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CAPITULO 1

INTRODUCCION:

EL AISLAMIENTO DE LAS LECTINAS DE GRAN VARIEDAD DE
PLANTAS HA MOSTRADO GRAN INTERES RECIENTEMENTE POR LOS
EFECTOS EN ACCIONES BIOLOGICAS COMO HEMAGLUTINACION,
TRANSFORMACION DE LINFOCITOS, INACTIVACIGN DE CIERTOS
TIPOS DE CELULAS TUMORALES Y REACCIONES DE PRECIPITAGION
CON ALGUNAS ESPECIES DE POLISACARIDOS Y GLICOPROTEINAS.

ES MUY INTERESANTE LA INVESTIGACIGN DE LAS LECTINAS
DEL GENERO PHASEOLUS PUESTO QUE EN LOS FRIJOLES, TAN
IMPORTANTES PARA LA NUTRICIGN HUMANA SEHA ENCONTRADO UNA
GRAN VARIEDAD DE FITOHEMAGLUTININAS,

DEBIDO A LA SELECTIVIDAD DE LA RESPUESTA DE AGLUTL
NACION, LAS LECTINAS SIRVEN COMO SUSTANCIAS DE PRUEBA
PARA LA IDENTIFICACION Y LOCALIZACIGN O ESTUDIO DE LA
DISTRIBUCION DE LOS AZUCARES SOBRE LA SUPERFICIE DE LAS
CELULAS, .

SON CAPACES DE DISTINGUIR ENTRE LOS GLOBULOS ROJOS
DE DISTINTOS GRUPOS SANGUINEOS Y GRACIAS A LA FACILIDAD
CON QUE AGLUTINAN A LAS CELULAS MALIGNAS SUELEN SER CA
PACES DE DIFERENCIARLAS DE LAS CELULAS NORMALES., DEBIDO
A LOS CAMBIOS QUE SUFREN LAS CELULAS CUANDO SE VUELVEN
MAL [GNAS,

PorR OTRA PARTE, LAS LECTINAS ESTIMULAN LA DIVISION
DE LAS CELULAS LLAMADAS LINFOCITOS, PERTENECIENTES A
L0S SISTEMAS DE INMUNIDAD: DURANTE ESTE PROCESO MITOTICO
AUMENTA EL TAMANO DEL NGCLEO DEL LINFOCITO Y LOS DISTIN
TOS CROMOSOMAS SE CONVIERTEN EN ESTRUCTURAS DISCRETAS,
POR LO  QUE LAS LECTINAS CONSTITUYEN UNA HERRAMIENTA
IMPORTANTE TANTO EN EL ANALISIS CROMOSGMICO COMO EN
ESTUDIOS RELATIVOS A UNA AMPLIA GAMA DE FENGMENOS INMU
NOLOGICOS,



OBJETIVOS:

- REALIZAR EL AISLAMIENTO Y PURIFICACIGON DE
LECTINAS PROVENIENTES DE TRES ESPECIES DE
PHASEOLUS:

PHASEOLUS COCCINEUS.

PHASEOLUS LUNATUS,

PHASEOLUS VULGARIS.

- COMOCER LA PUREZA DE LAS LECTINAS,
~ MEDIANTE LA DETERMINACIGN DE PROTE[NAS,
PODER DE AGLUTINACIGN Y DE ACTIVIDAD
MITOGENICA,

- ESTUDIAR EL COMPORTAMIENTO DE DICHAS LECTI
NAS COMPARANDO SU ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE
Y MITOGENICA CON UNA LECTINA COMERCIAL,



CAPITULO 2

GENERAL IDADES:

LAS LECTINAS SON GLICOPROTE{NAS CUYA CARACTERISTICA
PRINCIPAL ES QUE SE UNEN ESPECIFICAMENTE A LOS AZUCARES
DE LAS GLICOPROTE[NAS DE LAS MEMBRANAS CELULARES, POSEEN
MULTIPLES LADOS DE UNION, Y CUANDO LAS LECTINAS ENTRAN
EN CONTACTO CON CIERTOS SACARIDOS SE PONEN EN MUTUA CO
NEXION LIGANDO A UN GRAN NUMERO DE CELULAS, PROVOCANDO
SU AGLUTINACION O REAGRUPACION,

CADA LECTINA SE UNE DE FORMA MAS 0 MENOS ESPECIFICA
A UNA DETERMINADA MOLECULA O A UN DETERMINADO GRUPO DE
MOLECULAS DE AZUCAR., VER FIG.1,

DEBIDO A LA CARACTER{STICA QUE POSEEN DE SELECTIVIDAD
A LAS LECTINAS SE LES DIO ESTE NOMBRE EN 1954 Por WILLIAM
C.Boyp, DE LA Boston UNiverRsITY ScHooL ofF MEDICINE QuUE
FUE UNO DE LOS PIONEROS EN ESTE CAMPO LA PALABRA LECTINA
DERIVA DEL LATIN LEGERE . ESCOGER,

LAS LECTINAS SE ENCUENTRAN PRINCIPALMENTE EN LAS
LEGUMINOSAS Y ES EN DONDE MAS SE HAN ESTUDIADO, LAS LEC
TINAS SON PROTE{NAS QUE SE DESTRUYEN POR LA ACCION DEL
caLor (9,49,50),

LA PRIMERA VEZ QUE SE RECONOCIO LA PRESENCIA DE LAS
LECTINAS FUE HACE cASI 90 ANOS. AL OBSERVAR SU CAPACIDAD
PARA AGLUTINAR A LOS GLOBULOS ROJOS, POR LO CUAL SE LES
LLAMG HEMAGLUTININAS, MAS TARDE SE LES LLAMG FI1TOHEMAGLU
TININAS, PORQUE FUERON AISLADAS A PARTIR DE PLANTAS.

CoMO LECTINA SE HA DEFINIDO:SUBSTANCIA DERIVADA DE
UNA PLANTA PANAGLUTINANTE PARA LOS ERITROCITOS Y ES CO
MUNMENTE MITOGENA (H,7).

SE HA DETECTADO LA PRESENCIA DE LECTINAS NO SOLO EN
PLANTASCINCLUYENDO A LAS BACTERIAS) SINO TAMBIEN EN ALGUNOS
INVERTEBRADOS,POR EJEMPLO CARACOLES, VIVIAN TEICHBERG
DEL Wei1zManN InNsTITUTE(ISRAEL), DESCUBRIG LA PRESENCIA
DE UNA LECTINA EN LA ANGUILA ELEcTRICA, No OBSTANTE,
PARECE QUE LAS LECTINAS ESTAN MAS AMPLIAMENTE DISTRIBUI




DAS ENTRE LAS PLANTAS:DE LAS 3,000 ESPECIES EXAMINADAS
EN LOS ULTIMOS AfNos, EN casi 1,000 DE ELLAS SE HAN EN
CONTRADO LECTINAS,

LAS LEGUMINOSAS SON PARTICULARMENTE RICAS EN LECTI
NAS 1,5% A 3,0% DEL CONTENIDO PROTEICO DE LA SEMILLA
DE SOYA 0 DE JUD{A. POR DAR UN EJEMPLO,

HASTA EL MOMENTO ACTUAL SE HA LOGRADO LA PURIFICACION
E IDENTIFICACION DE LAS ESTRUCTURAS QUIMICAS DE UNAS
50 LECTINAS, EN SU MAYORTA DE ORIGEN VEGETAL(Z.4,7),

H.STILLWARK DIO LA PRIMERA DESCRIPCION DE LO QUE
AHORA LLAMAMOS LECTINA, EN UN INFORME QUE PRESENTO
EN 1888 A LA UniversipaD DE DorPAT(ESTONIA), UNA DE LAS
UNIVERSIDADES MAS ANTIGUAS DE LA RUSIA ZARISTA. STILLWARK
ESTABA INVESTIGANDO LOS EFECTOS TOXICOS QUE TIENEN SQ
BRE LA SANGRE LOS EXTRACTOS DE SEMILLA DE RICINO
RICINUS,COMMUNIS, Y OBSERVG QUE PROVOCABAN AGLUTINACIGN
DE LOS GLOBULOS ROJOS, OBTUVO PRUEBAS DEMOSTRATIVAS DE
QUE EL MATERIAL RESPONSABLE DE LA AGLUTINACION ERA UNA
PROTEINA, A LA QUE LLAMG RICINA., TRAS UN BREVE PER{ODO,
H.HELLIN, COMPROBG QUE EL EXTRACTO TOXICO DE LA SEMILLA
DE ABRUS,PRECATORIUS TAMBIEN PROVOCABA LA AGLUTINACION
DE LOS GLGBULOS RCJOS .Y LE DIG EL NOMBRE DE ABRINA.

PauL EHRLINCH, BACTERIOLOGO ALEMAN, DESCUBR1G QUE
ESTAS SUSTANCIAS POD{AN UTILIZARSE PARA ESTUDIAR ALGUNOS
PROBLEMAS DE INMUNOLOGIA EN LUGAR DE USAR LAS TOXINAS
BACTERIANAS CON LA AYUDA DE RICINA Y DE LA ABRINA, EHRLINCH
ESTABLECIG EN 1890 ALGUNOS DE LOS PRINCIPIOS FUNDAMEN
TALES EN INMUNOLOGTA., DEMOSTRG QUE EL FENOMENO DE LA
INMUNOESPECIF ICIDAD ESTABA RELACIONADO CON EL ANTISUE
Ro. EN 4908, KARL LANDSTEINER., DEL ROCKEFELLER INSTITUTE
FOR MEDICAL RESEARCH, AFIRMO QUE LAS LECTINAS POSEEN
ESPECIFICIDAD DE ESPECIE(42,48),

LA PRIMERA LECTINA QUE SE LOGRG PURIFICAR FUE LA
CONCANAVALINA A, PROCEDENTE DE LA JUDIA, QUE FUE CRIS
TAL1ZADA EN 1919 Por JaMes B,SumMER DE LA UNIVERSIDAD
DE CORNELL,




En 1936, SuMMer Y Stacey F.HOWELL COMPROBARON, POR
UNA PARTE, QUE LA ADICION DE CONCANAVALINA A A UNA SO
LUCION DE GLUCOGENO, CARBOHIDRATO QUE ACTUA COMO FORMA
DE RESERVA DE LOS AZUCARES EN LOS ORGANISMOS, PROVOCABA
LA PRECIPITACIGON DEL GLUCGGENO DE LA SOLUCION Y POR OTRA
PARTE, QUE EL AZUCAR DE CANA INHIBfA LA AGLUTINACION
DE LOS GLOBULOS ROJOS MEDIANTE CONCANAVALINA A,

SUMMER Y HOWELL ESTABLECIERON LA HIPGTESIS DE QUE
LA HEMAGLUTINACION PROVOCADA POR LA CONCANAVALINA A
PODRIA SER LA CONSECUENCIA DE UNA REACCION DE LA PROTEINA
CON CARBOHIDRATOS SITUADOS SOBRE LA SUPERFICIE DE LOS
GLOBULOS ROJOS.

Esto se conFIRMG EN 1952 por WINIFRED WATKINS Y WALTER
MorGAN., DEL L1sTER INSTITUTE DE LONDRES:LA ADICION DE
ALGUNOS AZUCARES SENCILLOS PODIA INHIBIR O IMPEDIR LA
HEMAGLUTINACION PROVOCADA POR LECTINAS. AL PARECER, LAS
MOLECULAS DE AZUCAR INHIBIDORAS OCUPAN LOS LADOS DE UNIGN
DE LAS LECTINAS, INTERFIRIENDO, POR TANTO. EN EL PROCESO
DE UNION DE LA LECTINA A LAS UNIDADES DE AZUCAR SITUADAS
SOBRE LOS GLOBULOS ROJOS,

EnN OTRAS PALABRAS, LAS LECTINAS SE UNEN A LOS AZUCARES.
Y MEDIANTE ESTA UNIGON PROVOCAN LA AGLUTINACIGN DE LOS
GLOBULOS ROJOS. POR EJEMPLO, LOS AZUCARES MANOSA 0 GLU
COSA INHIBEN ESPECIFICAMENTE LA AGLUTINACION DE LOS GLG
BULOS ROJOS POR CONCANAVALINA A, INDICANDO QUE LA CON
CANAVALINA A SE UNE A DICHOS AZUCARES.VER F16,2(4,7,11,21,30).

En 1945, Boyp HABfA DESCUBIERTO QUE UNA LECTINA POD[A
POSEER "ESPECIFICIDAD DE GRUPO SANGUINEO":PODIA AGLUTINAR
A LOS GLOBULOS ROJOS DE UN TIPO PERO NO A LOS DE OTRo.CoM
PROBG QUE LA LECTINA DEL FRIJOL DE LIMA PODIA AGLUTINAR
A LOS GLOBULOS ROJOS HUMANOS DEL GRUPO A, PERO NO A LOS
DEL GRuPO B u 0,MAs tarpe K.O,RENKONEN, DE HELSINKI, IN
FORMO QUE LAS SEMILLAS DE LOTUS TETRAGONOLUBUS CONTENfAN
UNA LECTINA ESPECIFICA PARA LOS GLGBULOS ROJOS DEL GrRupo O,

HAY LECTINAS QUE PRESENTAN ESPECIFICIDAD PARA LOS
TiPos Ay 0.IrwIN J.GOLDSTEIN, DE LA UNIVERSIDAD DE MICHIGAN,




AISLG UNA LECTINA B ESPEC{FICA DE LAS SEMILLAS DE BANDEIRAEA
SIMPLICIFOLIA,

LA ESPECIFICIDAD DE ALGUNAS LECTINAS ESTA TAN CLA
RAMENTE DEFINIDA QUE PUEDEN DISTINGUIR ENTRE SI DISTIN
TOS SUBGRUPOS SANGUINEOS. POR EJEMPLO, LA LECTINA DE
LA LEGUMINOSA DOLICHOS BIFLORUS REACCIONA MAS INTENSA
MENTE CON LOS GLOBULOS ROJOS DEL TIPO Aj QUE CON LOS
DEL TIPO Ay, LAS LECTINAS TAMBIEN POSEEN ESPECIFICIDAD
PARA DETERMINADOS TI1POS PERTENECIENTES A OTRA CLASIFICA
CION DE LA SANGRE HUMANA:DIFERENCIAN EL TIPo M DEL TI
po N.

WATKINS v MORGAN ESTABLECIERON EN 1953 LA RELACION
EXISTENTE ENTRE LOS AZUCARES Y LA ESPECIFICIDAD DE GRU
PO SAMGUINEO . DEMOSTRARON QUE LA N-ACETILGALACTOSAMINA
ES EL AZUCAR QUE MENOS INHIBE LA AGLUTINACION DE LOS
GLOBULOS ROJOS DEL TIPO A PROVOCADA POR LA LECTINA DEL
FRIJOL DE LIMA, QUEDANDO DE ESTA FORMA DETERMINADO EL
AZUCAR RESPONSABLE DE LA ESPECIFICIDAD PARA EL TiPO A,
POR OTRA PARTE, SE DEMOSTRS QUE EL AZUCAR DETERMINANTE
DE LA ESPECIFICIDAD PARA EL TIPO 0 ERA LA FUCOSA, YA
QUE ES €L AZUCAR QUE MEJOR INHIBE LA AGLUTINACION DE
LAS CELULAS DEL TIPO 0 OCASTIONADA POR LA LECTINA DE
LOTUS TETRAGONOLOBUS, ESPECIFICA DEL TIPO 0, ESTE TRA
BAJO FUE UNA DE LAS PRIMERAS PRUEBAS DE LA PRESENCIA
DE LOS AZUCARES EN LAS MEMBRANAS CELULARES.

LAS DIVERSAS ACTIVIDADES BIOLGGICAS DE LAS LECTINAS
PROVIENEN TODAS DE UNA SOLA PROPIEDAD:SU CAPACIDAD DE
UNIGON con Los azUcares (4,6,19,21,30).

CADA MOLECULA DE UNA LECTINA POSEE AL MENOS DOS SI
T10S DE UNIGN, CADA UNO DE LOS CUALES PUEDE ACOPLARSE
A UNA MOLECULA COMPLEMENTARIA DE AZUCAR O A VARIAS UNIL
DADES DE AZUCAR PERTENECIENTES A UN OLIGOSACARIDO,

LA LECTINA SE UNE A LOS AZUCARES DE LAS SUPERFICIES
CELULARES POR MEDIO DE ESTOS LADOS DE UNIGN,TENIENDO A
DISPOSICION UNA SERIE DE LECTINAS QUE DIFIEREN EN SU




ESPECIFICIDAD(POR PRESENTAR LADOS DE UNION DE FORMAS
DIFERENTES), SERIA POSIBLE ADQUIRIR MUCHOS NUEVOS CO
NOCIMIENTOS SOBRE LA COMPOSICION DE UNA DETERMINADA
SUPERFICIE CELULAR, VER FIG.3,

LA AGLUTININA DE SOYA TAMBIEN ES ESPEC{FICA PARA
LA N-ACETILGALACTOSAMINA, PERO DE UNA FORMA MENOS RES
TRICTIVAILA AGLUTININA DE SOYA SE UNE A LA N-ACETILGA
LACTOSAMINA TANTO SI LAS MOLECULAS DE AZUCAR ESTAN UNIL
DAS EN POSICIGN ALFA COMO SI LO ESTAN EN POSICION BETA,
MIENTRAS QUE LA LECTINA DE FRIJOL DE LIMA SOLO SE UNE
A LAS MOLECULAS DE N-ACETILGALACTOSAMINA QUE ESTAN EN
POSICION ALFA, EN LAS MEMBRANAS CELULARES SE ENCUENTRAN
AMBAS CONF IGURACIONES, PERO EL AZUCAR DETERMINANTE DE
LA ESPECIFICIDAD PARA EL GRUPO SANGUINEO A Es LA N-AcE
TILGALACTOSAMINA CON UNION EN POSICION ALFA,

LA AGLUTININA DE SOYA NO ES ESPEC{FICA DE NINGUN
GRUPO SANGUINEO, POR LO QUE ADEMAS DE UNIRSE A LA
N-ACETILGALACTOSAMINA, ESTA SE UNE A LA GALACTOSA Y,

EN CONSECUENCIA, PROVOCA LA PRECIPITACION DE GLICOPROTE(
NAS EN SOLUCIGN. TALES COMO EL COLAGENO QUE PRESENTA

UNA GALACTOSA EN POSICIGN TERMINAL. POR EL CONTRARIO.

