya no es un criterio para
la clasificacion de proteinas como lectinas, es por ello por lo que, la presencia de al menos un
dominio que puede reconocer especificamente y unirse de forma reversible a la estructura de uno
de los carbohidratos modificandolo, pero que no cambiara el resto de los carbohidratos es la

caracteristica mas importante de las lectinas (Tsaneva & Van Damme, 2020).



Las lectinas existen en los virus y en todas las formas de vida, sin embargo, las mas conocidas se
extraen de las plantas, especialmente de las semillas, 6érgano de reserva, que es una fuente
importante para obtener estas moléculas (Correia & Coelho, 1995). Se han purificado cientos de
lectinas y se han identificado sus especificidades de azucar, lo que ha permitido su desarrollo como
herramientas poderosas para la purificacion, separacion y andlisis estructural de glicoproteinas
(Gemeiner et al. 2009), asi como moléculas de reconocimiento dentro de las células, en las
superficies celulares y en los fluidos fisioldgicos (Reuter & Gabius, 1999). También han
demostrado actividad inhibidora contra hongos y bacterias, insectos, virus y efectos citotoxicos
contra lineas de células tumorales (Vaz et al. 2010) (Charungchitrak et al. 2011) (Sousa de Araujo
et al. 2012) (Sato et al. 2011) (Wang et al. 2011).

1.3. Granos Andinos

Los granos andinos son un preciado bien natural en la Region, en Ecuador entre los granos mas
conspicuos se encuentran el Lupinus mutabilis (Chocho), el Amaranthus caudatus (Amaranto), la
Chenopodium quinoa (Quinua) y el Amaranthus quitensis (Ataco), con caracteristicas
agronomicas, nutricionales y como fuente de lectinas como la lectina Amaranthin presente en el
Amaranthus caudatus (Amaranto). Los granos andinos son alimentos con altos contenidos
nutricionales como proteina de alta calidad, libres de gluten y sirven para reducir los niveles de
colesterol (Peralta et al. 2015) (Rinderle et al. 1989), en el caso del presente proyecto se inventarid
multiples granos andinos de los cuales se eligieron dos de los mas comunes el Lupinus mutabilis
(Chocho) y el Amaranthus caudatus (Amaranto), los cuales fueron adquiridos en mercados

populares de la ciudad de Riobamba.



1.4. Amaranthus caudatus

Trigo Inca o amaranto es originario de las regiones de mayor altitud del norte de Bolivia, Perty
Ecuador, mientras que Amaranthus cruentus (Amaranto morado) y Amaranthus hypochondriacus
(pluma del principe) son nativos de Guatemala y México. EI nombre Amaranthus proviene del
griego “apapavtos” que significa siempre viva, refiriéndose a las bracteas de la inflorescencia que
no se marchitan, pertenece al Reino Plantae, Division Magnoliophyta, Clase Rosopsida, Subclase
Caryophyllidae. Orden Caryophyllales. Familia Amaranthaceae. Género Amaranthus. Especie
Amaranthus caudatus, Dicha especie fue cultivada por civilizaciones precolombinas, aztecas y
tribus indigenas estadounidenses, pero en su mayoria han sido reemplazadas por cultivos de
cereales (Fletcher, 2015), (Agudelo et al. 2008), (USDA, 2020).

Dependiendo de la especie, las semillas de amaranto en grano se germinan, secan, se tuestan, se
muelen hasta convertirlas en harina, se hornean, se mezclan con azucar para hacer articulos de
confiteria, se enrollan en bolas, se cocinan como papilla o se revientan, todas formas para el
consumo de este preciado pseudocereal. El grano de amaranto ha experimentado un resurgimiento
en los ultimos afios, especialmente a través del mercado de alimentos saludables, ya que su proteina
cruda es alta (14-19%), con un alto contenido de lisina (hasta quizas un 6% de la proteina) y
triptofano. Atrae al consumidor moderno ya que estos aminoacidos esenciales son bajos en cereales
(Fletcher, 2015).

El almidon de amaranto (hasta el 69% del grano) es principalmente amilopectina; los granulos son
relativamente pequefios (1-3 um) en comparacion con los cereales (3-30 um) y tienen una mayor
solubilidad y temperatura de gelatinizacion, lo que da lugar a un gel distintivo. La semilla puede
comprender hasta un 10% de aceite; este aceite contiene escualeno, que se utiliza en la fabricacion
de cosméticos, e incluso en la fabricacion de vacunas contra patdgenos de reciente origen como el
SARS-COV-2, de hecho, las semillas de amaranto pueden ser un sustituto al escualeno obtenido
del higado de tiburones (Fletcher, 2015), (Bozorov et al. 2018), (Hozbor et al. 2020).
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1.5. Lupinus mutabilis

Lupinus mutabilis (conocido comdnmente como altramuz en Espafa, Tarwi en Quechua, chocho
en Ecuador y al Norte de Pert, Tarhui al Sur de Per( y Bolivia), este grano andino pertenece al
Reino Plantae, Division Traqueofitas, Subdivision Espermatofitina, Clase Magnoliopsida,
Superorden Rosanae, Orden Fabales, Familia Fabaceae, Género Lupinus, Especies Lupinus
mutabilis (NRC, 1989), (ITIS, 2005).

El género Lupinus incluye casi 300 especies, pero solo cuatro juegan un papel importante en la
agricultura: L. albus, L. angustifolius, L. luteus y L. mutabilis (Gresta et al. 2017). Las tres primeras
especies enumeradas son nativas de Europa y representan la mayoria de los altramuces cultivados
en todo el mundo. Al mismo tiempo, a pesar de afios de extensas investigaciones, el éxito de estas
especies se ha visto obstaculizado por rendimientos inestables, bajo contenido de aceite y
adaptacion a un rango limitado de condiciones agroclimaticas. La cuarta especie enumerada, L.
mutabilis, es una especie nativa de los Andes, y se cultiva solo en algunas partes de Ameérica del

Sur y aun no hay una alta comercializacion en Europa (Lucas et al. 2015).

Sin embargo, L. mutabilis se caracteriza por la mayor calidad de grano de todos los altramuces
cultivados, con un contenido de aceite similar al de la soja, y esta adaptada a la agricultura de bajos
insumos en climas templados. La combinacién de estas caracteristicas hace que el L. mutabilis sea
una alternativa potencialmente superior a las actuales fuentes vegetales de proteinas y aceite en

Europa y otras regiones con climas templados (Gulisano et al. 2019).

Lupinus mutabilis se considera una de las cosechas perdidas de los incas. Sus semillas se
caracterizan por un alto contenido de proteina y aceite (44% Yy 18%) respectivamente, superior al
de cualquier otra especie de altramuz (Gulisano et al. 2019). Ademas, las semillas de altramuz
estan practicamente desprovistas de almidén, y los principales carbohidratos encontrados son los
oligosacaridos (principalmente estaquiosa y rafinosa) y los polisacaridos de almacenamiento de la
pared celular (Trugo et al. 2003). La mayoria de los amino&cidos esenciales, en particular la lisina,
también estan presentes en las semillas junto con una cantidad sustancial de fibra dietética y acidos

grasos (Carvajal Larenas, 2013).
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1.6. Clasificacion de las Lectinas

Las lectinas son un nombre colectivo para la familia heterogénea de proteinas de union a
carbohidratos con diferentes estructuras moleculares, propiedades bioquimicas y biofisicas y, en
consecuencia, muy probablemente con diversas funciones bioldgicas (Peumans et al. 1995)
(Lannoo & Van Damme, 2010). Su presencia en todos los reinos de la vida y la capacidad de
lectinas estructuralmente distintas para reconocer estructuras de carbohidratos iguales o similares
complica la clasificacion de las lectinas. Algunas lectinas como calnexinas, calreticulinas y
malectinas son chaperonas involucradas en el plegamiento de proteinas en el reticulo
endoplasmico (RE) y estan presentes en plantas, hongos y animales (Holle & VVan Damme, 2019),
(Opas et al. 1996), (Franck et al. 2018).

