Yel. 11 - No 2 1960

ACTA CIENTIFICA VENEZOLANA 3

PURIFICACION DE UNA
FITOHEMAGLUTININA TOXICA DE LA CARAOTA NEGRA

(Phaseolus vulgaris)

3

Werner G, Jaffé y Karl Gaede

Departamento de Bioguimica del
Instituto Nacional de Nutricién, y del
Laboratorio de Bioquimica del
Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (I.V.I1.C.)
Apartado 1827, Caracas . Venezuela

Las caraotas, al igual que otras semillas de la fa-
milia de las leguminosas contienen determinadas pro-
teinas-de notable actividad bioldgica (4, 3). Desde hace
muchos afios se conoce una fitohemaglutinina de la ca-
raota. Recientemente Rigas y Osgood (7) describieron dos
fectores diferentes con propiedades hemaglutinantes.
Otros autores (5, 2) han observado efectos toxicos en
animales alimentados con caraotas crudas o con deter-
minados preparados obtenidos por extraccion de la ha-
rina de caraotas. Aparentemente no son los factores
hemaglutinantes, preparados segin el método original
(7), los que causan el efecto téxico de las caraotas cru-
das, ya que sus propiedades téxicas son minimas. Los
experimentos realizados pcr uno de los autores (W. J.)
han establecido también la foxicidad de las caraotas, la
cual no puede imputarse al inhikidor de la tripsina (otra
proteina) descrito por Eowman (1). Los autores proce-
dieron por lo tanto a aislar los componentes toxicos de
la caraota a fin de obtener mas datos acerca de sus
propiedades.

La caraota negra (Phaseolus vulgaris), finamente
niolida, se extrae con 5 partes (p/v) de una solucién
al 1% de cloruro de sodio. Mediante dialisis por agua
del extracto filtrado se precipifa una gran cantidad de
material inactivo, obteniéndoss casi toda la actividad
por saturacién de la solucién sobrenadante con sulfato
de amonio. Se preparan diferentes fracciones activas por
saturacién fraccionada, con la misma s2l, del precipita-
do redisuelto.

La fraccidn activa principal se obtiene por preci-
pitacién, entre el 55 y 70% de saturacidén, del precipi-
tado crudo dializado, previamente ajustado al pH 8&,0.
Repitiendo tres veces las operaciones de precipitacién

y redisolucion, se obtiene una proteina altamente puri-
ficada con una pureza minimsa del 90%, segun lo reve-
lan los métodos de electroforesis y ultracentrifugacién.
aparato “Spinco” modelo H, es del 8,89 x 10-5 c¢m?/vol-
tios/seg. para una solucién al 0,9% con amortiguador
La mobilidad electroforética, determinada mediante un
de barbiturato de pH 8,6 y fuerza idnica de 0,1. El punto
isoeléctrico deberia encontrarse entre pH 4 y 5. La
constante de sedimentacién, cbtenida en nuestros expe-
rimentos, para una solucién al 0,6% y con el mismo
amortiguador, fué del 5,9 x 10-* (ultracentrifuga “Spin-
co” modelo E). La proteina, para la cual proponemos el
nombre de “faseolotoxina A”, es soluble tanto en el agua
como en soluciones de cloruro de sodio al 1% y se pre-
cipita en alcohol frio ,al 30%. Esta proteina contiene el
13,5% de nitrégeno (Kjeldahl) y un 5,0% de grupos re-
ductores, segiin se ha determinado mediante un método
modificado de Somogyi-Nelson, y segun calculos refi-
riéndose a glucosa. Estos valores se refieren a prepara-
ciones secadas al aire.

La saturacién de la solucidén sobrenadante obtenida
después de separar por filtraciéon la faseolotoxina A pro-
duce otra fraccion activa, llamada “fraccién B”, cuyo
rendimiento es reducido e irregular. Aun cuando sea
precipitada tres veces, esta fraccién consiste de 3 com-
ponentes principales. Segiin lo demuestran los experi-
mentos electroforéticos y de centrifugacion realizados,
no se encontrdé entre dichos componentes ningin com-
puesto con las propiedades fisicas de la faseolotoxina A.

La actividad hemaglutinante se determiné con sus-
pensiones al 0,25% de eritrocitos lavados de ovejas o
ratones en una soluciéon salina. Para ello, se mezclan 1,0
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cc. de esta suspensién con 1,0 cc. de las preparaciones
activas obtenidas de caraotas, en diluciones adecuadas,
incubadas a 37° C durante 30 minutos y centrifugadas a
2.500 r.p.m. en una centrifuga corriente de laboratorio.
La prueba de aglutinacién se considera positiva cuando
los eritrocitos no se suspenden al ser agitados.

Se realizaron estudios de toxicidad en ratones blan-
cos adultos después de una inyeccion intraperitoneal de
diluciones adecuadas de los preparados. Los resultados
de estos experimentos aparecen en la Tabla No. 1.

Se han notado diferencias considerables entre la fa-
seolotoxina A y la fraccién B, Estas fracciones tienen
aproximadamente la misma actividad aglutinante pero
la fraccién B es por lo menos tres veces menos téxica,
lo cual deja suponer que las caraotas negras no contie-
nen un solo compuesto téxico sino varios. La fraccién
B, diferente de la faseolotoxina A en cuanto a sus pro-
piedades fisicas, muestra también diferencias bioldgicas
y, debido a su toxicidad relativamente baja, como asi
también a sus propiedades fisicas, se parece mas a la
fitohemaglutinina descrita por Rigas y Osgood (7).

TABLA 1: PROPIEDADES FISICAS Y BIOLOGICAS DE FRACCIONES

Las investigaciones fisicas realizadas demuestran
que la faseolotoxina A es un componente tUnico y los
resultados dejan suponer que tanto las propiedades he-
maglutinantes como las toxicas son debidas a la misma
proteina. Esta suposicién es corroborada por otros dos
experimentos. Incubando una solucién de 50 mg. de toxing
durante 30 minutos, a 37° C, con una suspensién de 100
mg. de estroma de eritrocitos humanos en salina (6),
la toxina es absorbida completamente, mientras que la
parie sobrenadante de la solucién no manifiesta des-
pués de la centrifugacion ninguna actividad aglutinan-
te o toxica. Ademads, calentando una solucién salina de
faseolotoxina A de una concenfraciéon de 25 mg/ce. a
80° C, durante 60 minutos, las actividades no son des-
truidas totalmente, si bien la solucién se torna lactes-
cente, debido a una desnaturalizacién parcial y precipi-
tacién. Con todo, las actividades hemaglutinante y t6-
xica se reducen en las mismas proporciones, o sea hasta
un 50% aproximadamente. Si se hierve la solucién du-
rante 30 minutos, ambas actividades desaparecen uni-
formemente por completo.

DE CARAOTAS

Actividad toxica
Mobilidad Constante de Actividad
Fraccién electroforética sedimentacién aglutinante (c) Dosis Mortalidad
(cm?/V./seg. x10% (8 x 10%) {x gm/ce) (mg/kg) (e)
(d)
50 15/2
60 6/5
faseolotoxina A 8,89 (a) 59 (a) 3,0 100 9/9
Faseolotoxina A
después del tratamiento
con estroma — — 00 100 4/0
Faseolotoxina A
calentada a 80° C —_ — 6,0 125 /3
Fraccion B 245 (a) 2,3 (a)
285 (a) 6,6 (a) 4,0 150 | 5/2
¥ 9,7 (a) 200 5/3
1,04 (a) 2,3 (b)
4,35 (b) 6,5 (b)
5,79 (b) 10,6 ()
18,0 (b)
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