LA AGLUTININA DE SEMILLA DE TRIGO NO REACCIONA CON EL
COLAGENO: POSEE ESPECIFICIDAD PARA LOS OL IGOSACARIDOS
FORMADOS POR UNIDADES DE N-ACETILGLUCOSAMINA Y SE COMBI
NA. POR TANTO, CON LA QUITINA, QUE ES UN POLISACARIDO
(POL{MERO DE N-ACETILGLUCOSAMINA), O CON EL OVOMUCOIDE,
QUE ES RICO EN ESE Azlcar (28,39),

LA UNIGN DE LA LECTINA CON EL AZUCAR ES BASTANTE
péBiL, No PROVOCA LA FORMACION DE ENLACES COVALENTES,
SINO QUE ES REVERSIBLE, COMO LA REACCION DE UNA ENZIMA
CON SU SUSTRATO O DE UN ANTICUERPO CON SU ANT{GENO., DE
HECHO, LA REACCIGN DE PRECIPITACION QUE SE DA ENTRE UNA
LECTINA Y LOS POLISACARIDOS O GLICOPROTEINAS ADECUADOS
ES ANALOGA EN CASI TODOS SUS ASPECTOS A UN SISTEMA AN
TIGENO-ANTICUERPO: EN ELLA, LA LECTINA DESEMPENA EL PA
PEL DEL ANTICUERPO Y EL POLISACARIDO O GLICOPROTE({NA



EL PAPEL DEL ANTIGENO,

POR EJEMPLO,EN AMBOS SISTEMAS SUCEDE QUE EL PRECI
PITADO QUE SE FORMA SE SUELE DISOLVER CUANDO SE HALLA
PRESENTE EN EXCESO CUALQUIERA DE LOS COMPUESTOS QUE PAR
TICIPAN EN LA REACCION,

SE HA POSTULADO LA HIPGTESIS DE QUE LAS LECTINAS
SON ANTICUERPOS VEGETALES.SIN EMBARGO. EXISTEN DIFEREN
CIAS MUY MARCADAS ENTRE AMBOS TIPOS DE PROTEINAS. LA
MAS IMPORTANTE ES QUE LOS ANTICUERPOS SON PRODUCTOS DEL
SISTEMA INMUNE DE LCS ANIMALES SUPERIORES. CUYO ORGANIS
MO RESPONDE AL ESTIMULO DE LA PENETRACIGN DE UNA SUSTANCIA
EXTRANA CON LA ELABORACION DE DICHOS ANTICUERPOS: LAS
LECTINAS, EN CAMBIO, SE HALLAN PRESENTES COMO PROTE[NAS
CONSTITUYENTES DE SUS ORGANISMOS Y SOBRE TODO DE LOS
ORGANISMOS QUE, COMO LAS PLANTAS, SON INCAPACES DE PRE
SENTAR RESPUESTA INMUNE Y DE FORMAR ANTICUERPOS. OTRA
DIFERENCIA CONSISTE EN EL MARGEN DE ESPECIFICIDAD DE
LOS ANTICUERPOS, ES AMPLIO Y ABARCA NO SGLO A LOS AZU
CARES SINO TAMBIEN A MUCHOS OTROS TIPOS DE COMPUESTOS,
COMO SON AMINOACIDOS, PROTEINAS Y ACIDOS NUCLEICOS (AUN
QUE POR SLPUESTO, CADA ANTICUERPO ES ESPECIFICO PARA EL
ANTIGENO GUE PROVOCG SU ELABORACION), NO SE CONOCE NIN
GUNA LECTINA QUE SEA ESPECIFICA PARA COMPUESTOS QUE NO
SEAN CARBOHIDRATOS.,

UNA TERCERA DIFERENCIA RLSIDE EN LA ESTRUCTURA Qui
MICA, TODOS LOS ANTICUERPOS TIENEN UMA ESTRUCTURA SIMI
LAR, MIENTRAS QUE LAS LECTINAS DIFIEREN MUCHO EMTRE S
POR SU ESTRUCTURA: EL EXAMEN DE LA COMPOSICIOGN DE AMINQ
ACIDOS., DEL PESO MOLECULAR Y DE OTRAS PROPIEDADES MO




LECULARES DE UN GRAN NUMERO DE LECTINAS DEMUESTRA QUE
POSEEN POCAS CARACTER{STICAS COMUNES EXCEPTUANDO EL HE
CHO DE QUE TODAS SON PROTEINAS (28,29),

En 1963 JosepH.C.AUE, EN EL MASSACHUSETTS GENERAL
HospITAL DE BOoSTON, PUBLICG., UNA PROPIEDAD QUE SE DES
CUBRIG POR CASUALIDAD DE LAS LECTINAS QUE ES SU CAPACIDAD
PARA AGLUTINAR A LAS CELULAS MALIGNAS DE MANERA SELEC
TIVA, SE HICIERON ESTUDIOS CON LA AGLUTININA DE GERMEN
DE TRIGO Y SE VIO QUE SE PROVOCABA LA AGLUTINACIGN DE
LAS CELULAS MALIGNAS POR EL CAMBIO QUE SUFREN ESTAS EN
SU SUPERFICIE CELULAR, TAMBIEN CCMPROBARON LA AGLUTINA
CIGN DE LAS CELULAS MALIGNAS OCASIONADA POR LA CONCANA
VALINA A, LA CUAL TENIA MAS VENTAJAS QUE LA AGLUTININA
DE GERMEN DE TRIGO YA QUE ESTA ERA DIF{CIL DE PURIFICAR
Y NO SE PODIA OBTENER LA FORMA COMERCIAL. EN CAMBIO LA
CONCANAVALINA A SE EXPENDE EN EL COMERCIO Y ES RELATI
VAMENTE BARATA.

SacHs, Ben-AM1 Seca., Hatina Lis v SHARON OBSERVARON
QUE LA AGLUTININA DE SOYA TAMBIEN PODIA DISTINGUIR LAS
CELULAS MALIGNAS DE LAS NORMALES. Y DESDE ENTONCES SE
HA DEMOSTRADO QUE NUMEROSAS LECTINAS POSEEN LA MISMA
PROP 1 EDAD,

LAS CELULAS MALIGNAS SE AGLUTINAN CON CONCENTRACIQ
NES MUY BAJAS DE DICHAS LECTINAS DE 10-15" 6/ML., MIEN
TRAS QUE LAS CELULAS NORMALES NO SUELEN AGLUTINARSE A
MENOS QUE LA CONCENTRACION DE LA LECTINA SEA POR LO MENCS
pE 10 A 20 VECES MAYOR. HAY ALGUNAS EXCEPCIONES, CIER
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TAS CELULAS TUMORALES NO SE AGLUTINAN CON CONCENTRACIO
NES BAJAS DE UNA DETERMINADA LECTINA Y CIERTOS TIPOS

DE CELULAS NORMALES SE AGLUTINAN CON UNA LECTINA., INCLUSO
CUANDO LA CONCENTRACIGN DE ESTA ES MUY BAJA, VER FIGH,

BURGER HIZO UNA OBSERVACIGN INTERESANTE: AUN EN EL
CASO DE LAS CELULAS NORMALES QUE NO SUELEN AGLUTINARSE
EN PRESENCIA DE UNA LECTINA, SIEMPRE EXISTE UNA PEQUE
fiA PORCIGN QUE S! AGLUTINA. IDENTIFICG A LAS CELULAS
AGLUTINADAS Y OBSERVG QUE ESTABAN EN PROCESC DE MITOSIS.
Y SE DEDUJO QUE DURANTE LA MITOSIS LA MEMBRANA DE LAS
CELULAS NORMALES SE ASEMEJA HASTA CIERTO PUNTO A LA DE
LAS CELULAS TRANSFORMADAS., ESTE HECHO LE H1ZO PENSAR
QUE EN EL CICLO CELULAR HABR{A UN PUNTO DE CAMBIO CRf
TICO. VER FI16.5,

ADEMAS DE DETECTAR LOS CAMBIOS DE LA SUPERFICIE CE
LULAR QUE ACOMPARAN A LA TRANSFORMACION MALIGNA., LAS
LECTINAS ESTAN PROPORCIONANDO PRUEBAS DE QUE LA SUPERFI
CIE CELULAR TAMBIEN SE ALTERA A LO LARGO: DE LA DIFEREN
CIACIGN CELULAR EMBRIONARIA (2,9,13),

POR LO QUE EL AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE LAS
LECTINAS RADICA EN QUE HAN CONTRIBU{DO EN LA INVESTIGA
CION BIOLOGICA EN BASE A SU CAPACIDAD PARA AGLUTINAR
DE MANERA SELECTIVA LAS CELULAS MALIGNAS.,

LAS LECTINAS ESTAN DESEMPENANDO UN PAPEL CADA VEZ
MAS IMPORTANTE EN INMUNOLOGIA YA QUE ESTAN AYUDANDO A
CONOCER LOS MECANISMOS POR EL QUE UN ANTIGENO. QUE ACTUA
A NIVEL DE LA SUPERFICIE CELULAR DESENCADENA DE FORMA
ESPECIFICA EL CRECIMIENTO, MADURACION Y PROLIFERACIGN
DE LOS LINFOCITOS,

LA ESTIMULACION DE LOS LINFOCITOS ES DE GRAN INTE
RES YA QUE EN LA CLINICA ES MUY IMPORTANTE POR QUE LA
ACTIVACION LINFOCITARIA ES UNA TECNICA IN VITRO COMUN
MENTE EMPLEADA PARA EVALUAR LA INMUNIDAD CELULAR EN

LOS ENFERMOS CON INMUNODEFICIENCIA, AUTOINMUNIDAD, EN
FERMEDADES INFECCIOSAS Y CANCER (12),

En 1960, Peter C.Nowetr, pE ta UniversiTY OF PENNSYLVANIA

ScHoor. oF MEDICINE, COMPROBG QUE LA FITOHEMAGLUT ININA
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(PHA), LA LECTINA DE LA HABICUELA COLORADA. PUEDE ESTI
MULAR A LOS LINFOCITOS, DICHO DESCUBRIMIENTO FUE IMPOR
TANTE NO SGLO FUE DE SUMA IMPORTANCIA PARA EL ANALISIS
CROMOSGMICO Y PARA EL ESTUDIO DE LAS PROPIAS LECTINAS
SINO TAMBIEN PARA CONOCER MAS ACERCA DE LAS FUNCIONES
DE LOS LINFOCITOS.,

La IMPORTANCIA DE LA PHA Y DE OTRAS LECTINAS. CUYO
EFECTO MITOGENICO SE CONOCE AHORA, RESIDE EN QUE ESTI
MULAN EL CRECIMIENTO Y LA DIVISIGN DE LOS LINFOCITOS.,

Los PRINCIPALES CAMBIOS DE TAMARO Y DE FORMA Y LOS
ACONTECIMIENTOS BIOQUIMICOS QUE SE OBSERVAN EN LINFOCI
TOS ESTIMULADOS POR LECTINAS EN EL LABORATORIO SE ASE
MEJAN BASTANTE A MUCHAS DE LAS REACCIONES DE INMUNIDAD
QUE SE PRESENTAN EN LOS SERES VIVOS POR INDUCCIGN DE UN
ANTGENO,

CUANDO SE ESTIMULA CON LECTINAS A LOS LINFOCITOS B,
ESTOS SON CAPACES DE SINTETIZAR INMUNOGLOBUL INAS.MAS
0 MENOS TAL COMO LO HACEN LAS CELULAS CUANDO SON ESTIMU
LADAS POR ANTIGENOS EN EL LABORATORIO: LOS LINFOCITOS
T PUEDEN QUEDAR TRANSFORMADOS EN "CELULAS ASESINAS®®
QUE DESTRUYEN CUALQUIER CELULA EXTRANA QUE ENCUENTREN
DE LA MISMA FORMA EN QUE LO HACEN CUANDO RECHAZAN A UN
TEJIDO AJENO TRANSFORMADO,

LAS LECTINAS MITOGENICAS TAMBIEN SON UTILES PARA
DETECTAR LA SENSIBILIZACIGN PROVOCADA POR AGENTES INFEC
CI10SOS O POR ALGUNAS ENFERMEDADES DE AUTOINMUNIDAD Y
PARA VIGILAR LOS EFECTOS DE VARIAS FORMAS DE INMUNOTERAPIA,

Los ESTUDIOS SOBRE LA ESTIMULACION MITOGENICA MEDIANTE
LECTINAS HAN APORTADO UNA IMPORTANTE INFORMACION SOBRE
LA ESTRUCTURA Y LA ORGANIZACION DE LOS SACARIDOS DE LA
SUPERFICIE CELULAR. AL IGUAL QUE LA AGLUTINACIGN. LA
ESTIMULACION MITOGENICA ES EL RESULTADO DE LA UNIGN DE
GLICOPROTEINAS O GLICOL{PIDOS DE LA SUPERFICIE CELULAR:
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ESTE HECHO FUE DEMOSTRADO POR PRIMERA VEZ CUANDO SE OB
SERVG QUE LA ACTIVIDAD MITOGENICA DE LA CONCANAVALINA
A POD{A ANULARSE ANADIENDO UNA SOLUCION DE MANOSA O GLUCOSA
AL MEDIO EN QUE INCUBABAN LOS LINFOCITOS CON LA LECTINA,

AsrAHAM NOVOGRODSKY, DEMOSTRG, QUE LAS DOS LECTINAS
ESPEC{F1CAS PARA LA GALACTOSA, ES DECIR LA AGLUTININA
DE SOYA Y LA AGLUTININA DE CACAHUATE, NO LOGRABAN LA
AGLUTINACION DE LOS LINFOCITOS DE RATA A NO SER QUE SE
ELIMINARA DE LA SUPERFICIE DE LAS CELULAS AL AZUCAR
DENOMINADO ACIDO NEURAMINICO. ESTO SE EXPLICA SUPONIENDO
QUE LOS AZUCARES SE HALLAN SITUADOS SOBRE LA SUPERFICIE
DEL LINFOCITO EN UNA SECUENCIA QUE SE ENCUENTRA EN MU
CHAS GLICOPROTETNAS, CON EL ACIDO NEURAM{NICO EN LA PUNTA
EXTERNA DE LA CADENA SEGUIDO DE LA GALACTOSA Y LA MANOSA;
QUE DICHA SECUENCIA FORMA PARTE DE LOS LUGARES RECEPTORES,
EN LA MEMBRANA CELULAR, DE LA AGLUTININA DE SOYA Y DE
CACAHUATE Y DE LA CONCANAVALINA A, Y QUE., CUANDO SE REALIZA
LA UNION EN DICHOS LUGARES, SE DESENCADENA EL ESTIMULO
MITOGENICO,

LOS EXPERTOS SOBRE EL ESTIMULO DE LOS LINFOCITOS
POR LAS LECTINAS DEMUESTRAN QUE ES INICIADA POR UNOS ACON
TECIMIENTOS EN LA MEMBRANA, SI EL EFECTO DE AGREGACION
DE LOS RECEPTORES DE LECTINA SOBRE LA SUPERFICIE DE LOS
LINFOCITOS SE TRANSMITE AL INTERIOR DE LA CELULA MEDIANTE
GLICOPROTE {NAS DE SU MEMBRANA, PODRIA DARSE UNA REDISTR]
BUCIGN DE OTRAS PROTEINAS SITUADAS EN LA CARA INTERNA DE
LA MEMBRANA, ESTAS PROTETNAS INTERNAS,AL ESTAR EN CONTACTO
DIRECTO CON EL CITOPLASMA Y, A TRAVES DE ESTE, CON EL
NUCLEO PODRIAN PONER EN MARCHA, DE ALGUNA MANERA LA MAQUL
NARIA CELULAR,

POR OTRA PARTE, LAS LECTINAS SUELEN SER LA BASE DEL
DIAGNGSTICO Y DE LA TIPIFICACION DE LAS PERSONAS "“SECRE
TORAS"
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(SECRETORES:PERSONAS QUE SEGREGAN, EN SU SALIVA, EN SU
ORINA Y EN OTROS L{QUIDOS CORPORALES, UNAS GLICOPROTE{
NAS QUE TI1ENEN ESPECIFICIDAD DE GRUPO SANGUINEO).,(12),

0OTROS USOS DE LAS LECTINAS ES LA SEPARACION DE POLL
SACARIDOS POR UNA PARTE, Y DE GLICOPROTE[NAS POR OTRA,
0 LA EXTRACCIGN DE GLICOPROTE{NAS Y OTROS COMPUESTOS
DESPROV1STOS DE AZUCARES, PROVOCANDO LA PRECIPITACION
DE GLICOPROTE{NAS EN sorLucidn (7,34,35),

OTRO CONCEPTO ACERCA DE LA IMPORTANCIA DE LAS LEC
TINAS SON LAS FUNCIONES DE ESTAS EN LA DEFENSA CONTRA
LAS BACTERIAS EN LA INVASION DE PLANTAS., INTERACCION
UNICELULAR Y MECANISMO DE RECONOCIMIENTO, ELIMINACION
DE GLICOPROTEINAS Y CELULAS DEGRADADAS. SE HA VISTO LA
ACTIVIDAD DE LAS LECTINAS EN PLANTAS. ANIMALES Y EN EL
HOMBRE ,

- EN LAS PLANTAS ACTUAN INHIBIENDO EL CRECIMIENTO
DE ALGUNOS HONGOS (AUNQUE AUN SU ESTUDIO ESTA OSCURO),

- EN LOS ANIMALES SE HA DETECTADO QUE EN EL SISTEMA
NERV10SO (EXTRACTO DE CEREBRO) INCREMENTAN LA REASOCIA
CION Y AGRUPACION DE CELULAS EMBRIONARIAS DE RATON,

- EN EL HOMBRE PRINCIPALMENTE HAN SIDO DESCRITAS EN
LINFCCITOS, LA FORMACION DE ROSETAS E DE LinFociTOs T cow
ERITROCITOS DE CARNERO HAN SIDO INTERPRETADAS COMO LA
INTERACCION ENTRE UNA LECTINA Y UN GLICOL{PIDO.