A pesar de que la mayoria de las lectinas en plantas y animales son muy diferentes, muchas lectinas
en dichos organismos estan involucradas en el reconocimiento de invasores formando asi parte del
sistema de defensa, por lo tanto, la presente descripcion general resumida en la Tabla 1 se centrara

en la diversidad entre las lectinas vegetales (Schutter & Van Damme, 2015).

1.6.1. Basado en la localizacion subcelular

Tipo de lectina Caracteristicas Representativas

Primer Grupo Contiene todas las lectinas que se sintetizan en los ribosomas
unidos al RE. En consecuencia, estas lectinas finalmente son
transportadas a las vacuolas, depositadas en la pared celular o

exportadas al espacio extracelular.

Segundo Grupo Contiene lectinas que se sintetizan sin un péptido sefial y, por
lo tanto, las proteinas se traducen en los ribosomas libres del
citoplasma. Después de la sintesis, estas lectinas permanecen

en el citoplasma o pueden trasladarse al nucleo.

Tabla 1. Clasificacion de lectinas basado en su localizacién  subcelular.
Elaborado por: Jhonathan Laray Carla Lema
Tomado de: (Lannoo & Van Damme, 2010).
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1.6.2. Basado en su estructura molecular
Las lectinas vegetales representan un grupo grande y heterogéneo de proteinas con estructuras

moleculares y pliegues tridimensionales muy diversos entre las cuales tenemos:

Tipo de lectina Caracteristicas Representativas

Merolectinas | Lectinas de pequefio tamafio que tienen un solo dominio que el reconocedor

de carbohidratos no puede precipitar glicoconjugados o aglutinar las células.

Hololectinas | Consisten en moléculas con al menos dos dominios idénticos o bastante
homologos que se unen a los mismos carbohidratos o azlcares de estructuras

muy similares.

Quimerolectinas | Tienen al menos dos dominios con diferentes actividades: una capaz de unirse
a carbohidratos o glicoconjugados y a otro dominio distinto y bien definido,

capaz de ejercer una actividad enzimatica o cualquier otra actividad bioldgica.

Superlectinas | Corresponden a un tipo especial de quimerolectinas, donde al menos dos
dominios son aglutinantes de carbohidratos, sin embargo, tienen

especificidades diferentes.

Multilectinas | Tienen dos o mas sitios de union de azUcar idénticos, pero que pueden unirse

a diferentes carbohidratos.

Tabla 2. Clasificacion de lectinas basado en su estructura molecular.
Elaborado por: Jhonathan Lara y Carla Lema
Tomado de: (Peumans et al. 1995), (Barbosa, 2013).

1.7. Familias o dominios de las Lectinas

Segun la secuencia y la estructura tridimensional del motivo de la lectina, las lectinas vegetales se
pueden clasificar en 12 familias (Van Damme et al. 2008). Cada familia recibe el nombre de la
proteina mejor estudiada para este grupo de lectinas. En la actualidad, la conformacion
tridimensional solo se ha resuelto para 10 lectinas, a saber, la aglutinina de Agaricus bisporus
(ABA), el dominio de amarantina, la aglutinina relacionada con quitinasa (CRA), el dominio de
cianovirina, la aglutinina de Galanthus nivalis (GNA), el dominio de Hevein, el dominio
relacionado con Jacalina, el dominio de lectina de leguminosas, el dominio de Lys My el dominio
de ricina-B (Bonnardel et al. 2020). A continuacion, se detallan las principales caracteristicas de

las 12 familias o dominios de las lectinas representadas en la Tabla 3.
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Dominio

Caracteristicas Representativas

Agaricus
bisporus
aglutinina
(ABA)

El ABA se aislo por primera vez del hongo comestible A. bisporus, tiene un
pliegue tnico con dos hojas B conectadas por un motivo hélice-bucle-hélice.
Cada mondmero ABA posee dos sitios de reconocimiento para GICNAc (N-
acetilglucosamina) y GalNAc (N-acetilgalactosamina) (incluida una fuerte
afinidad por el antigeno T), ubicados en sitios opuestos del motivo hélice-bucle-
hélice, respectivamente. ABA existe como un tetramero y su reconocimiento
del antigeno T conduce a la supresion de la proliferacion de algunas lineas

celulares de cancer epitelial.

Dominio de

amaranto

La amarantina se aislo por primera vez de las semillas de Amaranthus caudatus,
el dominio de amarantina se dirige especificamente al antigeno T, esta
propiedad se ha aplicado con éxito en estudios histoquimicos de canceres de
colon y cuello uterino. Aunque las amarantinas se han considerado Unicas para
la familia Amaranthaceae, las secuencias relacionadas con la amarantina estan
presentes en 34 de los 84 genomas de plantas seleccionadas, incluidos helechos,

licofitos y gimnospermas.

Aglutinina
relacionada
con
quitinasa

de clase VV

La lectina relacionada con quitinasa de clase V se caracterizé por primera vez a
partir de la corteza de la acacia negra del arbol leguminoso (Robinia
pseudoacacia) y mostro aproximadamente un 50% de identidad de secuencia
con las quitinasas de plantas de la clase V, pero carecia de actividad quitinasa.

Se demostrd que la proteina se une a N-glicanos con alto contenido de manosa.

Dominio de

cianovirina

La familia de lectinas cianovirina estan distribuidas en algas verde azuladas,
bacterias, hongos, helechos y licopsidos. La cianovirina se aisl6 por primera vez
de la cianobacteria Nostoc ellipsosporum, la cianovirina es una proteina
alargada, en gran parte de hoja 3, que muestra una pseudosimetria interna doble.
La lectina interactta con los N-glicanos con alto contenido de manosa presentes
en la superficie de la glicoproteina gp120 viral, bloqueando la entrada del virus

de la inmunodeficiencia humana (VIH) en las células diana.

Dominio de
lectina de

Euonymus

En 1975, Pacak y Kocourek aislaron por primera vez una proteina
hemaglutinante de los arilos del arbol fusiforme (Euonymus europaeus), una

lectina que aglutinaba los eritrocitos sanguineos del tipo B. Petryniak purifico
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europaeus
(EUL)

la proteina usando cromatografia de afinidad. Esta publicacion confirmo la alta
preferencia de Euonymus europaeus aglutinina hacia los oligosacaridos de tipo
B sanguineo y en menor grado a los de tipo H. Las secuencias relacionadas con
EUL estan presentes en el genoma de todas las plantas terrestres. La estructura
cristalina para el dominio EUL aun no se ha resuelto, pero los estudios de

modelado molecular sugieren un pliegue similar a la ricina B.

Aglutinina
de
Galanthus
nivalis
(GNA)

GNA es una lectina aislada de los bulbos de campanilla blanca (Galanthus
nivalis), es un homotetramero compuesto por monémeros de 12,5 kDa. Las
lectinas relacionadas con el GNA se unen tipicamente a la manosa y exhiben
una alta afinidad por los oligomanosidos y N-glicanos con alto contenido de
manosa. Este motivo de lectina se descubrid originalmente en especies de
monocotiledoneas, pero también se informd en gimnospermas, hepaticas,
dicotiledoneas, asi como en algunas bacterias, hongos, peces e incluso en virus.
Las proteinas similares a GNA se han estudiado extensamente y han demostrado

diversidad en su localizacion celular y estructuras moleculares.

Dominio

Hevein

Este dominio lleva el nombre de la lectina purificada del latex del arbol del
caucho (Hevea brasiliensis), es una pequefia proteina monomeérica que se une a
los oligdmeros GIcNAc y la quitina, y ejerce actividad antifingica, este dominio
tiene mayor afinidad hacia oligomeros GIcNAc mas largos debido a la presencia
de un sitio de union extendido. EI dominio de heveina puede aparecer como un
solo dominio, como multiples dispuestos en tdndem (hasta 7) o parte de una
quimerolectina en combinacion con, por ejemplo, un dominio de quitinasa C-

terminal. Las lectinas relacionadas con la heveina estan en plantas y hongos.

Dominio
relacionado
con la

Jacalina

La jacalina se aisl6 por primera vez de las semillas de la fruta del jurel
(Artocarpus integrifolia) y es la proteina modelo para la familia ampliada de
lectinas relacionadas con la jacalina. Esta familia de lectinas se puede dividir en
dos grupos en funcion de su especificidad de unidn a carbohidratos. Esta familia
comprende dos subgrupos: lectinas de semillas de la familia Moraceae,
especificas para N-acetilglucosamina y lectinas de la familia Convolvulaceae,

especificas para manosa y maltosa.
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Dominio de
lectina

leguminosa

La familia de las lectinas de leguminosas tiene una caracteristica particular la
cual es que requiere iones Ca 2+ y Mn 2+ para una estructura adecuada, union
de sacéridos y actividades bioldgicas. La estructura cuaternaria de las lectinas
de las leguminosas es muy variable como resultado de modificaciones como la
glicosilacion, aunque las estructuras primaria y secundaria de los monémeros
son muy similares. EI dominio de lectina de leguminosa puede unirse a una
amplia gama de estructuras de carbohidratos dependiendo de la posicion del

bucle de union a carbohidratos.

Dominio
Lys M

El dominio Lys M se identificd inicialmente en bacterias, pero posteriormente
también se inform6 como parte de las quinasas similares al receptor LysM que
participan en la percepcién de sefiales rizobianas y la formacién de micorrizas
arbusculares. Las proteinas que contienen LysM son bien conocidas como
receptores de unién a quitina, pero también pueden interactuar con el

peptidoglicano bacteriano y los lipopolisacaridos.

Aglutinina
de
Nicotiana
tabacum
(Nictaba)

Nictaba se aisl6 por primera vez de hojas de tabaco (Nicotiana tabacum). Es un
homodimero compuesto por dos subunidades de 19 kDa y se une fuertemente a
N-glicanos ricos en manosa, N-glicanos complejos y, en menor medida, a
oligémeros GIcNAc. Esta es una lectina inducible por estrés, se expresa después
de que las plantas han sido expuestas a un tratamiento con jasmonato, estrés por
frio o ataque de insectos herbivoros. Los homdlogos de Nictaba estdn muy

extendidos en el reino vegetal.

Dominio de

ricina B

Este dominio lleva el nombre debido a la ricina, primera lectina aislada. La
mayoria de los dominios de Ricin-B muestran una union hacia estructuras de
glucanos que contienen galactosa o GaINAc. El dominio Ricina-B esta presente
tanto en procariotas como en eucariotas, pero la combinacion de este dominio
de lectina con un dominio de ARN N-glicosidasa, conocido como proteinas

inactivadoras de ribosomas de tipo 2, esta presente solo en las angiospermas.

Tabla 3. Clasificacion de los dominios de las lectinas.

Elaborado por: Jhonathan Lara y Carla Lema
Tomado de: (Tsaneva & Van Damme, 2020).
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1.8. Aplicaciones de las lectinas
Las lectinas tienen maltiples y diversas aplicaciones en diferentes campos como la agriculturay la

biomedicina, a continuacion, se detallan los aspectos mas relevantes de las mismas.

1.8.1. Aplicaciones en la agricultura

Participacion de la lectina en las respuestas al estrés abiotico y el desarrollo de las plantas, el estrés
de la planta se define como una condicién que conduce al crecimiento y / o reduccion del
rendimiento. En su entorno natural, las plantas suelen estar expuestas a multiples factores de estrés,
como el estrés hidrico, el estrés por temperatura y el estrés por nutrientes. Para hacer frente a estos
cambios ambientales, algunas plantas han desarrollado una sofisticada gama de respuestas
fisioldgicas, lo que da como resultado plantas con un mejor rendimiento de crecimiento. Las
lectinas vegetales son parte del sistema inmunoldgico de las plantas, y un nimero creciente de
publicaciones informa sobre la participacion de lectinas vegetales inducibles, asi como el receptor
de lectina como quinasas en diferentes respuestas de estrés abiotico. Orysata, también conocida
como SaL.T, es una de las lectinas relacionadas con la jacalina mejor estudiadas. Los niveles de
transcripcion y proteina para Orysata, asi como para otra lectina OsJAC1 relacionada con la
jacalina, se mejoran después del estrés por sal, el estrés por sequia y el estrés por frio y el
tratamiento con &cido abscisico. Las lineas transgénicas que sobre expresan Orysata demostraron
una mayor tasa de germinacion y un mejor crecimiento después del tratamiento con sal en

comparacion con las plantas de control no transformadas (Tsaneva & Van Damme, 2020).

1.8.2. Lectinas como agentes insecticidas, antifungicos, antibacterianos y antivirales, y su
participacion en las respuestas bioticas al estrés

La participacion de las lectinas vegetales en las reacciones de estrés biotico, asi como en las
interacciones de simbiosis, ha sido ampliamente documentada en la literatura. Muchas lectinas
clasicas pueden suprimir el crecimiento de hongos. El potencial de las lectinas para la mejora de
cultivos se ha investigado principalmente en términos de sus actividades insecticidas. Varias
lectinas clasicas poseen una fuerte actividad insecticida contra Lepidoptera, Coleoptera, Diptera o
Hemiptera. Lectinas relacionadas con GNA, lectinas leguminosas, heveinas, nictaba, jacalinas,
amarantinas y las lectinas ricina-B demostraron efectos insecticidas. La actividad insecticida de

las lectinas vegetales se relaciona con su interaccion y unién con una plétora de dianas glicosiladas
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en la matriz peritréfica o en el intestino medio. Ademas, algunas lectinas alteran maltiples procesos
fisiolégicos en el insecto, lo que da como resultado una absorcion deficiente de la nutricion, una
reduccion del peso corporal, el desarrollo y la fecundidad. El arroz transgénico que sobreexpresa
la lectina de la hoja de Allium sativum (ASAL) mostrd una resistencia mejorada contra las plagas
de insectos chupadores de savia y las plantas de arroz con sobreexpresion de GNA demostraron
un alto nivel de resistencia al salta hojas de lomo blanco (Sogatella furcifera) (Tsaneva & Van
Damme, 2020).