OTRA FUNCION ES LA QUE TIENEN REFERENTE A MACRG
FAGOS, LA ACTIVIDAD DE LAS LECTINAS IMPLICA MECANISMO DE
RECONOCIMIENTO, TAMBIEN SE ADHIEREN A COLAGENO NATIVO.
LA MAS IMPORTANTE ES SU FUNSIGN COMO MITGGENO, ORIGINANDO
LINFOBLASTOS, YA QUE ACTIVAN 0 ESTIMULAN A LOS LINFOCI
Tos (4,7,30.44),

SE HA ADELANTADO MUCHO EN EL ESTUDIO DE LAS LECTINAS,
PERO TODAVIA PERMANECEN SIN CONTESTARSE NUMEROSAS PREGUN
TAS REFERENTES A SUS PROPIEDADES Y FUNCIONES,
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Reusen LoTan, Dvip MIRELMAN Y SHARON, CON LA COLA
BORACIGON DE ESRA GALUM DEL DEPARTAMENTO DE GENETICA VE
GETAL DEL WEi1zMANN INSTITUTE., HAN COMBROBADO QUE LA AGLU
TININA DE GERMEN DE TRIGO INHIBE EL CRECIMIENTO DE ALGU
NOS HONGOS QUE CONTIENEN QUITINA EN SUS PAREDES CELULA
RES (LA QUITINA ES UN POL{MERO DE N-ACETILGLUCOSAMINA),
POR LO QUE SE SUPONE QUE LA AGLUTININA DE GERMEN DE TRIGO
PROTEGE AL TRIGO FRENTE A HONGOS Y OTROS ORGANISMOS PA
TOGENOS DE LOS VEGETALES QUE CONTIENEN QUITINA, AL ME
NOS DURANTE EL PER{ODO DE LA HIDRATACION INICIAL DE LA
SEMILLA, LA GERMINACION Y EL CRECIMIENTO INICIAL DE LA
JOVEN PLANTA,

QuizA LAS LECTINAS QUE POSEEN UNA ESPECIFICIDAD POR
UN AZUCAR, DISTINTA DE LA DE LA AGLUTININA DE GERMEN DE
TR1GO, INHIBAN EL CRECIMIENTO DE OTROS MICROORGANISMOS
PATOGENOS DE VEGETALES, CUYA SUPERFICIE EXTERNA ESTE
CONSTITUIDA POR POLISACARIDOS CONSTRUIDOS CON UNIDADES
GLUCOSIDICAS DIFERENTES,

LAS LECTINAS NO SOLO AGLUTINAN A LOS GLOBULOS ROJOS
SINO TAMBIEN A OTROS TIPOS DE CELULAS COMO SON LOS LIN
FOCITOS, FIBROBLASTOS (CELULAS PRECURSORAS DEL TEJIDO
CONJUNTIVO), ESPERMATOZOIDES. BACTERIAS Y Honcos (13,14,37),

LA HEMAGLUTINACIGN OCURRE EN LOS GLGBULOS ROJOS DE
VARIAS ESPECIES DE ANIMALES:RATAS, RATONES, POLLOS. CUAN
DO SE LES PROPORCIONAN LEGUMINOSAS CRUDAS EN GRANDES
CANTIDADES SE PRODUCE LA MUERTE EN ESTOS ANIMALES, SU
ACCION POSIBLEMENTE ESTE RELACIONADA CON LA ABSORCIGN
INTESTINAL, PUES AL PARECER, LAS HEMAGLUTININAS SE COM
BINAN CON LAS CELULAS EXTERNAS DE LA PARED INTESTINAL
IMPIDIENDO DE ESTA FORMA LA ABSORCION (17,25,25), EL
PURIFICAR UNA LECTINA PERMITE UTILIZARLA COMO HERRAMIENTA
PARA CONOCER MAS SOBRE LOS MECANISMOS DE ACCION DE ESTAS
SUSTANCIAS QUE DE MANERA CONSTANTE SE ENCUENTRAN EN EL
GENERO PHASEOLUS.

TAMBIEN POR MEDIO DE LAS LECTINAS SE PUEDE LLEVAR
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A CABO LA DETERMINACIGN DEL GRUPO SANGUINEO, POR LA AL
TA ESPECIFICIDAD DE EsTAas (7,29,58).

CUALQUIERA QUE SEA EL PAPEL DE LAS LECTINAS EN LA
NATURALEZA, NO HAY DUDA DE QUE SEGUIRAN APORTANDO UNA
AYUDA IMPORTANTE EN EL PROCESO DE CARTOGRAF{A DEL COM
PLEJO PAISAJE DE LAS SUPERFICIES CELULARES, EN EL ESCLA
RECIMIENTO DEL PAPEL DE LOS AZUCARES SUPERFICIALES EN
EL COMPORTAMIENTO Y EL CRECIMIENTO CELULARES Y, POR TAN
TO, EN LA PROFUNDIZACION DE NUESTRA COMPRESIGN DE LA
BIOLOGfA DE LAS CELULAS MALIGNAS Y NORMALES (10,13,14,37).

AGLUTINACION: SE DEFINE COMO AGLUTINACION LA REACCION
ANTI{GENO-ANTICUERPO EN LA CUAL UN ANTIGENO SOLIDO 0 EN '
PART{CULAS FORMA UN CRISTAL CON UN ANTICUERPO SOLUBLE.

EN LA AGLUTINACION INVERTIDA EL ANTICUERPO ESTA INSER
TADO A LA PARTICULA SOLIDA Y ES AGLUTINADO POR UN ANT{
GENO INSOLUBLE., VER F16G.0,

EsTA SE DIVIDE EN DOS TIPOS:

- AGLUTINACION DIRECTA:AGLUTINACIGN DE ERITROCITOS, MI
CROORGANISMOS U OTRAS PARTICULAS DIRECTAMENTE PQR EL
ANTICUERPO DEL SUERO. EN LA TECNICA DIRECTA SIMPLE, UN
ANTIGENO CELULAR O DE PARTICULAS INSOLUBLES ES AGLUTINADO
DIRECTAMENTE POR EL ANTICUERPO. UN EJEMPLO ES LA AGLU
TINACION DE LOS ERITROCITOS DEL GRUPO A POR EL ANTISUERO
ANTI-A,

- AGLUTINACIGN INDIRECTA O PASIVA:LA AGLUTINACIGN DE PAR
T{CULAS O DE ERITROCITOS A LOS QUE SE LES HA FIJADO UN
ANTIGENO POR MEDIOS QUIMICOS. SE REFIERE A LA AGLUTINA



16

CION DE LAS CELULAS RECUBIERTAS DE ANT{GENO O A LAS
PART[CULAS INERTES QUE SON PORTADORAS PASIVAS DE ANTI
GENOS SOLUBLES. POR EJEMPLO:LA AGLUTINACION DE ERITROCI
T0s RECUBIERTOS DE D N A, PARA LA IDENTIFICACIGN DE LOS
ANTICUERPOS ANTI-D N A,

LLAS REACCIONES DE AGLUTINACIGN Y DE PRECIPITACION
SON LA BASE DE LA MAYOR PARTE DE LAS TECNICAS COMUNMEN
TE EMPLEADAS EN EL LABORATORIO DE INMUNOLOGIA, LAS VEN
TAJAS IMPORTANTES DE LAS REACCIONES DE AGLUTINACIGN SON
SU ALTO GRADO DE SENSIBILIDAD Y ENORME VARIEDAD DE SUBS
TANCIAS IDENTIFICABLES A TRAVES DEL USO DE PARTICULAS
QUE ESTAN RECUBIERTAS POR ANT{GENO O POR ANTICUERPO,

LAS PRUEBAS DE AGLUTINACION PUEDEN SER EJECUTADAS
EN TUBOS DE ENSAYO O EN PLACAS DE MICROTITULACION (12),

INMUNOHEMATOLOG{A DE_LOS HEMATIES:

Los ANTIGENOS DE LOS HEMATIES SON ESTRUCTURAS QuUI
MICAS QUE PROPORCIONAN PROPIEDADES ESPEC{FICAS A SU
SUPERFICIE Y QUE HASTA AHORA SOLO PUEDEN DETECTARSE POR
LA REACTIVIDAD DE LOS HEMATIES CON ANTICUERPOS QUE CO
RRESPONDEN A ESTOS ANT{GENOS (ANTICUERPOS HOMOL 0GOS ) ,
LA MAYOR{A DE ESTAS REACCIONES ANT{GENO-ANTICUERPO 1M
PLICAN LA AGLUTINACIGN DE LOS HEMATIES:POR ESO, LOS
ANTICUERPOS SE SUELEN DENOMINAR HEMAGLUTININAS Y LOS
ANTIGENOS, HEMAGLUTINOGENOS,

SON 1SOAGLUTINGGENOS E ISOAGLUTININAS, RESPECTIVA
MENTE., LOS ANTIGENOS Y ANTICUERPOS QUE DIFERENCIAN LOS
GLOBULOS ROJOS DE UNOS INDIVIDUOS DE LOS DE OTROS DE
LA MISMA ESPECIE,LAS HETEROAGLUTININAS SON ANTICUERPOS
QUE REACCIONAN CON ANT{GENOS DE HEMAT{ES DE UNA ESPECIE
DISTINTA,
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GRUPOS SANGU{NEOS:

LA SUPERFICIE DE LOS ERITROCITOS CONTIENE GRAN NU
MERO DE DETERMINANTES ANTIGENICOS., LOS CUALES SON PRO
DUCTOS DIRECTOS O INDIRECTOS DE LOS GENES, ESTOS DETER
MINANTES ANTIGENICOS ESTAN CLASIFICADOS EN GRUPOS SAN
GUINEOS. DENTRO DE CADA SISTEMA DE GRUPOS SANGU{NEOS.
LOS ANTIGENOS SON HEREDADOS AL PARECER COMO PRODUCTOS
DE UN GEN SENCILLO O DE UN CONJUNTO DE GENES ESTRECHA
MENTE t16ADOS (12),

Grupo ABO(ANTTGENOS ABO): (12).

En 1901, LANDSTEINER PUBLICO SU OBSERVACION ACERCA
DE UN PATRON CONSISTENTE EN LA AGLUTINACIGN DE LOS ERL
TROCITOS HUMANOS POR OTROS SUEROS TAMBIEN HUMANOS.,

LAS CELULAS DE PERSONAS DEL GRUPO A ERAN AGLUTINA
DAS POR EL SUERO DE INDIVIDUOS DEL GRUPO B ., Y VICEVERSA,

EN cAMBIO, LAS CELULAS DE OTROS INDIVIDUOS DE GRUPO
0 NO ERAN AGLUTINADAS POR NINGUN SUERO. ESTAS PERSONAS
TENTAN ANTICUERPOS TANTO A coMo B. Poco TIEMPO DESPUES
DEL DESCUBRIMIENTO ORIGINAL DE LANDSTEINER SE ENCONTRG
EL CUARTO GRUPO, EL AB, SIN ANTICUERPO PARA LOS OTROS
ERITROCITOS HUMANOS.

A v B sON ANTIGENOS CONSTITUIDOS POR CARBOHIDRATOS,
LA ESPECIFICIDAD ANTIGENICA ESTA EN LOS AZUCARES TERMI
NALES DE UN OL1G0SACARIDO, CUANDO EL OLIGOSACARIDO SE
UNE A LA ESFINGOMIELINA, FORMA UNA PARTE ESENCIAL DE
LA MEMBRANA CELULAR, LAS CADENAS DE LOS CARBOHIDRATOS
A Y B TAMBIEN PUEDEN APARECER EN LOS L{QUIDOS CORPORA
LES EN UNA FORMA SOLUBLE ADHERIDA A UN POLIPEPTIDO,

Los AZOCARES QUE FORMAN EL OLIGOSACARIDO PRECURSOR
CON LA MISMA SUBSTANCIA EN A v EN B, Los (LTIMOS TRES
AZUCARES DE ESTA CADENA PRECURSORA LLAMADA SUSTANCIA H
SON: N-ACETIL-GLUCOSAMINA. GALACTOSA Y FUCOSA. EN EL
GRUPO SANGUINEO A ESTA UNIDA UNA N-ACETILGALACTOSAMINA
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A LA GALACTOSA TERMINAL DE LA CADENA PRECURSORA, Y EN
EL GRUPO B ESTA UNIDA OTRA GALACTOSA A LA GALACTOSA TER
MINAL DE LA CADENA PRECURSORA.

EN UNA SERIE DE INVESTIGACIONES FUNDAMENTALES, W.T.J.
MorGan v W.H.,WaTkins EN EL INsTITUTO LiSTER EN LONDRES
DESCUBRIERON QUE EL CARBOHIDRATO DETERMINANTE DE LA SUS
TANCIA DEL GRUPO SANGUINEO B CONSISTIA EN GALACTOSA.

UN AZUCAR SIMPLE CON SEIS ATOMOS DE CARBONO, MIENTRAS
QUE EL GRUPO DETERMINANTE DE LA SUBSTANCIA DEL GRUPO A
CONSISTIA EN N-ACETILGALACTOSAMINA. POR TANTO LA UNICA
DIFERENCIA ENTRE LA SUBSTANCIA DEL GRUPO SANGUINEO A Y
B EN EL HUMANO ERA EL REEMPLAZO DE UN GRUPO OH EN B
POR UN GRUPO CH3C0—NH- EN A,

LAS SUBSTANCIAS DE LOS GRUPOS SANGUINEOS SON GLICQ
PROTEfNAS CON PESOS MOLECULARES CERcanos A 300 000, por
LO TANTO. LA DIFERENCIA ENTRE LOS GRUPOS A Y B AFECTA
S6LO A UNA PARTE MUY PEQUENA DE LA MACROMOLECULA.

EL DESCUBRIMIENTO MUESTRA IMPRESIONANTEMENTE QUE LA
ESPECIFICIDAD DE LAS REACCIONES INMUNITARIAS ESTA DETER
MINADA POR LA ESTRUCTURA DE PEQUENOS GRUPOS SOBRE LA
SUPERFICIE DE LAS MACROMOLECULAS O DE LAS CELULAS. S6LO
ESTOS GRUPOS SUPERFICIALES DEL ANTIGENO PUEDEN REACCIONAR
CON LAS MOLECULAS DE ANTICUERPO.

Los Gruros saNGUINEOS ABO ESTAN DETERMINADOS POR LOS
GENES ALELIcOoS A, By O, ESToS GENES PRODUCEN LAS ENZL
MAS TRANSFERASAS QUE CONJUGAN LOS AZ(UCARES AL CARBOHI
DRATO PRECURSOR, ESTAS TRANSFERASAS SON ESPEC{FICAS PARA
SUS SUSTRATOS: LA TRANSFERASA A PARA LA N-ACETILGALACTD
SAMINA Y LA TRANSFERASA B PAarRa LA GaLAcTOSA, EL GEN O
NO PRODUCE TRANSFERASA QUE PUDIERA MODIFICAR LA SUBSTAN
CIA DEL GRUPO SANGUINEO (12),

LAs PERSONAS DEL GRUPO O SOLO TIENEN LA SUBSTANCIA
PRECURSORA, ES DECIR, EL ANTIGENO H,
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LA CADENA PRECURSORA ES INFLUIDA POR UNA TRANSFERA
SA QUE CONJUGA LA FUCOSA A LA GALACTOSA. ESTA TRANSFERA
SA ES UN PRODUCTO DEL GEN H QUE SE HEREDA EN FORMA IN
DEPENDIENTE DEL SISTEMA ABO,

EL GRUPO SANGUINEO A PUEDE SER SUBDIVIDIDO EN LOS
SUBGRUPOS Aj Y Ao EN BASE AL NUMERO DE SITIOS ANTIGENL
cos A SOBRE EL ERITROCITO.APROXIMADAMENTE EL 80% DE LAS
PERSONAS A Y AB PERTENECEN AL SUBGRUPO Aj, LA ELEVADA
DENSIDAD DEL ANT{GENO SOBRE LOS ERITROCITOS Al SE TRADU
CE EN LA FORMACIGN DE UNA ESPECIFICIDAD ANTIGENICA NUE
VA, PERO RELATIVAMENTE DEBIL., TAL VEZ COMO CONSECUENCIA
DE LA INTERACCION DE DOS OLI1GOSACARIDOS A ESTRECHAMENTE
ADYACENTES: LAS PERSONAS Ay Y EN ESPECIAL LAS A)B PUEDEN
TENER ANTICUERPOS PARA Aj. HAY UNOS CUANTOS SUBTIPOS
DE A QUE TIENEN UNA CANTIDAD MUCHO MENOR DEL COMPUESTO
A QUE LOS ERITROCITOS Aj. LOS ERITROCITOS A3 REACCIONAN
EN FORMA CARACTERISTICA CON UNA AGLUTINACIGN MUY ESCASA
ANTI-A RODEADA POR UN MAYOR NUMERO DE ERITROCITOS AGLU
TINADOS .

Los ERITROCITOS Ay NO SON AGLUTINADOS POR ANTICUER
POS ANTI-A DERIVADOS DE PERSONAS DEL GRUPO B: SIN EMBAR
GO, EL SUERO DE INDIVIDUOS DEL GRUPO 0 PUEDE PRODUCIR
UNA REACCIGN DEBIL. PARA ESTAR EN POSIBILIDAD DE DETECTAR
AL AX Y ALGUNOS OTROS SUBGRUPOS RAROS DE A, LOS LABORA
TORIOS ESPECIALIZADOS EN LA DETERMINACION DE GRUPOS SAN
GUINEOS A MENUDO EMPLEAN EL SUERO 0 (LraMapo anTi1-A.B),
ADEMAS DEL ANTI-A Y EL ANTI-B. FORMAS DEBILES DE A DAN
UN PATRON IRREGULAR EN LA TIPIFICACION SANGUINEA Y ORI
GINAN DIFICULTADES PARA DETERMINAR SU GRUPO.EL GRUPO
B NO SE PUEDE SUBDIVIDIR PERO HAY ALGUNAS FORMAS MUY RARAS
DE B DEBIL,

PUESTO QUE LOS ANTICUERPOS PARA A; SON DEBILES, NO
SIEMPRE SON PRACTICOS PARA LA DIFERENCIACION ENTRE Al
Y Ap. LA DISTINCIGN POR LO GENERAL SE HACE EMPLEANDO
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SUBSTANCIAS LLAMADAS LECTINAS, ESTOS EXTRACTOS DE SEMI
LLAS DE PLANTAS REACCIONAN SELECTIVAMENTE CON ALGUNOS
ANT{GENOS DEL GRUPO SANGUINEO QUE SON CARBOHIDRATOS.

LA LeCTINA DE DoLICHOS BIFLORUS, EN DILUCIGN APROPIADA.,
AGLUTINA SOLO A LAS CELULAS Al (12,30,

CoN FRECUENCIA SE EMPLEA EN FORMA SIMULTANEA CON LA
LECTINA DE ULEX EUROPAEUS, LA CUAL REACCIONA CON LA SUBS
TANCIA H, PUESTO QUE LOS ERITROCITOS Ap ESTAN LLENOS DE
SUSTANCIA H EN COMPOSICIGN CON LOS ERITROCITOS Aj.