1.8.3. Aplicaciones biomédicas de las lectinas vegetales

Las lectinas vegetales tienen diversas aplicaciones en la investigacion biomeédica, el diagndstico y
la terapia, y desempefiaron un papel fundamental en el desarrollo de la inmunologia (Tsaneva &
Van Damme, 2020). Mdltiples informes han documentado que las lectinas vegetales tienen efectos
mitdgenos o apoptoticos, pueden activar o suprimir la inflamacién, inhibir el crecimiento de
tumores, interferir con la infeccion de patdgenos, virus y parasitos, o facilitar la cicatrizacion de
heridas (Liu et al. 2010), (de Sousa et al. 2019).

1.8.3.1. Terapia Oncoldgica

Muchas lectinas vegetales se conocen como agentes inmunomoduladores, que muestran efectos
mitogénicos contra las células humanas. Las lectinas pueden inducir células T colaboradoras y, en
consecuencia, influir en los niveles de interleucinas, interferon-y (IFT-y) o factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) y la expresion de diferentes quinasas (Lagarda-Diaz et al. 2017) (Breitenbach
et al. 2017), (Alfonso-Cardoso et al. 2011).

El uso de lectinas vegetales en el diagnostico y tratamiento del cancer es uno de los temas mas
investigados en la actualidad en lectinologia. Las lectinas pertenecientes a la familia de las
leguminosas, las lectinas relacionadas con GNA y las lectinas Ricina-B, asi como las WGA, han
recibido especial atencion (Liu et al. 2010), (Liu et al. 2009) (Barre et al. 2019). Algunas lectinas,
incluidas ConA, PHA y WGA, se encuentran en una fase preclinica. EI acoplamiento de lectinas
a farmacos conduce a la creacidn de inmunotoxinas y toxinas dirigidas a ligandos, lo que permite
una seleccién y administracién mas especificas en comparacion con el uso quimico directo o la

administracion a través de liposomas o nanoparticulas (Tsaneva & Van Damme, 2020).
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El acoplamiento de lectinas a una toxina, como existen de forma natural en el caso de la ricina, las
lectinas de muérdago y algunas otras toxinas vegetales, puede conducir a la apoptosis y muerte
celular de las células cancerosas. La oportunidad para el tratamiento local de tumores mediante
terapia fotodinamica, utilizando el acoplamiento a fotosensibilizadores es otra posibilidad
atractiva. Algunas lectinas vegetales se utilizan con éxito como adyuvantes durante la radioterapia
o la quimioterapia, lo que reduce los efectos secundarios de las terapias (Tsaneva & Van Damme,
2020).

1.8.3.2. Terapia Antimicotica

Algunas lectinas afectan el crecimiento y / o la infeccion de patdgenos, parasitos y virus animales
0 humanos. Por ejemplo, la lectina aislada de las semillas de Helianthus annuus inhibe el
crecimiento de diferentes especies de Candida, lo que puede ir acompafiado de cambios en la
permeabilidad de la membrana. Las lectinas ejercen su actividad antimicrobiana a diferentes
niveles, como el bloqueo de la entrada, la infeccion, la adhesién o la migracién de las bacterias y
la inhibicion del crecimiento microbiano (Charungchitrak et al. 2011), (Breitenbach Barroso
Coelho et al.2018).

1.8.3.3. Terapia Antibacteriana

Muchas lectinas pueden unirse a componentes de la pared celular como los &cidos teicoico y
teicuronico, o a los peptidoglicanos, lipopolisacaridos, acidos muramico o N-acetilmuramico y
dipéptidos de muramilo presentes en bacterias Gram-positivas o Gram-negativas. Lectinas de
leguminosas de diferentes especies vegetales demostraron actividad antimicrobiana contra
patdgenos como Mycobacterium rhodochrous, Bacillus cereus, Escherichia coli, Serratia
marcescens, Corynebacterium xerosis y Staphylococcus aureus, o pueden suprimir las

biopeliculas de Streptococcus mutans (Lagarda-Diaz et al. 2017), (Silva et al. 2016).
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1.8.3.4. Terapia Antiviral y Antiparasitaria

Las propiedades antivirales de las lectinas también atrajeron mucha atencidn, especialmente en el
tratamiento contra el VIH, Ebola y los coronavirus (Breitenbach Barroso Coelho et al.2018)
(Barton et al. 2014). La glicoproteina gp120 de la envoltura del VIH también es reconocida por
lectinas de multiples familias: cianovirinas, lectinas relacionadas con jacalina (lectina de platano,
jacalina), lectinas de leguminosas (ConA, aglutinina de Lens culinaris, aglutinina de Vicia faba,
aglutinina de Pisum sativum , PHA-E), GNA lectinas relacionadas (GNA, lectina HHA del hibrido
de Hippeastrum , lectina de Zea mays ), lectinas relacionadas con Heveina (aglutinina de Urtica
dioica), lectina relacionada con Nictaba. Algunas lectinas se unen a los N-glicanos de gp120 y
bloquean la infeccion por VIH-1. Se recomienda el uso de lectinas en geles para uso local que
pueden restringir la distribucién del VIH, aunque también se han informado algunas cepas
resistentes. Ademéas del VIH, el HHA y el UDA también son potentes inhibidores de los

coronavirus (Tsaneva & Van Damme, 2020).

Como se mencion6 anteriormente, la cianovirina posee una union e inactivacion muy fuerte e
irreversible del VIH debido a su interaccién con los N-glicanos con alto contenido de manosa
presentes en la superficie de la glicoproteina gp120 viral, pero esta lectina también se puede unir
con un alto contenido de manosa ligada a N estructuras de la envoltura del virus del ébola (Garrison
et al. 2014). De manera similar, las lectinas cianobacterianas y la lectina del alga roja Griffithsin
pueden unirse a las glicoproteinas de la envoltura de los genotipos de la hepatitis C bloqueando su
entrada en las células (Silva et al. 2016). La ConA y la ricina demostraron propiedades

antihelminticas contra el parasito humano Schistosoma mansoni (Tsaneva & Van Damme, 2020).

1.8.3.5. Terapia anticoagulante

Las aplicaciones de las lectinas son tan amplias que también abarca funciones anticoagulantes un
ejemplo de esto es la cMoL (lectina extraida de Moringa oleifera) cuyos efectos sobre la
coagulacién sanguinea se determiné mediante el tiempo de tromboplastina parcial activada (T TPa)
y el tiempo de protrombina (TP). El control positivo utilizado en los ensayos fue plasma de
donantes voluntarios sanos con valores normales para los tiempos de coagulacién. La
determinacion del TTPa es particularmente Gtil para controlar el efecto de la heparina 'y determinar

las deficiencias de los factores VIII, IX, X1 y XII., el TP refleja la actividad del factor Il
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(protrombina), V, VIl 'y X, cuya deficiencia se acompafia de una prolongacion del tiempo necesario

para la formacion del coagulo (de Andrade Luz et al. 2013).

cMoL prolongd significativamente TTPa (a méas de 300 s) y TP a las concentraciones ensayadas
(3.0, 15, 30, 37.5, 45y 60 ug / mL) pero el parametro mas afectado fue TTPa. La prolongacién del
TTPa sugiere inhibicion de la via intrinseca y / 0 coagulacion sanguinea comun, mientras que la
prolongacion del TP sugiere inhibicion de la via extrinseca. Las vias intrinseca y extrinseca
convergen en la formacion del factor Xa. Otras lectinas también prolongan significativamente
ambos tiempos de coagulacion. Lectina de semilla de Cratylia mollis, una lectina de union a
manosa / glucosa, promueve un aumento de casi el doble de los tiempos de coagulacion. La lectina
de Bauhinia forficata, BfL, aumentd solo el tiempo de coagulacién del TTPa, pero este efecto no
se relacion6 con la inhibicion del factor Xa humano. Asi, cMoL mostré una actividad
anticoagulante ya que, al determinar el R, la relacion entre el tiempo de coagulacion de la muestra
y el tiempo de coagulacién de control fue superior a 1,0, hasta una R de 10 para el TTPay una R
de 1,5 de TP (de Andrade Luz et al. 2013).
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CAPITULO I
2. METODOLOGIA
2.1. Tipo de investigacion:
El presente proyecto es una investigacion de tipo exploratoria, descriptiva, de disefio experimental,
de corte transversal y de acuerdo con el proceso integral de investigacion es de caracter

prospectivo.