LinFociTos: (12),

SE DEFINE COMO LINFOCITO: CELULA MONONUCLEAR DE 7-12 M
DE NUCLEO CON CROMATINA DENSAMENTE EMPAQUETADA Y UN PE
QUENO BORDE DE CITOPLASMA. LOS CUALES SE DIVIDEN EN DOS
TIPOS DE LINFOCITOS LOS CUALES SON:

LinNFocITos T; CELULAS DERIVADAS DEL TIMO QUE PARTI
CIPAN EN DIVERSAS REACCIONES INMUNITARIAS MEDIADAS POR
CELULAS

LinFociTos B; CELULAS ESTRICTAMENTE DERIVADAS DE
LA BOLSA DE FABRICIO EN LAS AVES. Y POR ANALOGIA.
CELULAS EQUIVALENTES A LAS DERIVADAS DE LA BOLSA EN ESPECIES
NO AVIARIAS. LAS CELULAS B SON LAS PRECURSORAS DE LAS
CELULAS PLASMATICAS QUE PRODUCEN ANTICUERPOS,

CéLura LinFoipea (MorroLosia): (12),

EL TERMINO LINFOCITO SE REFIERE A UN TIPO CELULAR
QUE SE PUEDE DEFINIR POR CIERTAS CARACTERISTICAS DE FOR
MA. VISTOS EN EL MICROSCOPIO GPTICO, LOS LINFOCITOS SON
CELULAS OVOIDES DE /-12 M DE DIAMETRO. CONTIENEN CROMA
TINA NUCLEAR DENSAMENTE EMPACADA Y UN PEQUENO BORDE DE
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CITOPLASMA QUE SE TINE DE COLOR PALIDO CON LOS COLORAN
TES DE RoMaNOvsKY., EL CITOPLASMA CONTIENE NUMEROSOS GRA
NULOS AZURGFILOS Y VACUOLAS OCASIONALES. EN LA ZONA DONDE
SE ENCUENTRA LA MAYOR{A DE LOS ORGANELOS CITOPLASMICOS
(zoNA DE GOLGI) EL BORDE CITOPLASMICO ESTA ENGROSADO.
LA MICROCOP{A DE CONTRASTE DE FASES DE LOS LINFOCITOS
VIVIENTES REVELA UN MOVIMIENTO AMIBOIDEO LENTO CARACTE
R{STICO QUE LES DA UN CONTORNO DE “ESPEJO DE MANO”, CoN
LA MICROSCOPIA OPTICA CONVENCIONAL, LAS DOS SUBPOBLACIQ
NES LINFOCITARIAS PRINCIPALES (CEruLAs T v cErLuLas B)
SON INDISTINGUIBLES,

EN CONTRASTE CON EL PEQUERO LINFOCITO, EL BLASTOCITO
TIENE UN NUCLEO QUE SE CARACTERIZA POR EUCROMATINA LAXA,
UN NUCLEO GRANDE Y UN GRAN VOLUMEN CITOPLASMICO QUE CON
TIENE NUMEROSOS POLIRRIBOSOMAS Y UNA ZONA DE GOLGI EX
TENSAMENTE DESARROLLADA., VER Fi6 No.7,

Los BLASTOCITOS SE ENCUENTRAN EN LOS GANGLIOS LIN
FATICOA IN VIVO DESPUES DE LA ESTIMULACION ANTIGENICA,

0 EN CULTIVOS DE LINFOCITOS ESTIMULADOS IN VITRO CON
FITOMITOGENOS.EL BLASTOCITO SE DISTINGUE FACILMENTE EN
LA MICROSCOPIA OPTICA Y MIDE DE 15-30 MICRAS DE DIAME
TRO (12),

“DISTRIBUCIGN DE LOS LINFOCITOS EN DIVERSOS TEJIDOS DEL HOMBRE”,

(12),
% APROX

TEJIDO céLULAsATRO IHiADo CELuLAs B
SANGRE PERIFERICA - 55-75 15-30
MEDULA GSEA <25 275
LINFA , >75 , <25
GANGLI1O LINFATICO 75 25
BAZO 50 50
AMTGDALAS 50 50

TIMO D75 <25
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Mitdeenos: (12,14,30),

VARIOS REACTIVOS ESTIMULAN LOS LINFOCITOS IN VITRO,
INCLUYENDO LAS LECTINAS DE LAS PLANTAS, LOS PRODUCTOS
BACTERIANOS, LAS SUBSTANCIAS POLIMERICAS Y LAS ENZIMAS,
LA TRANSFORMACION MORFOLGGICA OCURRE DESPUES DE LA ES
TIMULACION CON LA FORMACIGON DE BLASTOS 0 EN ALGUNOS CA
SOS DE CELULAS PLASMATICAS. LA TRANSFORMACIGN DE LINFO
CITOS TAMBIEN SE PUEDE EVALUAR MIDIENDO EL R N A, EL
D NAoLA SINTESIS PROTEfCA., LA ESPECIFICIDAD DE DIVER
SAS SUBSTANCIAS MITOGENICAS PARA LOS LINFOCITOS T v B
HUMANOS Y MURINOS SE ILUSTRA EN EL CUADRO:

“SELECTIVIDAD DE MITOGENOS LINFOCITARIOS PARA CéLULASéTfY“B"1(12).

F1ToMIT6GENOS (LECTINAS) HOMBRE f RATON

T B T B
FiToRemaGLUTININA(PHA) + ? + -
ConcanavaLina A (Con A) + - + -
HABICHUELA (WAX BEAN) 4+ - N.E
MiT66ENO DE LA FiToLaca (PWM) + + + 4
FiToHEMAGLUTININA,PWM,Con A InsoLuBLE  + + 4
PRoODUCTOS BACTERIANOS
LipopoLisAacArRIDO (LPS) - - -+
TUBERCULINA AGREGADA " CUNGE = 4

DiVERSOS

-0

SUEROS ANTIINMUNOGLOBUL INAS - + -
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(CONT INUA)

DEXTRAN-POLIVINIL PIRROLIDONA N.E , - +
TRIPSINA N.E - +
EsTiMULD . . POR MITGGENOS: (12,14),

NUMEROSAS LECTINAS VEGETALES Y OTRAS SUBSTANCIAS
HAN SIDO EMPLEADAS EN LA EVALUACION DE LA FUNCION DE LOS
LINFOCITOS HUMANOS, EN CONTRASTE CON LOS ESTUDIOS EFEC
TUADOS EN RATONES. NO HAY EVIDENCIAS INCONTROVERTIBLES
DE QUE LOS LINFOCITOS T 6 B SEAN ACTIVADOS SELECTIVAMENTE
POR MITOGENOS INESPECIFICOS,

"MITGGENOS INESPECIFICOS QUE ACTIVAN LOS LINFOCITOS HUMANOS” (12).

ESPECIFIDAD

MITOGENO FUENTE BIOL, ~ RELATVA
F1TOHEMAGLUTININA PHASEOLUS . VULGARI S CEL.T
CONCANAVALINA A CONCAVALIA.ENSIFORMIS CEL.T
GLOBUL INA ANTITIMOCITICA ANT ISUERO .HETERGLOGO CEL,T
ProT.A DE STAPHYLOCOCCUS STAPHYLOCOCCUS . AUREUS cEéL.B?

(cepa COWANI) CEL,T
MiToGcEno DE LA FiToLACA PHYTOLAZA, AMERICANA CELBvY T
ESTREPTOMICINA S EsTrREPTOCOCOS DEL GPO,A
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TRANSFORMACIGN DE CELULAS T Y DE CELULAS B:

AUNQUE LAS POBLACIONES DE LINFOCITOS ESTAN CLiNICA
MENTE RESTRINGIDAS TANTO EN RELACION CON EL RECONOCIMIEN
TO ANTIGENICO COMO CON SUS RESPECTIVAS RESPUESTAS SUB
SIGUIENTES, EXISTEN NUMEROSOS MITGGENOS POLICLONALES
QUE PUEDEN ACTIVAR GRANDES SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS.
ESTE FENGMENO ES DIGNO DE CONSIDERARSE POR CIERTOS FAC
TORES INESPECIFICOS QUE REEMPLAZAN A LAS CELULAS T, PO
DR{AN HABILITARSE CON MITGGENOS DE LAS CELULAS B,

LA LECTINA DE LA HABICHUELA, LA CONCANAVALINA A,

SE ENLAZAN CON LAS GLICOPROTE{NAS QUE CONTIENEN RESIDUOS
DE ALFA-MANGSIDO O DE BETA-GLUCOSIDO Y ESTIMULA TODAS
LAS CELULAS T MURINAS A SINTETIZAR D N A, A DIVIDIRSE

Y A LIBERAR SUBSTANCIAS QUE PUEDEM REEMPLAZAR INESPECI
FICAMENTE A LAS CELULAS T EN ALGUNAS RESPUESTAS INMUNI
TARIAS,

ESTA MOLECULA PERMITE UNA DISTINCION ENTRE LAS CELU
LAS T v LAS CELULAS B DEL RATGN PORQUE, A(GN CUANDO AMBOS
TIPOS CELULARES FI1JAN MAS DE 106 MOLECULAS DE CONCANAVA
LINA A POR CELULA, SOLO LAS CELULAS T SON ESTIMULADAS
CUANDO LA LECTINA ESPRESENTADA EN FORMA SOLUBLE, POR
OTRA PARTE,EL LI1POPOLISACARIDO DE LAS BACTERIAS GRAM NE
GATIVAS coMO E.coL1, ESTIMULA LAS CELULAS B MURINAS PERO
NO LAS CELULAS T. MUCHOS POLIANIONES COMO EL SULFATO
DE DEXTRANO Y EL ACIDO POLIADEN{LICO SON MITOGENOS PARA
LOS LINFOCITOS B MURINOS,

LAs CELULAS T PODR{AN SER REFRACTARIAS AL ESTIMULO
CON POLIANIONES PORQUE CONTIENEN UN NUMERO RELATIVAMENTE
GRANDE DE GRUPOS CON CARGA ELECTRICA NEGATIVA,COMO EL
ACIDO S1ALICO, SOBRE SU SUPERFICIE. UN EFECTO INTERESANTE
DE DOSIS SE PRESENTA EN LA MITOGENESIS POR EL LIPOPOLI
SACARIDO: LAS DOSIS BAJAS DEL MITOGENO GENERAN LA FORMA
CIGN DEL ANTICUERPO ESPEC{FICO, PERO LAS ALTAS DOSIS
ACTIVAN LA MAYORIA DE LAS CELULAS,
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OTROS MITGGENOS COMO LA FITOHEMAGLUTININA (PHA) oB
TENIDA DEL FRIJOL ROJO PHASEOLUS VULGARIS, ESTIMULA S§
LO LAS SUBPOBLACIONES DE LAS cELuLas T 6 B (12,13,14,22,52),

EN EL RATON, LA PHA ESTIMULA UNA SUNPOBLACION DE CE
LuLAas T Y NO ESTIMULA LAS CELULAS B, SIN EMBARGO. LA
SITUACION coN LA PHA NO ES TAN CLARA EN EL HUMANO, POR
QUE LAS CELULAS T, Y PROBABLEMENTE LAS CELULAS B, SEAN
ESTIMULADAS, LA ACTIVACION DE LAS CELULAS B PODRTA SER
INDIRECTA, PUES LAS CELULAS T DE UNA POBLACION MIXTA
PODRIAN SER ESTIMULADAS POR EL MITGGENO Y SINTETIZAR.
EN CONSECUENCIA, ALGUN FACTOR QUE INICIARA LA DIVISIGN
DE LAS CELULAS B, EL MITOGENO DE LA FITOLACA PHYTOLACCA
AMERICANA ESTIMULA TAMBIEN LAS CELULAS B Y UN SUBCONJUN
TO DE CELULAS T DEL HUMANO Y DEL RATON,

AcTIvACION DE LOS LINFocITOs: (12,14),

LA ACTIVACIGN O ESTIMULO DE LOS LINFOCITOS SE
REFIERE A UNA CORRELACIGN IN VITRO DE ALGUN PROCESO
IN _VIVO QUE REGULARMENTE OCURRE CUANDO EL ANTIGENO REAC
CIONA DE MANERA REC{PROCA CON LINFOCITO ESPECIFICAMENTE
SENSIBIL1ZADOS EN EL HUESPED,

LA TRANSFORMACION LINFOCITARIA ES UNA EXPRESION CASI
SINGNIMA USADA POR NoweL EN 1960 Y POSTERIORMENTE POR
HIRSCHHORN Y OTROS., PARA DESCRIBIR LOS CAMBIOS MORFOLG
G1COS QUE RESULTABAN CUANDO LOS LINFOCITOS PEQUENOS EN
REPOSO ERAN TRANSFORMADOS EN LINFOBLASTOS AL SER EXPUES
TOS AL MITGGENO FITOHEMAGLUTININA (PHA), LA BLASTOGENESIS
SE REFIERE AL PROCESO DE FORMACIGN DE CELULAS PIRONINO
FILICAS SEMEJANTES A BLASTOS, EN CULTIVOS DE LINFOCITOS,
ESTIMULADOS POR ANT{GENOS O MITGGENOS INESPECIFICOS.
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LA ACTIVACION LINFOCITARIA ES UNA TECNICA IN VITRO
COMUNMENTE EMPLEADA PARA EVALUAR LA INMUNIDAD CELULAR
EN LOS ENFERMOS CON INMUNODEFICIENCIA, AUTOINMUNIDAD,
ENFERMEDAD INFECCIOSA Y CANCER.

EsTOS EVENTOS INCLUYEN FENGMENOS RELACIONADOS CON
LA MEMBRANA COMO EL AUMENTO DE SINTESIS DE LOS FOSFOL[
PIDOS, AUMENTO DE LA PERMEABILIDAD A LOS CATIONES DIVA
LENTES, ACTIVACION DE LA ADENILATO CICLASA Y ELEVACION
RESULTANTE DEL AMPc INTRACELULAR, LA S{NTESIS DE LAS
PROTE{NAS, DEL R N.A v FINALMENTE DEL D.N A, OCURRE
POCO TIEMPO DESPUES. EN ESTE GLTIMO FENGMENO, EL AUMEN
70 DE LA SiNTESIS DE D N A, EL QUE FINALMENTE DA POR
RESULTADOS LA DIVISION CELULAR Y CONSTITUYE LA BASE PARA
LOS ANALISIS CLINICOS MAS PERTINENTES PARA LA ACTIVACIGN
LINFOCITARIA (36,38),
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EN LA FIGURA No.l SE REPRESENTA EN FORMA ESQUEMATICA,
SEIS MONOSACARIDOS O UNIDADES GLUCOSIDICAS, QUE SE EN
CUENTRAN CORRIENTEMENTE EN LAS MEMBRANAS EXTERNAS DE
LAS CELULAS ANIMALES, ESTAN REPRESENTADAS AQU[, A PARTIR
DE LA LGUCOSA EL ORGANISMO PUEDE SINTETIZAR ESTOS SEIS
AZUCARES. SU ESTRUCTURA CENTRAL ES LA DEL ANILLO PIRANO
SA, DE CINCO ATOMOS DE CARBONO, AL QUE SE UNEN GRUPOS
HIDROXILO (OH), D v L INDICAN LA ORIENTACION ESPACIAL (34),
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Fiaura No.2

En tA FIGURA NO.2 SE MUESTRA QUE LA AGLUTINACIGN
ES EL RESULTADO DE UNIONES [NTERCELULARES PROVOCADAS
POR LECTINAS(GRIS OSCURO) QUE SE UNEN A RECEPTORES ESPE
CIFICOS: LAS UNIDADES GLUCOSTDICAS DE OLIGOSACARIDOS
QUE SOBRESALEN DE LA SUPERFICIE CELULAR (1ZQUIERDA). LA
AGLUTINACIGN SE INHIBE O SE IMPIDE SI A LA SUPERFICIE
DE LAS CELULAS SE ANADE EL MONOSACARIDO RESPONSABLE DE
LA UNIGN, YA QUE OCUPA LOS LADOS DE UNION DE LAS LECTL
Nas (DERECHA),(12),
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Freura No.3
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En LA F1GURA NO.3 SE MUESTRA QUE LA MEMBRANA CELULAR
ES UN ENSAMBLAJE DE LIPIDOS Y PROTE(NAS, EL ARMAZON ESTRUC
TURAL LO CONSTITUYE UNA DOBLE CAPA DE MOLECULAS LIPIDICAS,
CADA UNA DE LAS CUALES PRESENTA UNA CABEZA HIDROSOLUBLE Y
UNA DOBLE COLA HIDRGFOBA.LAS MOLECULAS DE PROTEfNA SE APOYAN
SOBRE LA SUPERFICIE DE LA DOBLE CAPA O SE HALLAN EN SU SENO,

ALGUNAS DE LAS PROTE{NAS SON GLUCOPROTE{NAS. CON CADENAS
RAMIFICADAS DE UNIDADES GLUCOSIDICAS{DE COLOR OSCURO) A LAS
QUE PUEDEN UNIRSE DETERMINADAS LECTINAS.EN GENERAL, ALGUNOS
DE LOS L{PIDOS DE LA MEMBRANA SON GLUCOLIPIDOS(NO SE PRESEN

TAN AQU{), Y EN TAL CASO SUS CADENAS DE AZUCAR, QUE SOBRE
SALEN DE LA MEMBRANA,PARTICIPAN EN LA UNIGN CON LAS LECTINAS (12,31),
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Ficura No.4

En LA F16URA No.4 SE ENCUENTRA REPRESENTADA: LA AGLUTI
NA CIGN SELECTIVA DE LAS CELULAS TRANSFORMADAS PARECE
DEBERSE A UNA MAYOR DENSIDAD LOCAL DE LECTINAS EN LA SUPER
FICIE DE DICHAS CELULAS,

EN LAS CELULAS TRANSFORMADAS, LOS RECEPTORES DE LECTINAS
SE ENCUENTRAN MAS CERCA UNOS DE OTROS:AS{ SE PUEDE FORMAR UN
MAYOR NUMERO DE PUENTES CRUZADOS EN UN AREA. LAS PRUEBAS
DE LA REDISTRIBUCION DE LAS UNIDAS SON DE MICROGRAF{AS DE
MOLECULAS MARCADAS (12),



0s0d3¥  3d

(VO1L0L1W 3SVd ) 0
SYAILIY SvInI3d ad oquﬁu YOILOLIWYIANT 3SV4
L R "
( SISQLIW )
W

(VO1LQL1W3Yg 3svd) Cg

v
3

(0S0d3y 3q 3svd4 ) 0f

(VN(
30 SISIINIS V1

(Y N Q 30 SIS3IUNIS) § 30 s3LNY 3sv4) [

*UYINTI) 0TI, 13 VHLSINW 3S “GON VANOl

A9



33

Ficura No.b

A, POSIBLE DISPOSICION DE LOS ERITROCITOS(CIRCULOS NEGROS)
0 DE CUALQUIER OTRO ANTIGENO EN PART{CULAS CON EL ANTICUER
po(GVALOS) EN CONDICIONES DE EXCESO DE ANTICUERPO (12),

B, AGLUTINACION MAXIMA,

C. Exceso be ANT{GENO,
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Freura No.7

"REPRESENTACION DIAGRAMATICA DEL LINFOBLASTO (12),”

/
PoL IRR1BOSOMAS
Liripo N 7 X\
A7, /s 2 t GoLGI
M1ToCONDRIA—- /L b,":i‘\
EUCROMAT INA S HEDCCO TR CLEOLONEMAS
LA T VA NUCLEOLOS
LISOSOMA

RETfcuLO ENDOPLASMICO
GRANULOSO,
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CAPITULO II1
PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL Y METODOS

MATERIAL :

EL MATERIAL BIOLGGICO PARA EL ESTUDIO FUERON TRES
ESPECIES DE PHASEOLUS QUE SE INDICAN A CONTINUACIGN®

- 3006. DE SEMILLA DE FRIJOL PHASEOLUS.COCCINEUS,
VARIEDAD AYOCOTE OBTENIDOS DE UN MERCADO SOBRE RUEDAS
EN LA cIupAD DE México, D.F.