2.2. Poblacién y muestra

2.2.1. Poblacion:
Estuvo constituida por los granos andinos inventariados que se expenden en los mercados
populares del Cantén Riobamba, como son: San Alfonso, la Merced, Mayorista, San Francisco,

Condamine y Santa Rosa

2.2.2. Muestra:
Se eligieron granos autdctonos y en base a sus caracteristicas se estudiaran dos de ellos

Amaranthus caudatus (Amaranto) y Lupinus mutabilis (Chocho).

2.3. Hipotesis:
Las lectinas presentes en los extractos acuosos de las especies de granos andinos seleccionadas
Amaranthus caudatus (Amaranto) y Lupinus mutabilis (Chocho) tienen actividad bioldgica tales

como accion hemoaglutinante, anticoagulante y antibacteriana en pruebas de laboratorio in vitro.

2.4. Variables de estudio:

El sistema de variables seleccionado para el presente proyecto sera:

2.4.1. Variable dependiente (VD): Accion hemoaglutinante, anticoagulante, procoagulante y

antimicrobiana.

2.4.2. Variable independiente (VI): Las lectinas presentes en los extractos acuosos de las

especies de granos andinos seleccionados para el presente proyecto.
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2.5. Operacionalizacién de las variables:

VARIABLES

TIPO

ESCALA

DEFINICION
OPERACIONAL

INDICADORES

Accibn

Hemoaglutinante

Cualitativa

Controlada

Es un tipo de aglutinacién
es decir de agregacion
propiamente de los
eritrocitos (células
sanguineas de la sangre)
por aglutininas (sustancias
que hacen que distintas
particulas se peguen para
formar grupos o masas),
incluyendo  anticuerpos,
proteinas y lectinas tema de
investigacion del presente
proyecto (MeSH, 2016).

Formacién de un complejo

que aglutina células.

Aglutina

No aglutina

Accién

Anticoagulante

Cuantitativa

Controlada

Inhibicion de las proteinas
plasmaticas de la

coagulacién

Medir TP inhibe la
coagulacién o
prolonga el tiempo
Medir TTP inhibe
la coagulacién o

prolonga el tiempo

Accién

Procoagulante

Cuantitativa

Controlada

Activacion de las proteinas
plasmaéticas de la

coagulacion

Medir TP acorta el
tiempo
Medir TTP acorta

el tiempo

Accién

Antimicrobiana

Cuantitativa

Controlada

Impedir la multiplicacion

bacteriana.

Sensible o

resistente
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2.6. Materiales y métodos

2.6.1. Materiales

1. Los granos andinos autdctonos inventariados y seleccionados en los mercados populares de la
Ciudad Riobamba (San Alfonso, la Merced, Mayorista, San Francisco, Condamine y Santa Rosa.).
2. Las muestras sanguineas de las cuales se obtuvieron los hematies de los grupos sanguineos A,
B, Oy el plasma citratado se obtuvo de los mismos integrantes del equipo de investigacion, previa
autorizacion con el respectivo consentimiento informado.

3. Los quimicos y estdndares del més alto grado de pureza fueron obtenidos de empresas
distribuidoras de las Compafiias: Sigma Aldrich, Merk, Becton Dickinson and Company (BD) y
Pacific Hemostasis.

4. Bacterias ATCC: Bacterias gran positivas (+): Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Bacterias gram negativas (-): Escherichia coli, ATCC 25922
5. Los laboratorios de la Facultad de Ciencias de la Salud en el Campus Edison Riera, Universidad
Nacional de Chimborazo, como instalaciones para la realizacion del presente proyecto

investigativo.

2.6.2. Método de Estudio

El método de estudio empirico sera el utilizado en el presente proyecto, ya que se observd y midio
la actividad hemoglutinante, anticoagulante-procoagulante y antimicrobiana de los extractos
acuosos de los granos andinos seleccionados sobre los hematies, coagulacion sanguinea y bacterias

Gram positivas y Gram negativas respectivamente.

2.7. Técnicas y procedimientos

1. Se realizd un inventario de los distintos granos andinos que se expenden en los mercados
populares del Canton Riobamba, como son: San Alfonso, la Merced, Mayorista, San Francisco,
Condamine y Santa Rosa, se identifico taxondmicamente los granos andinos inventariados y se
eligio el Amaranthus caudatus (Amaranto) y el Lupinus mutabilis (Chocho) por ser los mas

comunes Yy accesibles en nuestro territorio.
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2. Se adquirié una cantidad adecuada de granos andinos de las especies vegetales seleccionadas
previamente, en los mercados populares de la ciudad de Riobamba, necesarios para la realizacion
del presente proyecto.

3. Se obtuvo los extractos acuosos de los granos andinos seleccionados Amaranthus caudatus
(Amaranto) y el Lupinus mutabilis (Chocho), mediante la técnica de disrupcion mecanica
utilizando mortero, filtracion y centrifugacion.

4. Determinacion de la actividad hemoaglutinante, anticoagulante-procoagulante y antimicrobiana
de las lectinas.

4.1. La actividad hemoaglutinante de los extractos acuosos de los granos andinos seleccionados se
comprobd gracias a la utilizacion de hematies de los grupos sanguineos A, B y O en suspensiones
al 5 por ciento, los mismos sirvieron como reactivos biolégicos para la identificacion de lectinas,
los resultados de la aglutinacion eritrocitaria se registraron de acuerdo a grados de aglutinacion
macroscopica es decir visibles a simple vista en tubos de ensayo, las puntuaciones van desde 4+
cuando hay aglutinacién en forma de granulo Gnico hasta 0 sin aglutinacion es decir reaccion
negativa (Spada, et al. 2020).

4.2. Se determin6é la actividad anticoagulante — procoagulante a través de la inhibicion o la
activacion de la coagulacion del plasma humano tratado con los extractos acuosos extraidos de los
granos andinos seleccionados, medidos a través del acortamiento o de la prolongacién de los
tiempos de coagulacion como son el Tiempo de Protrombina (TP) y el Tiempo de Tromboplastina
Parcial activada (TTPa), segun los siguientes protocolos:

TP X3
100 uL de Plasma citratado + 200 uL de
Tromboplastina D (37°C) Tiempo en segundos sin dilucién

100 uL de Plasma + 100 uL SSF (37°C)

Tiempo en segundos como valor de

100 uL de la mezcla + 200 uL de referencia control
Tromboplastina D (37°C)

100 uL de Plasma + 100 uL del extracto de
la especie vegetal (37°C) Tiempo en segundos como valor que medid

el efecto anticoagulante

100 uL de la mezcla + 200 uL de
Tromboplastina D (37°C)

Tabla 4. Técnica para evaluar el efecto anticoagulante de las fitoaglutininas (Lectinas) presentes
en los extractos precipitados y liofilizados obtenidos de las especies vegetales seleccionadas sobre
las proteinas de la coagulacion de la via extrinseca.

-25 -



TTPa

X3

100 uL de Plasma citratado + 100 uL de ATTP-XL+ &c. elagico(37°C)

+ 100 uL de CaCl; (37°C)

Tiempo en
segundos sin

dilucién

100 uL de Plasma + 100 uL SSF (37°C)

100 uL de la mezcla + 100 uL. de ATTP-XL+ ac. elagico (37°C)

Tiempo en

segundos como

100 uL de la mezcla 100 uL de ATTP-XL+ &c. elégico (37°C)

+100 uL de CaCl: (37°C)

+ 100 uL de CaCl2 (37°C) valor de
referencia
control

100 uL de Plasma + 100 uL del extracto de la especie vegetal (37°C) Tiempo en

segundos como
valor que
medio el efecto

anticoagulante

Tabla 5. Técnica para evaluar el efecto anticoagulante de las fitoaglutininas (Lectinas) presentes
en los extractos precipitados y liofilizados obtenidos de las especies vegetales seleccionadas sobre

las proteinas de la coagulacion de la via intrinseca.

4.3. Se determind la actividad antibacteriana de las lectinas presentes en los granos andinos

seleccionados para lo cual se utilizé la técnica de Kirby Bauer, se utilizaron tres cepas bacterianas
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Enterococcus faecalis

ATCC 29212, gracias a la medicién del halo de inhibicién de crecimiento bacteriano frente a los

extractos acuosos de los granos andinos seleccionados. (Naspud & Castro, 2020)

5. Se interpretd y discutié los resultados obtenidos comparandolos con los obtenidos en estudios

similares encontrados en la literatura.

-26 -




6. Como paso final se redactd el presente Informe final de Investigacion como Trabajo de

Titulacion.

2.8. Procesamiento estadistico
El presente trabajo investigativo no aplicard procesamiento estadistico de datos. Los resultados se

presentaran con el uso de tablas y gréaficos.

2.9. Consideraciones éticas
El presente proyecto al usar netamente investigacion in vitro, no involucra la experimentacion en

seres humanos u otros seres vivos, salvo muestras bioldgicas de los primeros.

2.10. Consentimiento Informado

Como se menciond se utilizd6 muestras bilégicas (muestras sanguineas) para la realizacion del
presente proyecto, dichas muestras son de seres humanos provenientes del mismo equipo
investigativo y colaboradores, por lo que se extrajo las mismas previo consentimiento informado,

documento adjuntado en el apartado de anexos.
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CAPITULO Il
3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 RESULTADOS
3.1.1. Resultado de la Actividad Hemoaglutinante.
Tabla 6: Hemoaglutinacion de extractos obtenidos a partir de granos andinos Amaranthus

caudatus (Amaranto) y Lupinus mutabilis (Chocho) con distintos eritrocitos humanos.

3 3 Hemaglutinacion | Hemaglutinacion
EVALUACION DE LA HEMOAGLUTINACION CON 1H 24 H
HEMATIES A,ByO
CODIGO | NOMBRE COMUN | NOMBRE CIENTIFICO | A B o) A B )
GR1 AMARANTO Amaranthus caudatus.

4 4 4 4 4 4
GR6 CHOCHO O Lupinus mutabilis
ALTRAMUZ
4 4 4 4 4 4

Leyenda: (0) = no hay aglutinacion, (1/2) = muy débil aglutinacion, (1) = débil aglutinacion,

(2) = moderada aglutinacién, (3) = fuerte aglutinacién, (4) = muy fuerte aglutinacion.

En la Tabla 6 se muestran los resultados de la actividad de hemoaglutinacion de los extractos
acuosos obtenidos a partir de granos andinos Amaranthus caudatus (Amaranto) y Lupinus
mutabilis (Chocho). El extracto GR1 mostro tener una actividad hemoaglutinante muy fuerte de
los eritrocitos del grupo sanguineos A, B y O tanto en la primera y a las 24 horas de incubacion.
Los mismos resultados fueron obtenidos con el extracto GR6 para los grupos sanguineo A, By O,
por lo que se evidencia que ambos granos andinos tienen una muy fuerte aglutinacion para los

distintos grupos sanguineos.
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3.1.2. Resultado de la Actividad Anticoagulante o Procoagulante.
Tabla 7: Tiempo de Protrombina (TP) y Tiempo de Tromboplastina Parcial activado (TTPa)
de los extractos crudos acuosos obtenidos a partir de Amaranthus caudatus (Amaranto) y

Lupinus mutabilis (Chocho).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD Tiempo de Tiempo de
ANTICOAGULANTE O PROCOAGULANTE (TP | Protrombina (TP) Tromboplastina Parcial
Y TTPa) Segundos (seq) activada (TTPa)

Segundos (seq)

CONTROL 100 ul + PLASMA + 100 uLSSF 15 +/- 1 seg 67 +/- 2 seg
, NOMBRE NOMBRE
CODIGO ., .
COMUN CIENTIFICO
GR1 AMARANTO Amaranthus
15 40
caudatus.
GR6 CHOCHO O Lupinus mutabilis
ALTRAMUZ 60 >300

La Tabla 7 muestra la accion anticoagulante o procoagulante de los extractos acuosos de granos
andinos Amaranthus caudatus (Amaranto) y Lupinus mutabilis (Chocho) mediante la medicion
del Tiempo de Protombina (TP), para lo cual se utilizdé un pool de plasma citratado, al que se le
afiadi6 tromboplastina y calcio, momento en el que se mide el tiempo trascurrido hasta activar la
coagulacién, no hubo acortamiento ni prolongacion del TP con el uso del extracto GR1, pero con
el extracto GR6 hubo una prolongacion significativa del mismo. De la misma manera se evaluo el
TTPa con el uso de un pool de plasma citratado mas el reactivo, que tuvo como objetivo medir el
tiempo que trascurre hasta la formacion del coagulo de fibrina, se evidencid una prolongacién
significativa en el extracto GR6, en contraparte con el extracto GR1 hubo un acortamiento del
TTPa.
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3.1.3. Resultado de la Actividad Antimicrobiana
Tabla 8: Medicion de la actividad Antibacteriana de extractos obtenidos a partir de granos

andinos Amaranthus caudatus (Amaranto) y Lupinus mutabilis (Chocho).

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA GRAM POSITIVOS Y GRAM E. coli S. aureus E. faecalis
NEGATIVOS ATCC ATCC ATCC
25922 25923 29212
CONTROL AMIKACINA 36 mm
CONTROL CIPROFLOXACINA | == 30 mm 28 mm

CODIGO NOMBRE COMUN NOMBRE CIENTIFICO

GR1 AMARANTO Amaranthus caudatus.
0 0 0
GR6 CHOCHO O Lupinus mutabilis
ALTRAMUZ 0 0 0

La Tabla 8 muestra la actividad antimicrobiana de los extractos acuosos obtenidos de granos
andinos Amaranthus caudatus (Amaranto) y Lupinus mutabilis (Chocho). GR1 Y GR6 no
presentaron actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram positivas S.aureus, E. faecalis y Gram
Negativas E. coli, en comparacion con el grupo control Amikacina que demostré actividad contra
E.coli con un halo de inhibicion de 36 mm, y el grupo control Ciprofloxacina con actividad frente

a S.aureus y E. faecalis con un halo de inhibicion de 30mm y 28 mm respectivamente.
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3.2. DISCUSION

Segun la evidencia cientifica consultada para la realizacion del presente proyecto, las
fitoaglutininas, hemaglutininas o actualmente conocidas como lectinas estan presentes en
multiples organismos vivos tales como plantas, hongos, bacterias e incluso seres mas complejos
como los animales, siendo las familias de lectinas presentes en plantas las mas estudiadas en todo
el mundo (Tsaneva & Van Damme, 2020). Esto contrasta con la falta de estudios sobre este tema
en nuestro pais, por lo cual se ha procedido a la realizacion del presente trabajo investigativo con
la finalidad de contribuir a la adquisicion de nuevo conocimiento sobre las posibles aplicaciones y

propiedades que tienen estas proteinas.