- 3006, DE SEMILLA DE FRIJOL PHASEOLUS.LUNATUS.
INTA-CIAT-328-1,

- 3006, DE SEMILLA DE FRIJOL PHASEOLUS.VULGARIS.,VA
RIEDAD CanAr1O 107,

LAs DOS ULTIMAS MUESTRAS FUERON PROPORCIONADAS POR
EL InsTITUTO NACionAL DE INvesTiGaciones AGrfcoras (INIA)
A TRAVES DEL Dr.Francisco.CARDENAS. JEFE DEL DEPARTAMEN
To DE GENETICA,
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METODOS:
A.-EXTRACCION DE LECTINAS A PARTIR DE LAS DIVERSAS

ESPECIES DE FRIJOL.

1) OBTENCIGN DEL EXTRACTO CRUDO DE PHASEOLUS,

LAS SEMILLAS QUEBRADAS PARCIALMENTE EN UN MORTERO
SE MOLIERON EN UN MOLINO ARTHUR THOMAS DE LABORATORIO
USANDO LA MALLA #40,

PESAR UN GRAMO DE FRIJOL MoLIDO ANADIR 10 ML DE soLy
CIGN SALINA ISOTGNICA,AGITAR DURANTE DOS HORAS CON MAG
NETO, CENTRIFUGAR DURANTE 10 minuTos A 2 500 R.P.M, SE
PARAR EL SOBRENADANTE Y EN EL SOBRENADANTE EFECTUAR LAS
DETERMINACIONES DE PROTE{NA Y ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE,

A ESTA FRACCION SE LE LLAMARA "EXTRACTO CRUDO”

2) EXTRACCION DE LECTINAS,

SE PESAN 40G. DEL POLVO DE FRIJOL Y SE LE AGREGA
160 M. pe NACL AL 5%, COLOCANDOSE ESTO EN UN VASO DE
PRECIPITADO SE AJUSTA A PH 2 con HCL conC. PARA NO ALTE
RAR EL VOLUMEN INICIAL, ESTA MEZCLA SE AGITA DURANTE D0S
HORAS EN UN AGITADOR MAGNETICO(COLOCAR ENTRE EL VASO
DE PRECIPITADO Y LA PLANCHA MAGNETICA UNA TAPA DE CAJA
PETRI PARA FORMAR UNA CAMARA DE AIRE Y EVITAR QUE SE
CALIENTE LA MUESTRA), TRANSCURRIDO ESTE TIEMPO SE CEN
TRIFUGA DURANTE 20 MinuTos A 30 0006 EN ULTRACENTRIFUGA.
SE SEPARA EL SOBRENADANTE Y SE MIDE EN UNA PROBETA
PARA CALCULAR LA CANTIDAD DE SULFATO DE AMONIO NECESARIO
PARA PRECIPITAR Y SE TRASLADA A UN MATRAZ ERLENMEYER
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(GUARDAR EN EL CONGELADOR UNA ALICUOTA DE ESTE SOBRENA
DANTE EL CUAL SE DENOMINA "EXTRACTO CRUDO”)., EL SOBRE
NADANTE RESTANTE SE LE AGREGA SULFATO DE AMonIo AL 60Z.
CON LA FINALIDAD DE PRECIPITAR LAS PROTE {NAS PRESENTES.
EL MATRAZ SE TAPA Y SE GUARDA EN EL REFRIGERADOR DURANTE
TODA LA NOCHE. AL DfA SIGUIENTE SE CENTRIFUGA DURANTE

20 minuTos A 20 0006 EN ULTRACENTRIFUGA, SE DESECHA EL
SOBRENADANTE (GUARDAR UNA AL{CUOTA DE ESTE SOBRENADANTE
EN EL CONGELADOR AL CUAL SE DENOMINA “SOBRENADANTE 1”)
PARA DETERMINAR PROTEINAS POSTERIORMENTE. EL BOTON SE
RESUSPENDE EN UN MINIMO DE AGUA DESTILADA, SE COLOCA

EN UNA MEMBRANA DE CELOFAN PARA DIALIZAR, SE HACEN DE

4 A 5 CAMBIOS DE AGUA DE LA LLAVE,LA DIALISIS SE ACELE
RA MEDIANTE AGITACIGN, POR LO QUE SE COLOCAN LAS BOLSAS
DE DIALISIS EN MATRACES DE GRAN CAPACIDAD Y EN AGITACION
POR MEDIO DE UN MAGNETO, LOS ULTIMOS CAMBIOS DE AGUA

SE LLEVAN A CABO CON AGUA DESTILADA, LOS CAMBIOS SE HA
CEN CADA HORA APROXIMADAMENTE,

AL TERMINAR LA DIALISIS, EL CONTENIDO DE LAS MEMBRA
NAS SE CENTRIFUGA DURANTE 30 MiINuTOos A 2 500 R.P.M.. EL
BOTON SE DESECHA Y EL SOBRENADANTE SE TRANSFIERE A UN
MATRAZ KITASATO, QUE SE TAPA CON TAPGN DE HULE Y SE SELLA
CON PAPEL PARAFILM, ESTA MUESTRA SE CRISTALIZA CON HIELO
SECO Y ACETONA EN FORMA DE PEL{CULA EN TODO EL MATRAZ
PARA FACILITAR LA LIOFILIZACION DE DICHA MUESTRA. LA
LIOFILIZACION DURA APROXIMADAMENTE 24 HORAS.

LA MUESTRA YA LIOFILIZADA SE SACA DEL MATRAZ, RAS
PANDO PERFECTAMENTE LAS PAREDES DEL MATRAZ CON UNA ES
PATULA Y LA MUESTRA SE COLOCA EN UN FRASCO DE VIDRIO
PERFECTAMENTE LIMPIO Y SECO DE PESO CONOCIDO, SE COLOCA
EN UN DESECADOR AL VACIO AH{ SE QUEDA LA MUESTRA DURANTE
24 HORAS Y EN EL CUARTO FRIO PARA ASEGURAR QUE LA MUES
TRA QUEDE PERFECTAMENTE SECA, TRANSCURRIDO ESTE TIEMPO
SE SACA EL FRASCO QUE CONTIENE LA MUESTRA DEL DESECADOR
Y SE PESA EN LA BALANZA ANALITICA v AS{ SE OBTIENE LA
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CANTIDAD DE MUESTRA OBTENIDA, ESTE FRAScO SE TAPA, SE
GUARDA EN EL DESECADOR EL CUAL SE GUARDA EN EL CONGELA
DOR,

CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

B.- SEPARACION CROMATOGRAFICA DE LAS LECTINAS (17.31).

FUE DESARROLLADO INICIALMENTE POR W.Coun (PARA AMI
NOACIDOS), EN ESTE METODO LAS MOLECULAS DE SOLUTO SE
SEPARAN BASANDOSE EN LAS DIFERENCIAS DE COMPORTAMIENTO
ACIDO-BASE. PARA ESTE PROCESO LA COLUMNA SE LLENA CON
UNA RESINA SINTETICA QUE CONTIENE GRUPOS CARGADOS FIJOS.
A MEDIDA QUE SE VARIA EL PH 0 LA CONCENTRACIGN DE NaCL
DEL MEDIO ELUYENTE ACUOSO, LAS PROTE{NAS DESCIENDEN EN
LA COLUMNA A VELOCIDADES DIFERENTES DEPENDIENDO DE LA
FUERZA CON QUE SE HAN UNIDO A LA RESINA Y PUEDEN RECO
GERSE EN MUCHAS FRACCIONES PEQUENAS,

Los MISMOS PRINCIPIOS BASICOS QUE HACEN POSIBLES
LA SEPARACION Y EL ANALISIS DE LAS MEZCLAS DE AMINOACI
DOS O DE PEPTIDOS MEDIANTE COLUMNAS DE RESINAS DE INTER
CAMBIO 1GNICO FUERON APLICADOS POR VEZ PRIMERA A LA SE
PARACION DE MEZCLAS DE PROTEfNAS POR H.SoHER Y E.PETERSON
EN LoS EsTapos UNiDOS EN LA DEcADA DE Los Afos 50. Los
MATERIALES MAS CORRIENTEMENTE USADOS PARA LA CROMATOGRA
F{A DE PROTEINAS SON DERIVADOS SINTETICOS DE LA CELULOSA.
LA RESINA DENOMINADA DIETILAMINOETIL CELULOSA (DEAE-cCELULOSA)
CONTIENE GRUPOS CARGADOS POSITIVAMENTE A PH 7.0 v PoR
LO TANTO €S UN INTERCAMBIADOR ANIGNICO.,
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PARTICULA DE DIETILAMINOETIL-CELULOSA
( INTERCAMBIADOR ANIéNlcq )

CHB"CHZ\\ PART{CULA
NH-CHZ'CHZ-O DE
CH3-CH2’/ CELULOSA

CADA PARTICULA DE CELULOSA CONTIENE UN GRAN NUMERO
DE GRUPOS INTERCAMBIADORES DE IONES, QUE SE HALLAN UNI
DOS COVALENTEMENTE A LOS GRUPOS HIDROXILO DE LA CELULOSA.

SE CONSIGUE LA RESOLUCION DE LAS MEZCLAS DE PROTE]
NAS Y LA ELUCION SUCESIVA DE LOS COMPONENTES INDIVIDUALES
DE LAS COLUMNAS DE DEAE-CELULOSA, HACIENDO PASAR UNA
SERIE DE DISOLUCIONES SALINAS DE FUERZA IONICA CRECIENTE.
LAS CUALES PROVOCAN EL EFECTO DE DISMINUR LAS UNIONES
DE LAS PROTE{NAS ANIGNICAS, LA COMPOSICION DE LA DISOLU
CION ELUYENTE, PUEDE VARIAR POCO A POCO Y DE MODO CON
TINUO DURANTE LA CROMATOGRAF {A: ESTE PROCESO SE LLAMA
ELUCION DE GRADIENTE,

Los GRADIENTES UTILIZADOS PARA ESTE OBJETO PUEDEN
VARIAR LINEALMENTE CON EL VOLUMEN DE DISOLUCIGN ELUYENTE
0 VARIAR EN ALGUNA OTRA RELACIOGN MEDIANTE EL EMPLEO DE
SISTEMAS CAPACES DE MEZCLAR L{QUIDOS EN PROPORCIONES
VARIABLES,

LA CONCENTRACIGN DE PROTE(NA EN EL ELUIDO, QUE SE
RECOGE EN FRACCIONES PEQUENAS, SE VALORA OPTICAMENTE
POR SU CAPACIDAD DE ABSORBER LA LUZ EN LA REGION DEL
ULTRAVIOLETA,

PUESTO QUE MUCHAS PROTE[NAS CONTIENEN RESTOS DE TIROQ
SINA. LAS MEDIDAS DE ABSORCIGN DE LA LUZ A 280 NM. EN
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UN ESPECTOFOTOMETRO CONSTITUYEN UN MEDIO CONVENIENTE
Y EXTREMADAMENTE RAPIDO DE DETERMINAR EL CONTENIDO EN
PROTENA DE UNA DISOLUCION.

1) ACTIVACIGN Y MONTAJE DE LA COLUMNA,.

SE emMPLEG DEAE-CELULOSA (PHARMACIA) SE HIDRATA CON
AGUA DESTILADA Y SE PROCEDE A ACTIVARLA, LO CUAL CONSIS
TE EN HACER LAVADOS CON DIVERSAS SOLUCIONES LOS CUALES
SE REALI1ZAN DE LA SIGUIENTE MANERA SE coLocA LA DEAE-
CELULOSA EN UN EMBUDO DE FILTRACIGN RAPIDA DE TALLO COR
TO, EL CUAL CONTIENE PAPEL FILTRO DE PORO ABIERTO Y PA
RA RECIBIR EL FILTRADO SE COLOCA UN MATRAZ ERLENMEYER
DE 2 000 ML, AL HACER PASAR LAS SOLUCIONES PARA ACTIVAR
LA CELULOSA SE AGITA CON CUIDADO., CON UN AGITADOR DE
VIDRIO, PARA QUE TODA LA DEAE-CELULOSA ENTRE EN CONTACTO
MAS FACILMENTE CON LAS SOLUCIONES,

PRIMERAMENTE SE HACE PASAR UNA soLucion peE 0.25N
NaOH-0,25NNaCL APrOX IMADAMENTE uNos 200 ML, HASTA OBTENER
EN EL LTQUIDO FILTRADO UN PH ALCALINO. SE LAVA CON AGUA
_ DESTILADA HASTA QUE DESAPAREZCA EL PH ALcALINO. EN SEGUYL
DA DE ESTO SE HACEN PASAR UNOS 200 ML DE UNA SOLUCION DE
0.25N HCL-0.25N NaCL HAsTA oBTENER PH ACIDO, SE LAVA CON
AGUA DESTILADA HASTA ELIMINAR LA ACIDEZ., DESPUES SE HACE
PASAR UNA SOLUCIGN DE ACETATO DE Aamonio O,1N v por GLTIMO
st PASA 0,0LNDE LA MISMA SOLUCIGN Y AL FINAL SE PASA
SOLUCION BUFFER DE FosFATO DE sopio 0.02M pH 6.8 (17.27),

ESTE PROCEDIMIENTO SE LLEVA A CABO CUANDO ES LA PRI
MERA VEZ QUE SE VA A USAR LA DEAE-ceLuLosA.

POSTERIORMENTE CADA VEZ QUE SE USO LA DEAE-cELuLosA,
SE DEBE DE ACTIVAR DE IGUAL MODO, CON LA DIFERENCIA DE
QUE AL DESEMPACAR LA DEAE-CELULOSA DE LA COLUMNA SE HACE
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PRIMERAMENTE UN LAVADO CON UNA soLucion pe NaCL 1IN, pH 6.8
Y SE PROCEDE A SEGUIR LA METODOLOGiA DESCRITA ANTERIORMENTE.
PERO SE ELIMINAN LOS LAVADOS CON ACETATO DE AmonIo 0.IN 'y
0.01N,

PARA MONTAR LA COLUMNA LA DEAE-CELULOSA EN LA COLUMNA
SE NECESITA QUE ESTA SE ENCUENTRE PERFECTAMENTE LIMPIA
Y ENJUAGADA CON SOLUCION BUFFER DE FOSFATO DE soplo PH 6.,8,0.02M,

LAS DIMENSIONES DE LA COLUMNA DE VIDRIO EMPLEADA
FUErRON (2,0 x 60,0)., PRIMERAMENTE SE COLOCA LANA DE VIDRIO
EN LA COLUMNA Y SE LE AGREGA SOLUCIGN AMORTI!GUADORA DE
FOSFATOS HASTA LA MITAD DE LA CAPACIDAD TOTAL DE LA COLUMNA,
SE VA AGREGANDO LA DEAE-CELULOSA LA CUAL DEBE ESTAR PERFEC
TAMENTE HOMOGENIZADA, SE ABRE LA LLAVE DE LA COLUMNA, PARA
QUE VAYA SALIENDO EL BUFFER POR GOTEO Y SE VAYA ASENTANDO
LA DEAE-CELULOSA HASTA LLENAR LA COLUMNA A LA ALTURA DESEADA.
SE DEBE TENER CUIDADO DE QUE NO SE FORMEN BURBUJAS O SE
FRACCIONE LA DEAE-CELULOSA EMPACADA. YA QUE SI ESTO OCURRE,
DEBERA SACARSE LA DEAE-CELULOSA Y VOLVER A EMPACARLA. LA
DEAE-CELULOSA YA MONTADA DEBE ESTAR CON SUFICIENTE LIQUIDO
PARA QUE LO ANTERIOR NO SUCEDA, PARA QUE SE EMPAQUE PERFEC
TAMENTE, SE LE HACE PASAR UNA SOLUCIGN DE BUFFER POR GOTEO.

C.- COLOCACION DE LA MUESTRA Y RECOLECCION DE FRACCIONES (17.26).

PesAR 50MG, DE MUESTRA LIOFILIZADA Y DISOLVERLA EN
3 ML DE BUFFER HASTA QUE ESTE PERFECTAMENTE DISUELTA Y
SE COLOCA EN LA COLUMNA, QUE SE ENCUENTRA CONECTADA AL
RECOLECTOR DE FRACCIONES, EN EL CUAL SE ENCUENTRAN 180 |
TUBOS cADA 30 TUBOS SE CAMBIA LA SOLUCION QUE SE LES HACE
PASAR: A LOS PRIMEROS 30 TUBOS SE LES HACE PASAR UNA
soLucion De BUFFER 0.02M, PH 6.8 A Los 30 TuBOS SIGUIEN
TES SE LES HACE PASAR UNA soLucion pe NaCL O,1N v asf
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cADA 30 TUBOS SE SAMBIA A LAS SIGUIENTES sorLuciones 0,2N,
0,3N, 0.4N v 0.5N, ESTO SE HACE CON LA FINALIDAD DE IR
SEPARANDO LAS DIFERENTES PROTE[NAS DEBIDO A QUE SE VARTA
LA FUERZA IGNICA: SE AJUSTA EL GOTEO A 60 GOTAS POR TUBO.
CAYENDO DE 20-25 GOTAS POR MINUTO.