Las lectinas presentes en extractos acuosos obtenidos de los dos granos andinos seleccionados
Amaranthus caudatus (Amaranto) y Lupinus mutabilis (Chocho) mostraron tener actividad
hemaglunitante en las pruebas de laboratorio, propiamente se demostré la capacidad muy fuerte
de aglutinar hematies de los grupos sanguineos A, B y O, lo cual coincide con los resultados
obtenidos por Antonieta Mengoni en pruebas de hemaglutinacion donde uso dos especies de la
familia Amaranthaceae, una Amaranthus hypochondriacus para ensayos clinicos y otra
Amaranthus caudatus como grupo control, se evidencio que los extractos de las mismas tienen
actividad hemoaglutinante frente a los mismos grupos sanguineos del presente estudio sin
distincion, y el grado de aglutinacion era directamente proporcional a la concentracion de proteina,
a mas concentracion méas grado de hemoaglutinacion se observaba (Mengoni et al. 2016). En
contraste los resultados obtenidos referente a la actividad hemoaglutinante de Lupinus mutabilis
en nuestro estudio se evidencio actividad aglutinante muy fuerte frente a los grupos sanguineos A,
B y O, lo cual difiere de los resultados obtenidos por Jhohani Villamarin en su tesis previa a la
obtencion del titulo de Biologo el cual encontro que la actividad hemoaglutinante de la lectina de
Lupinus mutabilis era principalmente para hematies del grupo sanguineo A y AB (Villamarin
Carpio, 2016).

La accidn anticoagulante de los extractos de los granos andinos seleccionados fue evidenciada por
el acortamiento o alargamiento de los tiempos de coagulacion del plasma humano, en el caso del
extracto de Amaranthus caudatus no se evidencio cambios en el TP, pero hubo un acortamiento

del TTPa evidenciandose actividad procoagulante, lo cual contrasta en parte a los resultados
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encontrados en el estudio de Ana Sabbione sobre la actividad antitrombotica de proteinas de
amaranto, entre las cuales se encuentra la Aglutinina (Amaranthus caudatus), donde se evidencio
en pruebas de laboratorio en animales tanto in vitro como in vivo cambios hemostaticos
compatibles con la anticoagulacion como prolongacion del tiempo de coagulacion y tiempo de
sangria, aunque estos efectos no se los pueden atribuir especificamente a las lectinas presentes en
el grano andino, debido a que en el estudio se usaron maultiples proteinas y no solo la lectina de
Amaranthus caudatus (Sabbione, 2015). El extracto acuoso de Lupinus Mutabilis presentd
actividad anticoagulante ya que prolong6 significativamente los tiempos de coagulacién tanto el
TP como el TTPa sobre todo en el ultimo puesto que se prolongd el tiempo de coagulacién a mas
de 300 segundos, en la busqueda de referencia bibliografica no se encontraron estudios en este
apartado referente al grano andino, pero podemos comparar estos resultados con los obtenidos por
Luciana de Andrade Luz y colaboradores en el estudio cientifico sobre las propiedades
anticoagulantes de la lectina de Moringa oleifera donde se evidencian prolongacion significativa
a mas de 300 segundos en el TPPa lo cual concuerda con el presente estudio, en contra parte el TP
se prolongd pero en menor medida que la presente investigacién, lo cual demuestra la actividad
anticoagulante de las lectinas, en este caso de la lectina del grano andino, y sus posibles

aplicaciones como farmacos antitrombéticos (de Andrade luz et al. 2013).

La actividad antimicrobiana en el presente estudio fue evaluada mediante la medicion de los halos
de inhibicién bacteriana frente a E. coli, S. aureus, E. faecalis, posterior a las pruebas de laboratorio
correspondientes no se evidencio espectro bactericida alguno al exponer a dichas bacterias a los
extractos acuosos de los granos andinos seleccionados, por otro lado los antibi6ticos control como
Amikacina y Ciprofloxacina efectivamente mostraron efecto inhibitorio frente a las colonias
bacterianas. En la revision bibliografica en la literatura cientifica nos encontramos con
conclusiones contradictorias respecto a este tema, segn un estudio previa a obtencion de titulo de
Quimico Farmacéutico de Lourdes Flores y Llajhaira Vasquez no se evidencié actividad
antimicrobiana frente a las mismas especies de bacterias del presente trabajo con el uso de
extractos acuosos de Lupinus mutabilis, otro estudio realizado por Natalia Ramirez y Cristian
Montecinos de la Universidad Andrés Bello dice lo contrario puesto que extractos del grano antes

mencionado presentd actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram Negativas como la K.
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pneumoniae, por lo cual es evidente que se necesita mas estudios respecto a este tema (Flores
Lourdes & Vasquez Llajhaira, 2018) (Ramirez Jofré & Montecinos Saavedra, 2016).

Por lo tanto, es evidente que nuestra hipdtesis planteada se cumple ya que se detectd actividad
bioldgica en las lectinas presentes en los extractos acuosos crudos obtenidos por disrupcion
mecanica de los granos andinos seleccionados Amaranthus caudatus (Amaranto) y Lupinus
mutabilis (Chocho) en lo referente a la actividad hemoaglutinante, anticoagulante y procoagulante

mas no en la actividad antimicrobiana.
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CONCLUSIONES

Se aislaron correctamente las lectinas presentes en los extractos acuosos de los granos
andinos seleccionados mediante la técnica de disrupcion mecanica para su posterior

utilizacion en pruebas de laboratorio in vitro.

Los extractos acuosos de las dos especies seleccionadas de granos andinos Amaranthus
caudatus (Amaranto) y Lupinus mutabilis (Chocho), tuvieron actividad bioldgica in vitro
en pruebas de laboratorio sobre todo en lo referente a la aglutinacién de hematies y la
accion sobre parametros hemostaticos o de coagulacion mas no se evidencié actividad

antimicrobiana.

La actividad bioldgica de los extractos acuosos de ambas especies de granos seleccionados
en pruebas de laboratorio fue muy fuerte de acuerdo a los grados de aglutinacion frente a

los grupos sanguineos A, By O.

El extracto obtenido del Amaranthus caudatus (Amaranto) no tuvo efecto sobre el TP, sin
embargo, logro acortar el TTPa demostrando su accion procoagulante, en contra parte el
extracto de Lupinus mutabilis (Chocho) demostré prolongacién de ambos tiempos de
coagulacién, especialmente significativa sobre el TTPa resultados compatibles con

actividad anticoagulante.

No se demostro actividad antimicrobiana alguna frente a bacterias como E. coli, S. Aureus
y E. faecalis en comparacion con los grupos control de antibidticos (Amikacina y
Ciprofloxacina) con espectro conocido para estos agentes patdgenos, ya que en ninguna de
las pruebas de laboratorio se evidencia halo de inhibicion de crecimiento bacteriano, esto
podria ser explicado debido a que en los extractos acuosas de los granos andinos no hubo

una concentracion adecuada de lectinas.
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RECOMENDACIONES

Purificar las lectinas presentes en los granos andinos seleccionados para revalorar la

actividad bioldgica de las mismas mediante pruebas de laboratorio.