Los 180 TuRBOS DEBEN RECOLECTARSE EL MISMO DfA. SE
COLOCAN LOS TUBOS EN GRADILLAS SE TAPAN Y SE GUARDAN EN
EL REFRIGERADOR, PARA PROCEDER A REALIZAR LAS LECTURAS
AL DfA SIGUIENTE O SI ES POSIBLE EL MISMO DA,

SE REALIZAN LAS LECTURAS EN EL ESPECTOFOTOMETRO ZEIS
CON FILTRO ULTRAVIOLETA A 280 NM, SE USAN CELDAS DE CUARZO
COMO BLANCO SE USA EL BUFFER DE FosFATos 0,02M, pH 6.8,

GRAFICAR CADA FRACCIGN CONTRA ABSORBANCIA,

D.-DETERMINACION DE PROTEINA,

DETERMINACIGN DE PROTEfNAS TOTALES: BASADO EN LA FORMACIGN
DE UN coMPLEJO DE Cu, NA v K CON EL REACTIVO DE FOLIN-
CrocaLTeEy (18),

PARA REALIZAR LA CURVA PATRON. SE USA ALBUMINA BOVINA
A UNA CONCENTRACION DE 350 me/mL., EN 10 TUBOS DE ENSAVE
SE COLOCA DE MANERA CRECIENTE LA MUESTRA QuE vA DE 0,1 ML
HAsTA 1,0 ML (PARA LAS MUESTRAS PROBLEMA SE coLocaN 0.5 mL
DE MUESTRA, EXCEPTO DEL EXTRACTO CRUDO Y DEL SOBRENADANTE 1
YA QUE AQUf sE ToMA 0,1 ML DE MUESTRA).
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~ALicuoTas PoR pupLicADO DE 0,1 ML DE MUESTRA EN TUBOS
DE ENSAYE DE 15 ML,

-8 pIrtuve coN 0,9 ML DE AGUA DESTILADA PARA TENER UN
VOLUMEN FINAL DE 1.0 mL,

-S¢ AGREGA 0.9 ML DEL REACTIVO A A CADA TUBO,

~-S¢ 1NcuBA DURANTE. 10 minutos A 50°C v SE DEJA ENFRIAR
DURANTE 12 MINUTOS A TEMPERATURA AMBIENTE,

-3t ARaDE 0.1 ML DEL REACTIVO B Y SE DEJA REPGSAR DURAN
TE 10 MINUTOS A TEMPERATURA AMBIENTE,

-SE ANADEN 3 ML DEL REACTIVO C, SE INCUBA DURANTE 5 MI
NUTOS A 50°C SE AGITAN Y SE DEJAN ENFRIAR A TEMPERATURA
AMBIENTE,

-SE REALIZAN LAS LECTURAS EN UN ESPECTOFOTOMETRO COLEMAN
MobeLo 6-35 A 500 nm,

EL ReacTivo A SE ENCUENTRA FORMADO DE LOS SIGUIENTES
COMPONENTES !

TARTRATO DE so0plo v PoTAs10 (KNaCgH,Op.4H,0) 2.0 6.
CARBONATO DE SODIO ANHIDRO , 100,0 6.
Hipréxipo pe sopio 1M 500 mL,

AFORAR A 1 LITRO CON AGUA DESTILADA,

EL ReAcTivo B SE ENCUENTRA FORMADO DE LOS SIGUIENTES
COMPONENTES:

TARTRATO DE SODIO Y POTASIO(KNAC4H406.4H20) 2.0 6.
SULFATO DE COBRE PENTAHIDRATADO 1.0 6,
~ Hipréxipo pE sobro 1M 10 mL,

AGUA DESTILADA 90 ML,
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EL ReacTivo C:

Reactivo pe FoLin-CiocaLTEu (MeRK,MEx) 1,0 ML,
AGUA DESTILADA 15,0 me,

E,-DETERMINACION DE HEMAGLUTININAS, TECNICA DE JAFFE (26,27),

Se DESFIBRINAN 10 ML DE SANGRE DE LA ESPECIE SELECCIQ
NADA Y SE LAVA POR TRES VECES CON TRES VOLUMENES IGUALES
AL DE LA SANGRE, DE SOLUCIGN SALINA ISOTGNICA, SE CENTRI
FUGA DURANTE 10 MINuTOS A 2 500 R.P.M, ESTO SE REPITE HASTA
OBTENER SOBRENADANTE LIMPIO, ESTO TIENE POR OBJETO ELIM]
NAR ERITROCITOS HEMOLIZADOS Y OTROS COMPONENTES DE LA SAN
GRE QUE NO SEAN ERITROCITOS,

UNA VEZ LAVADA. SE DILUYE AL 4% CON SOLUCIGN SALINA
1s0TGNICA 1:24 mL v s afape 1 ML DE TRIPSINA AL 0,17
POR CADA 9 ML DE SOLUCIGN SALINA I1SOTONICA Y SE INCUBA
A 37°C, DURANTE 60 MInuTOS,

SE LAVA TRES VECES HASTA QUITAR EL EXCESO DE TRIPSINA
Y SE RESUSPENDE EN EL MISMO VOLUMEN ORIGINAL Y SE HACEN
LAS DETERMINACIONES,

MANERA DE EFECTUAR LA REACCIOGN:

SE UTILIZA PARA ESTA DETERMINACION PLACAS Y MICROTL
TULADORES: ApARATO DE MicroO-TITER (Cook ENG.ALEXANDRIA
Vireinia U,S,A),
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CoLOCAR EN CADA P0ZO DE LA MICROPLACA, 0,05 ML DE soLucidn
SALINA ISOTGNICA,EVITANDO QUE ESTA SOLUCION TOQUE LAS
PAREDES DEL P0z0., AGREGAR 0,05 ML DEL EXTRACTO FINAL DE

LA MUESTRA DEL PRIMER POZO, AGITAR Y DE ESTE POZO TOMAR
UNA ALICUOTA Y DILUIR CON EL MICROTITULADOR METALICO DE
0.05 ML, AGITANDO SUCESIVAMENTE EN LOS POZOS SIGUIENTES.
ADICIONAR A CADA UNO DE L0S P0zos 0.05 ML DE LA SUSPENSION
DE ERITROCITOS ACTIVADOS, HOMOGENIZAR CON AYUDA DE UN
AGITADOR , DEJAR REPOSAR 45 A 60 Minutos. CoLocAR
LA MICROPLACA AL TRANSCURRIR EL TIEMPO SENALADO FRENTE A
UNA FUENTE LUMINOSA Y CON UN PALILLO DE MADERA AGITAR.
OBSERVANDO A SIMPLE VISTA S1 SE PRODUCE AGLUTINACION

ANTE UNA AGLUTINACION LA PRUEBA SE CONSIDERA POSITIVA,

A ToDpOS LOS TUBOS CORRESPONDIENTES A LOS PICOS, EXTRAC
TOS, LIOFILIZADOS Y SOBRENADANTE 1 DE CADA ESPECIE DE FRIJOL
SE LES DETERMINOG HEMAGLUTININAS, PRIMERAMENTE CON SANGRE
DE CONEJO, PARA SABER CUALES SON LAS MUESTRAS QUE NOS IN
TERESA SEGUIR ESTUDIANDO, YA QUE LAS MUESTRAS QUE DEN
POSITIVA LA REACCIGN CON LOS ERITROCITOS DE CONEJO QUE
SON MAS INESPECIFICOS INDICAN QUE TIENEN CAPACIDAD HEMAGLU
TINANTE Y ESTAS MUESTRAS SE GUARDAN Y LAS QUE DEN NEGATIVA
LA PRUEBA SE DESECHAN,

LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION PRIMERO SE REALIZA CON
SANGRE DE CONEJO TRIPSINIZADA YA QUE DE ESTA MANERA SE
SENSIBILIZAN A LOS ERITROCITOS Y ASI SE FACILITA LA REACCIGN
DE AGLUTINACION, ADEMAS LA SANGRE DE CONEJO NO TIENE
ESPECIFICIDAD EN SUS RECEPTORES PARA CARBOHIDRATOS. DESPUES
DE HABER REALIZADO ESTA PRUEBA, SE REPITE 'DE NUEVO PERO
USANDO SANGRE HUMANA DE GRUPC A, B v 0 PARA CONOCER QUE
MUESTRA ES ESPECIFICA PARA CADA RECEPTOR DE LOS DIFERENTES
TIPOS DE ERITROCITOS,
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F.-CULTIVO DE LINFOCITOS (36).

LAS MUESTRAS SE TRABAJAN POR DUPLICADO, EN FRASCOS
VIALES ESTERILES DE APROXIMADAMENTE 50 ML QUE CONTIENEN
5 ML pe MEDIO DE McCov 5A MODIFICADO, 12 GOTAS DE SANGRE
TOTAL HEPARINIZADA Y HOMOGENIZADA, DOS GOTAS DE ANTIBIG
TICO QUE EN ESTE CASO SE USO PENICILINA CON AGUJA DEL #20
QUE EQUIVALEN A 0.1 ML, 0,25 ML DE FITOHEMAGLUTININA CON
AGUJA DEL #20, AL TERMINAR SE FLAMEA LA BOCA DE LOS FRASCOS.
HOMOGENIZANDO LOS CONSTITUYENTES Y SE INCUBAN EN OSCURIDAD
DURANTE 36 v 72 Horas A 37°C, Topo ESTO SE REALIZA EN
UNA CAMPANA ESTERIL.

G.-COSECHA DE LINFOCITOS (36),

A Las 48 Horas SE ApICIONA 0.4 ML DE COLCHICINA Y SE
DEJAN ACTUAR DURANTE 30 MINUTOS A 37°C Y SE CENTRIFUGA
DURANTE 10 MinuTos A 1 500 R.P.M, SE DESECHA EL SOBRENA
DANTE Y SE ADICIONAN DE 5 A 10 ML DE SOLUCIGN HIPOTONICA
pE NACL 0.75M RESUSPENDIENDO EL BOTGN CON UNA PIPETA
PASTEUR, LA SOLUCIGN HIPOTONICA DEBE ESTAR A TEMPERATURA
DE 37°C, SE DEJA ACTUAR DURANTE 17 MINUTOS, SE CENTRIFUGA
A 1500 R.P,M, SE DESECHA EL SOBRENADANTE Y SE ADICIONA
5 ML DE UNA SOLUCION FI1JADORA DE ACIDO-ALCOHOL MET{LicO 1:3
SE RESUSPENDE EL BOTON Y SE CENTRIFUGA DURANTE 10 MInuTOS
A 1 500 rR.P,M, SE DESECHA EL SOBRENADANTE., SE AGREGA MAS
SOLUCIGN FI1JADORA Y SE LAVA VARIAS VECES HASTA QUE EL
BOTON QUEDE BLANCO.
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H,-PREPARACION DE LAMINILLAS (36).

EL BoTON SE RESUSPENDE EN 0,5 ML DE SOLUCIGN FIJADORA
Y EN LAMINAS BIEN LAVADAS Y DESENGRASADAS SE DEJAN CAER
TRES GOTAS DE LA SOLUCIGN ANTERIOR A UNA ALTURA APROXIMA
DAMENTE DE 20 CM SE SOPLA Y SE FIJA A LA FLAMA UNOS SEGUN
DOS, SE DEJA ENFRIAR Y SE LAVAN CON AGUA DESIONIZADA, SE
INTRODUCEN A UN COLORANTE DE GIEMSA DURANTE TRES MINU
TOS Y MEDIO, EL CUAL ESTA HECHO DE UNA SOLUCION AMORTIGUA
DORA DE FOSFATOS DE SsopIo Y poTasio 0,025 M a pH 6.8, st
PROCEDE A REALIZAR LAS LECTURAS DE LAS LAMINILLAS.

ConTAR 3 000 CELULAS POR PREPARACIGN.

INDICE MITOTICO = No., pE MITGsIs X ~ caMpo (1000 céLuLas).

LAS LECTURAS SE REALIZAN UTILIZANDO UN MICROSCOPIO
CON EL OBJETIVO DE SECO DEBIL Y CON AYUDA DE UN CONTADOR
DE CELULAS,
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“RESULTADOS:

SEPARACION CROMATOGRAFICA EN DEAE-CELULOSA DE LAS PROTEINAS,

SE PARTIO DE 40 G, DE FRIJOL, AL EMPEZAR A TRABAJAR
EN LA EXTRACCIGN DE LAS LECTINAS DE LAS TRES ESPECIES DE
PHAseEoLUS, '

A PARTIR DE LA CANTIDAD ANTERIOR PARA P.COCLINEUS SE
oBTuva 0.555 6. DE LIOFILIZADO TOTAL DEL CUAL SE USABA
0.050 6. CADA VEZ QUE SE METIG EN LA COLUMNA Y PARA ESTA
MUESTRA SE REALIZARON SIETE CORRIDAS. DE ESTAS CORRIDAS
INTERESARON LOS Picos | v Il vA QUE DIERON REACCION POSI
TIVA CON SANGRE DE CONEJO, LOS CUALES SE DIALIZARON Y
LIOFILIZARON OBTENIENDOSE DE ESTOS LAS STGUIENTES CANTL
DADES

Prcol 0,068 .
Prco 11 0,062 a,

HAY QUE TOMAR EN CUENTA QUE ESTA CANTIDAD ES LA SUMA
DE LAS SIETE CORRIDAS,

Para P.LUNATUS SE OBTUVO 2.037 6. DE LIOFILIZADO TOTAL
DEL cuAL SE usaBa 0,050 6. PARA REALIZAR UNA CORRIDA Y SE
LLEVARON A CABO CINCO CORRIDAS DE LAS CUALES SE RECOLECTARON
tos ptcos Il v III DE LA PRIMERA A LA QUINTA CORRIDA,
DESPUES DE DIALIZAR Y LIOFILIZAR ESTOS SE OBTUVIERON LAS
SIGUIENTES CANTIDADES!
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Prco 11 0,042 ¢,

Pico II1 0,209 6,

Para P.VULGARIS, SE 0BTUVO 2.231 6. DE LIOFILIZADO
TOTAL DEL CUAL SE USABA 0,050 6. PARA REALIZAR UNA €O
RRIDA LLEVANDOSE A CABO EN ESTE CASO SIETE CORRIDAS DE
LAS CUALES SE RECOLECTARON LOS PIcos [ v Il DE LA PRIMERA
A LA SEPTIMA CORRIDA, DESPUES DE DIALIZAR Y LIOFILIZAR
ESTOS PICOS SE OBTUVIERON LAS SIGUIENTES CANTIDADES:

Pico 1 0.101 e,

Pico II 0,1332 G,

DEL FRIJOL PHASEOLUS,COCCINEUS SE HICIERON SIETE
CORRIDAS Y AL GRAFICAR No. DE FRACCIGN CONTRA ABSOR
BANCIA SE OBSERVA LA PRESENCIA DE CINCO PICOS COMO SE
MUESTRA EN LA GRAFICA No.l LOS CUALES SE SEPARARON Y
SE GUARDARON EN MATRACES ERLENMEYER TAPADOS EN EL CONGELADOR.

DeL FRIvOL PHASEOLUS:LUNATUS SE REALIZARON CINCO
CORRIDAS Y SE OBSERVARON CUATRO PICOS COMO SE MUESTRA EN
LA GRAFICA N0.2 , LOS CUALES SE SEPARARON Y SE GUARDARON
EN MATRACES ERLENMEYER TAPADOS EN EL CONGELADOR.

DEL FRIJOL PHASEOLUS.VULGARIS SE REALIZARON SIETE CORRIDAS
OBSERVANDOSE CUATRO P10S COMO SE MUESTRA EN LA GRAFIcA No,3,
LOS CUALES SE SEPARARON Y SE GUARDARON AL IGUAL QUE LOS ANTE
RIORES,

Los TUBOS CORRESPONDIENTES A CADA PICO SE LES DENOMINA
MUESTRAS PROBLEMA Y DE LOS CUALES SE ToMARON 0,5 ML DE MUES
TRA PARA LA DETERMINACION DE PROTEINAS,
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DETERMINACION DE PROTEINAS

EN LA GRAFICA No.lY SE MUESTRA LA CURVA PATRON DE
PROTE{NAS LA CUAL NOS SIRVE PARA INTERPOLAR EN ELLA
LAS MUESTRAS PROBLEMA Y AS{ CONOCER LA CONCENTRACIGN
DE PROTEINA QUE SE ENCUENTRA EN LA MUESTRA. SE PUEDE
VER QUE HAY LINEARIDAD ENTRE LAS CONCENTRACIONES DE
MICROGRAMOS DE PROTE[NAS Y LAS MUESTRAS YA QUE SE
AJUSTARON PARA QUE QUEDARAN DENTRO DENTRO DE ESTOS
LIMITES,

PARA LA DETERMINACIGN DE PROTE{NAS DE LOS EXTRAC
TOS CRUDOS Y LIOFILIZADOS, POR SU ALTO CONTENIDO EN
PROTEINA SE TOMG UNA ALfcuoTA DE 0.1 ML PARA LA DE
TERMINACION, £STO SE TOMG EN CUENTA PARA HACER LAS
CORRECCIONES DE LOS RESULTADOS.

EN EL “SOBRENADANTE 1" SE DETERMING PROTEINAS
SOLAMENTE PARA CONOCER ST LA PRECIPITACION DE LAS
MISMAS HABIA SIDO COMPLETA.,

EN LA TaBLA 1 SE PRESENTAN ESTOS RESULTADOS.,

ES IMPORTANTE MENCIONAR QUE CADA MATRAZ DEBE ES
TAR PERFECTAMENTE ETIQUETADO MENCIONANDO: ESPECIE
DE FRIJOL, NUMERO DE CORRIDA, NUMERO DE PICO Y FECHA,

DESPUES DE HABER REAL1ZADO LAS DETERMINACIONES
DE PROTE(NA Y DE CAPACIDAD HEMAGLUTINANTE DE TODAS
LAS MUESTRAS Y DE HABER OBTENIDO LOS RESULTADOS, SE HA
CE UNA SELECCION DE LAS MUESTRAS QUE DIERON RESULTADOS
SATISFACTORIOS, Y SE PROCEDE A AGRUPAR EN UN SOLO MA
TRAZ TODAS LAS MUESTRAS QUE SON IGUALES PARA MAS TARDE
DIALIZARLAS Y LIOFILIZARLAS,

TENIENDO YA TODAS LAS MUESTRAS DIALIZADAS Y LIOF]
LIZADAS., SE PROCEDIG A DETERMINAR PROTEINA Y CAPACIDAD
HEMAGLUTINANTE, LO CUAL SE ESPERA QUE AUMENTEN LOS VALO
RES DEBIDO A SU PURIFICACIGN, LOS VALORES DE PROTE[NA
SE DAN EN MG/ML Y YA TENIENDO ESTOS RESULTADOS SE PUEDE
CALCULAR LA ACTIVIDAD ESPECIFICA Lo CUAL DA UNA IDEA MAS
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CLARA DEL PODER AGLUTINANTE DE LAS MUESTRAS O DICHO DE
OTRA MANERA QUE TAN ACTIVA ES LA LECTINA CON LA CUAL SE
ESTA TRABAJANDO, AS{ COMO TAMBIEN INDICA QUE TAN BIEN

SE REALIZO LA PURIFICACION DE ESTA, CoN LA ACTIVIDAD ES

PECIFICA SE REALIZA LA COMPARACION ENTRE CADA ESPECIE
DE FRIJOL QUE SE TRABAJO., ASI COMO DE LAS FRACCIONES DE

ESTOS CONOCIENDO CUALES SON LOS QUE TIENEN MEJOR ACTIVI

DAD,

TABLA 1

OLUS

VALORES DE PROTEINA DE LAS FRACCIONES REUNIDAS DE Phase

coccineus, DE LA SEGUNDA A LA SEPTIMA CORRIDA,

Ass, MG/ML
EXTRACTO CRUDO 0.04 _ 2,400
.SOBRENADANTE 1 0.07 A’ 0.415
(RESULTANTE DE : o
LA PRECIPITACION)
LIOFILIZADO TOTAL | 0,14 ;?_ 'Jﬁ7f0f9ﬁQ,J"

MG.PROT ./G.DE

TOTAL

940

LIOF,
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EN LA PRIMERA CORRIDA QUE SE REALIZ(O DE PHASEOLUS
COCCINEUS, SE METIERON 0.5 G, DE MUESTRA DE LIOFILIZA
DO EN LA COLUMNA CON LA FINALIDAD DE TENER "UNA MUESTRA
DE TANTEO” Y VER MAS CLARAMENTE LOS PI1COS QUE SE ESPE
PABAN OBTENER QUE PERFIL TENIAN, AL OBTENER LOS RESUL
TADOS SE VIO QUE ESTABA MUY CONCENTRADA LA MUESTRA POR
LO QUE SE BAJO LA CANTIDAD QUE SE METERIA EN LA COLUMNA
PARA OBTENER UN PERFIL MEJOR Y UNA SEPARACION MAS CLARA
DE LOS PICOS OBTENIDOS POR LO QUE DE LA SEGUNDA A LA
SEPTIMA CORRIDA SE MET!6 0.050 6. DE MUESTRA DE LIQ
FILIZADO EN LA COLUMNA. POR LO QUE AL ANALI1ZAR LOS RE
SULTADOS DE CANTIDAD PROTEINA ENCONTRADA EN LAS FRACCIO
NES DE LA CORRIDA UNO SE OBSERVA SU ALTO CONTENIDO EN
PROTEINA,

POR ESTA RAZON NO SE TOMG EN CUENTA PARA LOS RESUL
TADOS FINALES ESTA “CORRIDA DE TANTEQ”.
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CORRIDA DE TANTEO: “corripa No.,l”

CONTENIDO DE PROTEINA

FRACCION TUBOS Aes. MG/ML
Picol 25445 | d,13 0,940
Pleoll 6080 0,08 0.480
cholil_ ﬁf'.l g0 0,08 0.580
P;¢o IV‘ 12041300 0,015 0120
PlcoV ~ 150-160 0  '0?

CORRIDA No.2

CONTENIDO DE PROTEINA

FRACCION TUBOS ABs, MG/ML

Prco 1 . 36-53 075 0.206

Prco Il 73-8 0.145 0172



(CoNTINUA)

~ FRACCION

PICO_IIr¥ ;f s

Plcd»IVf~ ’f

Pico V

CORRIDA No.3

FRACCION

Pico |

Pico II

Prco 111

Pico IV

Pico V

©TuBos

89-94 -
106-115 y

130-140

TUBOS

30-45
64-75
93-101

103-107

118-123

Ass,

54

CONTENIDO DE PROTEINA

MG/ML

- CONTENIDO DE_PROTEINA

Ags,

0.29

0,145
0.175
0.075

0,045

MG/ML

0.220
0.172
0.é08
0.088

0.072



CORRIDA No.4

FRACCION  TUBOS
Preo I 36p

Prco 11 L

Prco 111~ 86-130

CORRIDA No.5

FRACCION - TUBOS
Pico | 37-47
Prco 1 73-86
Prco 111 ©103-120

Pico IV 121-139

' ".71—79 '
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CONTENIDO DE PROTEINA

| Ass., MG/ML
0.355 0,420
0,215 0,252
0.085 0,100

CONTENIDO DE PROTEINA

" Ags, MG/ML
0.295 0.348
0.175 0.208
0.135 0.160
0.07 0.084
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CORRIDA No.B

CONTENIDO DE PROTEINA

FRACCION TUBOS s, NG/ML

Pico |
Pico l1'7ff

CORRIDA No.7

CONTENIDO DE PROTEINA

FRACCION  TUBOS s, Me/m

Pico. ] /47 0,325 0.348
Pico 11 72-81 L0215 ~7j05?5215ff,
Prco 111 100-126 0105 0a%

Prco IV 13913 0215 0,252
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TABLA 2

PRUEBA DE HEMAGLUTINACION (ERITROCITOS TRIPSINIZADOS DE CONEJO).

MUESTRA (PHASEULOS,COCCINEUS): ' POZ0 (p1Lucién)
EXTRACTO CRUDO ' SRR ~1:1024
SOBRENADANTE 1 1256
LIOFILIZADO TOTAL 1 - - 1:32

CORRIDA No,1

POZ0 (piLucidn)

Prco I T 1:32
Pico I1 ‘ : 1:32
Pico 111 - | 1:2
Prco IV - ’ o | 1:4

Pico V 112



CORRIDA No.?2

Pico 1

Plco 11
chofIILﬁfjfv

CORRIDA No.3

Pico I

Pico II

Pico III

Pico 1V

Pico V

58

- POZ0 (p1Lucion)

s

POZ0 (p1Lucidn)

1:16

©1:16



CORRIDA No.%

Pico |
Prco IT

Pico II1

CORRIDA No.5

Pico [
Pico I1
Pico I1I

Pico IV .

o

- POZ0 (D1LUCIGN)

P0Z0 (pILucIon)

———

1:16

1:32
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CORRIDA No.6

P0ZQ (p1Lucidn}

Pico I | | 1:32
Pico II ” ' ' 1:16
Prco III ' . -

CORRIDA No.7

P0Z0 (p1Luci6N)

Prco I _ : o . 1:32
Pico 11 o - 1:16
Prco I1I S -
Pico IV . : -

DEBIDO A QUE UNICAMENTE L0S PIcos I v I] DIERON REACCIGN
POSITIVA DE AGLUTINACIGN SOLAMENTE ESTOS DOS PICOS SE GUARDAN
Y SE DESECHAN LOS DEMAS YA QUE CARECEN DE CAPACIDAD HEMAGLUT1
NANTE ,



TABLA 3

bl

VALORES DE PROTEINA DE LAS FRACCIONES REUNIDAS DE PuaseoLus
LunaTus, DE LA PRIMERA A LA QUINTA CORRIDA,

ABs,
EXTRACTO CRUDO 0.09
SOBRENADANTE 1 .-
(RESULTANTE DE
LA PRECIPITACION)
LIoFILIZADO TOTAL

0.165

CORRIDA No.l

FRACCION TUBOS
Pico | 43-67
Pico 11 77-100

MG/ML
e , TOTAL
*4,600 | -
o090 970

CONTENIDO DE PROTE INA

ABs, MG/ ML
0.07 0.072
0.10 0,104

MG,PROT,./G .DE

L IOF,



(CoNnTINUA)

FRACCION

Prco 111

Pico IV

CORRIDA No,2

FRACCION

Pico 1

Prco 11

Prco 111

Pico IV

TUBOS

108-120

167-173

TUBGS

35-44
73-90
104-123

134-180

62

CONTENIDO DE PROTEINA

ABS., MG/ML
039 0. 400

0.055 0.0

"CONTENIDO DE PROTEINA

l ABS, o MG/ML
0.08 0.092
0.17 0.172

0,39 0.400

006 0.084
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CORRIDA No.3

CONTENIDO DE PROTEINA

FRACCION TUBOS Ass. MG/ML

Pico | S oM 003 0032
Pico I1 7889 03 "£1;;Q£;32f5f;‘*

Prco 111 10311 06 068

CORRIDA No.4

CONTENIDO DE_PROTEINA

FRACCION ~  TUBOS " Aps. MG /ML

Plcol 40-60 0,07 0.2

Picoll 76100 01 0012
Pico [l © 107-12L 0.0 0.406

Pico V. 130-188 0.6 0,064



b4

CORRIDA No.5

CONTENIDO DE PROTEINA

FRACCION TUBS  pes, Mo/

Prco I w056 0,08 0,092

Prco 11 7492 ' 0.172

Pico 111 1104-121 03¢ 0,400

Prco IV 13-183 005 0,056
TARLA 4 -

PRUEBA DE HEMAGLUTINACION (ERITRICITOS‘TRIPS[NfiADOS DE CONEJO) .

MUESTRA (PHASEOLUS,LUNATUS):

PRUEBA NEGATIVA PARA TODAS LAS MUESTRAS.
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TABLA 5

VALORES DE PROTEINA DE LAS FRACCIONES REUNIDAS DE PHASEOLUS
vuLearts, DE LA PRIMERA A LA SEPTIMA CORRIDA, -

Ass. MG/ML MG,PROT./G.DE

TOTAL  LIOF,
EXTRACTO CRUDO 0,115 5.600 -
SOBRENADANTE 1 - - ‘ -
(RESULTANTE DE
LA PRECIPITACIGN)

L1oFILIZADO TOTAL 0,16 0.960 960

CORRIDA No,1

CONTENIDO DE PROTEINA

FRACCION TUBOS Mss, MG/ML
Pico 1 41-49 0,155 0.156
Prco 11 50-62 0,055 0.052

Pico 111 72-80 0,28 0,292



(CONTINUA)

FRACCION

Pico IV

Pico V.

CORRIDA No.2

FRACCION

Pico 1

Pico 11

Pico 111

Prco 1V

TUBOS

110-129

125-143

TUBOS

40-56

73-83

114-128

132-138

66

CONTENIDO DE PROTEINA

ABs, MG/ML
0,245 0,252
0.34 0,344

CONTENIDO DE PROTEINA

Ass, MG/ML
0.13 0,132
0.24 0,252
0,235 0,240
0.35 0,368
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CORRIDA No.3

CONTENIDO DE PROTEINA

FRACCION TUBOS ABs, MG/ML

Pico I 40-50 0.105 0.108
Prco 11 51-62 o 0.112
Prco 111 70-91 0.8 0.8
Pico IV 110-130 0.27 0280
Pico V 136-146 - -

CORRIDA No.4

~ CONTENIDO DE PROTE INA

FRACCION TUBOS v Ags, MG/ML

Prco | 39-56 0,19 0.176
Pico 11 7485 0,205 0,220

Prco 111 12-127 0,215 0,232

Pico IV 131-141 0,345 0,350
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CORRIDA No.5

CONTENIDO DE PROTEINA

FRACCION TUBS s, me/mL

Pico | B 0l ol
Prco II ' ' ‘ S
Pico II1

Prco;IV ‘7}}: :

CORRIDA No.6

CONTENIDO DE PROTEINA

FRACCION ~ TUBOS  fes, MG/ ML
Prco [ 37-49 0,325 0.340
Prco 11 71-86 016  0.164
Pico I1I 106-125 019 0.19%

Pico IV 133-142 0,18 0,184
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CORRIDA No.7

CONTENIDO DE PROTEINA

FRACCION CoTuBS As, Me/H

Pico I - 39-55 0.22 0,228

Prco 11 77-88 0.17 0.176

Prco 111 O 94-125 0.165 0.172

Pico IV 135-150 0.145 0,148
TABLA 6

PRUEBA DE HEMAGLUTINACION (eriTROCITOS TRPSINIZADOS DE CONEJO).

MUESTRA ( PHASEOLUS,VULGARIS) POZ0 (prLucidnd
EXTRACTO CRUDO o 1:1024
SOBRENADANTE 1 ' g 1:128

LIOFIL1ZADO TOTAL 1:128



CORRIDA No.l

Pico |

Pico T
' chollfl
.PICO Iv

Pico V

CORRIDA No,2

Prco 1
Pico Il
Pico 111

Pico IV

70

POZ0 (prLucidn)d

1:128
- 1:64

L6

1:64

1:64.

1:4



71

CORRLDA No.3

P0Z0 (DlLUCIéN)
Pico I | : L ﬂf- 1 123 i"
Prco 11 | ':f>_1;128;_;,
Pico 111 - ! ﬁ*. i;ég5ij:

CORRIDA No.4
P0OZ0 (prLucidn)
Prco I o | 1:32
Pico 11 R © 1:64
Prco 111 - : 1:2

Prco IV | "_ -



CORRIDA No.5>

Pico I
Pico Il
Pico III

Pico IV

CORRIDA No.6

Pico I
Pico 11
Prco 111

Pico IV

72

0Z0 (piLucidn)

———

1:256
1:64

1:2

POZO (prLucidn)
1:256

132
1:2

S :‘132
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CORRIDA No.7

POZ0 (piLucién)

————

Pico I | o ' | 1:128

Prcot 0 : 1:32
Pico I11 A H:’; - TR -
oo v ST e

Degipo A QUE Los Picos I v 1] DIERON REACCIGN POSITIVA
A MAYOR DILUCION SOLAMENTE ESTOS SE GUARDARON PARA LAS SI
GUIENTES PRUEBAS,
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TABLA 7

VALORES PROMEDIO DE PROTEINA DE LAS FRACCIONES ﬁE'P.COCCINEUS
DE LA SEGUNDA A LA SEPTIMA CORRIDA.

CONTENIDO DE PROTEINA

MUESTRA MG/ML
Pico | ~ - 0,345
Pico II : 0,205
Pico III o 0,132
Pico IV ' 0,145

Pico V - 0,086
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TABLA 8

VALORES PROMEDIO DE PROTEINA DE LAS FRACCIONES DE
P.runatus DE LA PRIMERA A LA QUINTA CORRIDA,

CONTENIDO DE PROTEINA

MUESTRA , MG/ML
cho,I   ’;".¥ L o = 0.072
Plco 11 0,138
Prco 111 o

Prco 1V ‘ o 0.080
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TABLA 9

VALORES PROMEDIO DE PROTEINA DE LAS FRACCIONES DE
P.vuLGarls DE LA PRIMERA A LA SEPTIMA CORRIDA.

CONTENIDO DE PROTEINA

AUESTRA R MG/mL
Pico | o EE 0.183
Pico 11 . . o 0,167
Pico 111 | | 0,2
Pico IV ‘ 0,245

Pico V S 0.3l
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TABLA 10

RESULTADOS RESUMIDOS DE LAS DETERMINACIONES DE
PROTEINA Y DE ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE USANDO
SANGRE DE CONEJO Y SANGRE HUMANA.

CAP. HEMAGLUT INANTE

MUESTRA CONTENIDO DE PROTEINA CONEJO HUMANA
MG/ML MG/GigE A B O
LIOF,

PHASEOLUS.COCC INEUS

EXTRACTO CRUDO 2.0v”,,'”, om
(16.DE MUESTRA ‘
en 10ML pE SSID

* L1OFILIZADO TOTAL - 0.94
* Pico I(LroFiIL1ZADO) - 0,98

* Pico II{L10FIL1ZADO) - 0.92

0z0{DILUCIGN)

N

7+

8+

7+

3+ 3+ 3+

4+ 2+ 3+
Y+ 2+ 3+

4+ 1+ 3+
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CAP  HEMAGL UT INANTE

MUESTRA CONTENIDO DE PROTEINA CONEJO HUMANA
MG/ML MG/G,DE A B O
L1OF. 0zo(DILUCIGN)

PHASEOLUS . LUNATUS

ExTRACTO CRUDO 3,8 ' _' _ g _""_ - ;f';lgsq_ -
(16, DE MUESTRA C S

eN 10ML pe SSID

* LIOFIL1ZADO TOTAL - B 0,97"‘v‘ I

**Pico II(LioF1LIZADO) - T R e

**Pico IT1(L1oF1L1ZADO)- e e



CAP, HEMAGL UT INANTE

MUESTRA CONTENIDO DE PROTEINA CONEJO HUMANA
MG/ML MG/G . DE AB O
LIOF«  Pozo(DILUCION)

PHASEQLUS . VULGARIS

EXTRACTO CRUDO 3.0 . . G+ :j  '5+ b+ b+
(16, DE MUESTRA g S - :
en 10 pe SSI)

*LI1OFIL1ZADO TOTAL - 0.96 10f' - U+ U4+ Y+
*P1co I(L1oF1L1ZADO) - 0.92 . ELSE- L A
*Pico TI(LioFIL1ZADOD) = 0.92 6+ I+ 3+ 34
MUESTRAS CONTROL: * DE LOS LIOFILIZADOS SE HIZO

UNA DILUCION DE 10mMg/mML pE SSI
PARA LA DETERMINACION DE PROTE{NA,
Fridot Ouo DE‘LIEBRE 0.97

LecTINA comERciAL ML 0,400 ** ESTAS DOS MUESTRAS NO FUE
POSIBLE DETERMINAR SUS PROTE[NAS
POR HABERSE PERDIDO DURANTE EL
TERREMOTO,




TABLA 11
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RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

( ExrresaDa: No, DE POZ0/MG. DE PROTEINA)

MUESTRA

PHASEOLUS,COCCINEUS,

EXTRACTO CRUDO

LIOFILIZADO TOTAL

Prco I(L1oriILIZADO)

Prco 1I(L10FILIZADO)

70

148,93

163,26

152,17

HUMANA
A B
30 3
95,23 47,61
81,63 40,81
86,95 21,73

30

63,82
61,22

65,21
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(CoNTINUA)

HUMANA
MUESTRA CONEJO A B 0
PHASEOLUS ,LUNATUS
EXTRACTO CRUDO - ' 26,31 - -
LIOFILIZADO TOTAL - T 82,47 - -
Prco I(L1oFILI1ZADO) - S - - -
Prco I1(L1oFtL1ZADO) - . R -
PHASEOLUS  VULGARIS
EXTRACTO CRUDO 60 ‘ 33;3;‘ 40 40
LIOFILIZADO TOTAL 208,33 83;33 33.33 83,33

Prco I(L10FiL1ZADO) 346,15 ‘ 192.30 153,84 153,84

Prco II(LtoFIL1ZADD) 193,54 | 129 9,77 96.77
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DE ACUERDO A LOS RESULTADOS OBTENIDOS DE ACTIVIDAD
ESPECIFICA EN LAS TRES MUESTRAS PUEDE DARSE CUENTA, QUE
PARA LOS ERITROCITOS DE CONEJO TODAS LAS MUESTRAS TRA
BAJADAS YA SEA EXTRACTO CRUDO, LIOFILIZADO TOTAL O LAS
FRACCIONES LIOFILIZADAS PRESENTAN EN GENERAL UNA ALTA
ACTIVIDAD ESPECIFICA, SIENDO MAYOR LA ACTIVIDAD ESPECI
FICA DE LA FRACCION | DE PHASEOLUS.VULGARIS.