Caracterizar las lectinas presentes en los granos andinos seleccionados con la ayuda de
métodos de cristalografia, para conocer mas de las mismas debido a que existe muy poca

informacion.

Investigar la actividad antimicrobiana de otros dominios de lectinas presentes en plantas
autoctonas de nuestra localidad para contribuir en la solucion al problema de la resistencia
a los antibioticos, tema de vital importancia en todo el mundo debido a la aparicién de cada

vez mas bacterias resistentes a los mismos.
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ANEXOS

Anexo N°1 Consentimiento Informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de investigacion: Actividad bioldgica de las lectinas obtenidas de semillas del
achotillo (Nephelium lappaceum) y uvilla (Physalis peruviana), Riobamba, 2019 - 2020

Fecha: 05/08/2019

Yo con C.I.

con el fin de participar de manera consiente, voluntaria en el proyecto de investigacion
mencionado. Reconozco que he sido INFORMADO de forma clara, sencilla sobre los riesgos

y beneficios de someterme a la toma de muestra de sangre.

Se me indica que, bajo medidas de asepsia y antisepsia, se me realizara la extraccion de una
muestra de sangre por medio de la puncion venosa que se basa en la perforacién de una vena
visible y palpable con una aguja por via transcutanea. Ademas, recibo informacion sobre los
riesgos que conlleva este procedimiento entre los cuales estan un leve sangrado, presencia
posterior de hematomas, posible nueva puncion en caso de que se presente una dificil
extraccion, este procedimiento tiene la finalidad de usarse para el analisis en el laboratorio,

por este motivo firmo este consentimiento informado por mi libre voluntad.

Firma.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de investigacién: Evaluacion de la actividad biologica de lectinas obtenidas a

partir de Amaranthus caudatus (Amaranto) y Lupinus mutabilis (Chocho)

Fecha: 03 de septiembre de 2020.

./_,)- N Y Qi_}‘
Yo. %@LQ&O%\‘?@%{JM I} 5'“3-&« con C.L

AS+20279-2 con particip¢ de manera consiente y voluntaria en el proyecto

de investigacion mencionado, reconozco que fui INFORMADO de forma clara, sencilla
sobre los riesgos y beneficios de someterme a la toma de muestra de sangre en su

momento.

Se me indico que, bajo medidas de asepsia y antisepsia, se me iba a realizar la extraccion
de una muestra de sangre por medio de la puncion venosa que se basa en la perforacion
de una vena visible y palpable con una aguja por via transcutanea. Ademas, recibi
informacion sobre los riesgos que conllevaba este procedimiento entre los cuales estaban
un leve sangrado, presencia posterior de hematomas, posibilidad de una nueva puncion
en caso de que se presentare una dificil extraccion, este procedimiento tuvo la finalidad
de extraer sangre que fue usada para la realizacion de pruebas de laboratorio relacionadas
con el proyecto arriba sefialado, por este motivo firmo este consentimiento informado por

mi libre voluntad. ——




CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de investigaciéon: Evaluacion de la actividad biologica de lectinas obtenidas a

partir de Amaranthus caudatus (Amaranto) y Lupinus mutabilis (Chocho)

Fecha: 03 de septiembre de 2020.

Yo. %o f/z L(/}/(l\/{)lzft . con C.lL

j 1253 #0692 -/ con pamcxpe de manera consiente y voluntaria en el proyecto

de investigacion mencionado, reconozco que fui INFORMADO de forma clara, sencilla
sobre los riesgos y beneficios de someterme a la toma de muestra de sangre en su

momento.

Se me indico que, bajo medidas de asepsia y antisepsia, se me iba a realizar la extraccion
de una muestra de sangre por medio de la puncién venosa que se basa en la perforacion
de una vena visible y palpable con una aguja por via transcutanea. Ademas, recibi
informacion sobre los riesgos que conllevaba este procedimiento entre los cuales estaban
un leve sangrado, presencia posterior de hematomas, posibilidad de una nueva puncion
en caso de que se presentare una dificil extraccion, este procedimiento tuvo la finalidad
de extraer sangre que fue usada para la realizacion de pruebas de laboratorio relacionadas

con el proyecto arriba sefialado, por este motivo firmo este consentimiento informado por
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de investigacion: Evaluacion de la actividad bioldgica de lectinas obtenidas a

partir de Amaranthus caudatus (Amaranto) y Lupinus mutabilis (Chocho)

Fecha: 03 de sentiembre de 2020

Yo. MQ(‘\ &) g&_lrer\?o, J.auc,er\c\ AC, OQ\CA(\Z con C.L

\\-{ S qu 4s$S5-1 co% participé de manera consiente y voluntaria en el proyecto

de investigacion mencionado, reconozco que fui INFORMADO de forma clara, sencilla
—e wwemememeamew - oA tOma de muestra de sangre en su

o e ——

momento.

Se me indico que, bajo medidas de asepsia y antisepsia, se me iba a realizar la extraccion
de una muestra de sangre por medio de la puncion venosa que se basa en la perforacion
de una vena visible y palpable con una aguja por via transcutinea. Ademas, recibi
informacion sobre los riesgos que conllevaba este procedimiento entre los cuales estaban
un leve sangrado, presencia posterior de hematomas, posibilidad de una nueva puncién
en caso de que se presentare una dificil extraccion, este procedimiento tuvo la finalidad
de extraer sangre que fue usada para la realizacion de pruebas de laboratorio relacionadas
con el proyecto arriba sefialado, por este motivo firmo este consentimiento informado por

mi libre voluntad.

Firma.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de investigacion: Evaluacion de la actividad biologica de lectinas obtenidas a

partir de Amaranthus caudatus (Amaranto) y Lupinus mutabilis (Chocho)

Fecha: 03 de septiembre de 2020.

Yo. ﬂLfcu AUSO< ch;r (létm AC“ Cco con ClL

(IS927940% con participé de manera consiente y voluntaria en el proyecto

de investigacion mencionado, reconozco que fui INFORMADO de forma clara, sencilla
sobre los riesgos y beneficios de someterme a la toma de muestra de sangre en su

momento.

Se me indico que, bajo medidas de asepsia y antisepsia, se me iba a realizar la extraccion
de una muestra de sangre por medio de la puncién venosa que se basa en la perforacion
de una vena visible y palpable con una aguja por via transcutanea. Ademas, recibi
informacion sobre los riesgos que conllevaba este procedimiento entre los cuales estaban
un leve sangrado, presencia posterior de hematomas, posibilidad de una nueva puncion
en caso de que se presentare una dificil extraccion, este procedimiento tuvo la finalidad
de extraer sangre que fue usada para la realizacion de pruebas de laboratorio relacionadas
con el proyecto arriba sefialado, por este motivo firmo este consentimiento informado por

mi libre voluntad.

Firma. , ,
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Anexo N°2: Seleccion de granos andinos (amaranto y chocho)
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Anexo: 4: Obtencion de extractos acuosos afiadiendo solucion salina fisiologica.
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Anexo N°6: Centrifugacion y almacenamiento de los extractos acuosos en tubos de eppendorf
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Anexo N°8: Reunion mediante zoom con el Tutor Dr. Pablo Djabayan Djibeyan, PhD y el
estudiante Mauricio Ulloa presidente del Semillero de investigacion de la Universidad

Nacional de Chimborazo para tutorias y revision de proyecto de investigacion.
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