A CONTINUACIGN SE MUESTRA UNA TABLA CON LOS VALORES
DE ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE MAYOR A MENOR VALOR INDI
CANDO A QUE FRACCION DE CADA ESPECIE PERTENECE,

TABLA 12
MUESTRA ACTIVIDAD ESPECIFICA (prc./Be:D€ )
(SANGRE DE CONEJO)
P.VULGARIS ‘
(Prco I LioFiL1ZADO) 346,15
P.VULGARIS
(L1oFiLizADo TOTAL) 208,33
P.VULGARIS : o
(P1co Il LioFiL1zADO) 193,54

P.COCCINEUS
(Prco I LioFILIZADO) 163,26
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(CoNTINUA)

MUESTRA ACTIVIDAD ESPECIFICA (DlL./ﬂﬁé?f )
(SANGRE DE CONEJO)

P.coccINEUS

(P1co IT Lr1oF1L1ZADO) | 152,17
P.COCCINEUS o
(L1OFIL1ZADO TOTAL) 148,93

P.cocCINEUS

(EXTRACTO CRUDO) ‘ 70.0
P,VULGARIS

(EXTRACTO CRUDO) . 60.0
P.LUNATUS

(L1OFIL1ZADO TOTAL) -

P,LUNATUS
(EXTRACTO CRUDO) .-

P,LUNATUS
(P1co IIL10F1LIZADO) -
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(ConTInuA)
MUESTRA ACTIVIDAD ESPECIFICA (piL, /ggo$5 )

: (SANGRE DE CONEJO)
P.LuNATUS
(Pico III L1oFIL1ZADO)

EN EL CASO DE ERITROCITOS HUMANOS SE TRABAJG CON
LOS TRES TIPOS DE SANGRE: A, B v 0 Y SE MUESTRAN A
CONTINUACION
TABLA 13
MUESTRA ~ ACTIVIDAD ESPECIFICA (DIL /?go?E )
(SANGRE DEL GRUPO A)

P.vULGARIS R
(Prco I LrorrLizapo) - 192,30
P,.VULGARIS

(Pico 11 LIOFILIZADO)‘AJr‘: L 1;129.0
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(ConTINUA)

MUESTRA . ACTIVIDAD ESPECIFICA (pie,/MSDE )
' (SANGRE DEL GRUPO A)

P.COCCINEUS ‘ SR

(LioFiLizapo TOTAL) -~ 95,23

P.coccineus -
(Pico II L1oFiL1ZADO) .

P.VULGARIS R
(L1oFIL1ZADO TOTAL). =

P.LUNATUS
(L1oFIL1ZADO TOTAL)

P.coccINEUS
(Pico | LI1OFILIZADD)

P.VULGARIS : R Y
_ (ExTRACTO CRUDO) o353

P.COCCINEUS ’ e
((ExTRACTO CRUDO) C- 30,0
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(CoNTINUA)

MUESTRA ACTIVIDAD ESPECIFICA(p1L./B3+0% )
(SANGRE DEL GRUPO A )

P.LUNATUS

(EXTRACTO CRUDO) 26.31

P.LUNATUS

(Prco II LioFILIZADO) -

P,LUNATUS
(Prco III LioFiL1ZADO) -

P,cocCINEUS
(P1co I L1oFILIZADO) -

P.cocCINEUS o
(P1co Il L1oFILIZADO) ' -
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TABLA 18

MUESTRA o : ACTIVIDAD ESPECIFICA (DlL./ﬂEé?f )
: (SANGRE DEL GRUPO B )

P,VULGARIS

(Pico I L1oFILIZADO) 153,84
P,VULGARIS

(Pico Il L1oFiILIZADO) ' 96,77
P.VULGARIS _
(L1oFILIZADO TOTAL) 83.33

P.COCCINEUS
(L1oFILIZADO TOTAL) 47,61

P,COCCINEUS

(Pico I L10FILIZADO) 40,81
P,VULGARIS

(EXTRACTO CRUDO) - 40,0
P,cocciNEUS

(EXTRACTO CRUDO) 30.0
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(ConTiINUA)

MUE STRA ACTIVIDAD ESPECIFICA (p1c./BS.2€ )
(SANGRE DEL G6RUPO B )

P,COCCINEUS ,
(P1co Il L1oOFiLIZADO) -

P.LuNATUS S 7
(EXTRACTO CRUDO) - -

P,LUNATUS
(L1OFIL1ZADO TOTAL) . -

P.LUNATUS ‘
(Pico IT LioFiL1ZADO) fo-

P.LUNATUS
(Pico IIT L1oF1LIZADO) -



P,VULGARIS
(Pico [ LioFiLIZADO)

P.VULGARIS
(Ptco II LiorIL1zADO)

P,VULGARIS
(L1OFIL1ZADO TOTAL)

P.coccingus
(Pico Il LioFiLizZADO)

P.COCCINEUS
(L1oFILIZADO TOTAL)

P.coccINEUS
(Pico I vioFiL1ZADO)
P,VULGARIS

(ExTRACTO CRUDO)

P.coccINEUs
(ExTRACTO CRUDO)

89
TABLA 15

ACTIVIDAD ESPECIFICA (piL./hs: DE )
(saNGRE DEL GRuPO 0 )

153,84

96577:'

B3

| 855?i;;:f
 §@?% ‘

ez

 §in¥fE;'

00
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(ConTInuA)

MUESTRA ACTIVIDAD ESPECIFICA (DlL./ﬁﬁé?f )
(sANGRE DEL GRuPO 0 )

P,LUNATUS

(ExTRACTO CRUDO ) -

P,LUNATUS e e |
(L1OF1L1ZADO TOTAL) ri e e

P,LUNATUS
(Prco II LioFiIL1ZADO) -

P.LUNATUS
(Pico IIl LioFILIZADO) -

De ACUERDO A LOS RESULTADOS OBTENIDOS SE PUEDE VER QUE
LA ACTIVIDAD ESPEC{FICA AUMENTA DE ACUERDO AL GRADO DE PU
RIFICACION DE LA PROTEINA Y AS{ SE TIENE QUE EN LOS EXTRAC
TOS CRUDOS SON MUCHO MAS BAJOS LOS VALORES, ST SE COMPARA
CON LOS OBTENIDOS TANTO EN EL LIOFILIZADO TOTAL COMO EN LAS
FRACCIONES L1OF1L1ZADAS (P1cOS), LO QUE INDICA QUE ENTRE MAS
PURIFICADA SE ENCUENTRE LA PROTEINA MAYOR SERA SU ACTIVIDAD
ESPECIFICA,
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ACTIVIDAD MITOGENICA.-

LA SIGUIENTE PRUEBA QUE SE REALIZG CONSISTIO EN MEDIR
LA ACTIVIDAD MITOGENICA EN LOS FRIJOLES ESTUDIADOS. EN LA
CUAL SE VE LA ACCIGN ESTIMULADORA DE LAS DIFERENTES LECTI
NAS SOBRE CULTIVOS DE LINFOCITOS TANTO A LAS 48 HORAS cO
MO A LAS /2 HORAS, COMO CONTROLES SE USARON: LA LECTINA
OBTENIDA DEL FRIJOL "Ouo DE LIEBRE" Y UNA COMERCIAL LLAMA
pA "ML”, CON LAS CUALES SE TRABAJA EN EL DEPARTAMENTO DE
GENETICA DEL HosPpiTAL DE PepiaTrRIA DEL CENTRO MEpico Nacto
NAL (IMSS), OBTENIENDOSE BUENOS RESULTADOS.

EL cuLTIvo DE LINFOCITOS DE 48 HORAS MUESTRA LOS SIGUIEN
RES RESULTADOS:

EN GENERAL EL NUMEROD DE CELULAS NO TRANSFORMADAS ES MA
YOR QUE EL DE CELULAS TRANSFORMADAS HABIENDO UN M{NIMO DE
MITOSIS PRESENTES., CON EXCEPCIGN DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
EN LOS CONTROLES QUE MUESTRAN QUE LAS CELULAS TRANSFORMADAS
SE ENCUENTRAN EN MAYOR CANTIDAD QUE LAS NO TRANSFORMADAS,

L0 QUE HACE NOTAR QUE LAS LECTINAS DEL FRiJoL “Odo peE LIE
BRE” Y LA COMERCIAL “ML” POSEEN UN ALTO GRADO DE ESTIMULA
CIGN SOBRE LOS LINFOCITOS EN COMPARACION CON LAS LECTINAS
OBTENIDAS A PARTIR DE PHASEOLUS.COCCINEUS, PHASEOLUS.LUNATUS
Y PHASEULOS.VULGARIS AISLADAS EN ESTE TRABAJO.

SIN EMBARGO, EN LOS CULTIVOS DE 72 HORAS SE NOTA COMO
DISMINUYE LA CANTIDAD DE CELULAS NO TRANSFORMADAS EN EL ME
DIO DE CULTIVO Y COMO AUMENTA LA CANTIDAD DE CELULAS TRANS
FORMADAS Y DE MITOSIS PRESENTES QUE COMPARANDO CON LAS MUES
TRAS CONTROL VEMOS QUE EL EST{MULO MITOTICO ES MAYOR EN LAS
LECTINAS DE LOS FRIJOLES. PHASEOLUS.COCCINEUS. PHASEOLUS.LUNATUS
v PHASEOLUS,VULGARLS, QUE EL EST{MULO PROVOCADO POR LAS LEC
TINAS PERTENECIENTES A LAS MUESTRAS CONTROL DEL FRIJoL "0Jo
DE LIEBRE” Y LA COMERCIAL "“ML”,

EN SEGUIDA SE PRESENTA LOS FRIJOLES QUE EN ORDEN DECRE
CIENTE MUESTRAN ESTIMULACION MITOGENICA,




P.VULGARIS

(Pico I1 LioFILIZADO)

P.vULGARIS
(P1co I v1oFiL1zADO)

"0Jo DE L1EBRE”
(MuesTtrA CoNTROL)

P,cocciNEUS
(L1oFIL1ZADO TOTAL)

P,coccInEus
(P1co I LioFiL1ZADO)

P.vuLGAR1S
(LroFiL1ZADO TOTAL)

LecTina comerciaL "ML"

(MuesTrA CoNnTROL)

P,cocCINEUS
(Pico T LioFIL1ZADO)

TABLA 16
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% DE AUMENTO DE MITOSIS DE
UN cuLTivo DE 48 HR. A 72 HR.

2,273

e ﬁi?Z;QZL;}

. 5 .
L1
1.0%
- 0.6%

0.3%
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MUESTRA | 7 DE AUMENTO DE MITOSIS DE
UN cULTIVO DE 48 HR., A 72 HR.

P,LUNATUS

(LI1OFIL1ZADO TOTAL) o 0%
P.LUNATUS

(Prco Il L1oFiIL1ZADO) : 0%
P.LUNATUS ~ : ‘
(Prco Il LioFiLIZADO) B 0%

Ev LA TABLA 17 SE PRESENTA EN FORMA RESUMIDA LOS RESULTA
DOS DE ACTIVIDAD ESPECIFICA MITOGENICA EN LAS TRES ESPECIES
DE PHASEOLUS ESTUDIADAS.

TABLA 17

CUADRO DE RESULTADOS RESUMIDOS QUE MUESTRAN EL
PORCENTAJE DE ACTIVIDAD MITOGENICA EN LAS TRES
ESPECIES DE Puaseorus ESTUDIADAS,

nl CELULAS NO TRANSFORMADAS,
CELULAS TRANSFORMADAS,

MITOSIS PRESENTES EN EL MEDIO DE CULTIVO,

= — =
i

i
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CuLtivo pE 48 HR, : - CuLTIvo DE 72 HR,

P.cocCINEUS
(LtoF1L1zADO TOTAL)

NT = 72,1% 27.46%
T = 27.9% : - 71,03%

Moo= - o 157

P.cocCINEUS
(P1co I LIOFIL1ZADO)

NT = 59,562 56, 26%
T = 40,33 . 43,333
no= 0,12 o0

P.cocCINEUS
(Pico Il LioFiL1ZADO)

N.T 69.367% 47.162

1

30,63% 51.7%

o= o - 1,137
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(ConTINnuA)

CuLtivo DE 48 HR. CuLTivo DE 72 HR,

P.LUNATUS
(L1oFIL1ZADO TOTAL)

98,534 : 1003

NT =

T = Lter -
mooo= - s
P.LUNATUS

(Prco III LioFiL1ZADO)

89,533 S 1002

NlT =

T = 10, 46% ' -
Moo= - R
P.VULGARIS

(L1oFIL1ZADO TOTAL)
NT = 70% : 25,167

T

29,8% 73.63%

M = 0.27% 1.27




(ConTINUA)

CuLtivo DE 48 HR,

P.VULGARIS
(Pico I L1oFILIZADO)

NT = 63.83%
T = 53,537
M = 0.63%

P.VULGARIS
(Prco Il LioFILIZADO)

NT = 41.86%
T = 57.7%
M = 0.43%

0Jo pe LIEBRE
(MuesTrA ConTROL)

NT = 54.,86%
T = 64,26%
M = 0.867%

96

CuLTivo DE 72 HR.

18.06%
79.1%

2,83%

21.63%
75.66%

2.7%

23,56%
173.93%

2,59



97

(ConTINUA)

CuLTivo DE 48 HR, CuLTivo DE 72 HR,

LECTINA COMERCIAL “ML”
(MuesTrA ConTROL)

NT = 35.3% 31.83%
T = 64.06% |  66.93%
M = 0.63% . 1,231

ESTOS RESULTADOS INDICAN QUE EL FRIJOL PHASEOLUS.VULGARIS.
VARIEDAD CANARIO 107, PRINCIPALMENTE LAS FRACCIONES [ v I
SON BUENOS AGENTES ESTIMULADORES DE LINFOCITOS., PROVOCANDO
UN BUEN PORCENTAJE DE MITOSIS PRODUCIDO EN UN TIEMPO DE /2 HR.
YA QUE SUPERAN EL PORCENTAJE DE MITOSIS PRODUCIDO POR LAS
MUESTRAS USADAS COMO CONTROL. QUE Son "Ouo DE LI1EBRE” con 1,657
Y LA LECTINA COMERCIAL “ML” con 0.6%, SIENDO LA MENOS POTENTE.,
LA LECTINA DE LA FRACCION [ DEL FRIJOL PHASEOLUS,COCCINEUS,
VARIEDAD AYOCOTE YA QUE soLO oBTuviMos 0.3% DE MITOSIS EN EL
MEDIO DE CULTIVO.

LA LECTINA PRESENTE EN EL PHASEOLUS.LUNATUS. VARIEDAD
CIAT-328-1 CARECE DE POTENCIA TOTAL LO QUE INDICA QUE ESTA
ESPECIE NO SE PUEDE UTILIZAR COMO AGENTE MITOGENICO,
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES:

DE ACUERDD A LOS RESULTADOS OBTENIDOS, SE PUEDE DECIR
QUE SE CUMPLIERON LOS OBJETIVOS PLANTEADOS EN UN PRINCIPIO:

- SE LOGRG REALIZAR UNA BUENA EXTRACCION, AISLAMIENTO
Y PURIFICACIGON DE LAS LECTINAS PRESENTES EN LAS TRES ESPE
CIES DE PHASEOLUS ANALIZADAS,

-~ LA METODOLOGIA CON LA CUAL SE LLEVO A CABO LA EXTRAC
CI6N. AISLAMIENTO Y PURIFICACIGN DE LAS LECTINAS DIO
BUENOS RESULTADOS, ES FACIL DE REALIZAR Y NO ES COSTOSA
POR LO QUE ES RECOMENDABLE PARA ESTE ESTUDIO,

- DEL PHASEOLUS,COCCINEUS, SE OBTUVIERON DOS FRACCIONES:
I v IT TENIENDO LAS DOS FRACCIONES BUENA CAPACIDAD HEMAGLU
TINANTE Y MOSTRANDO LA FRACCIGON II UNA ALTA CAPACIDAD COMO
AGENTE MITOGENICO.
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- EL PHASEOLUS.LUNATUS, PRESENTG DOS FRACCIONES CON
ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE I v TIl, Su cAPaciDAD HEMAGLY
TINANTE ES ESPECIFICA PARA LA SANGRE HUMANA DEL GRUPO A,
STENDO NULO SU USO COMO AGENTES MITOGENICOS.

- EL PHASEOLUS.VULGARIS PRESENTO DOS FRACCIONES: [ v Il
SIENDO ESTAS BUENOS AGENTES HEMAGLUTINGGENOS Y TENIENDO UNA

* ALTA CAPACIDAD MITOGENICA, POR LO TANTO SON CONSIDERADOS

COMO MUY BUENOS AGENTES MITOGENICOS,

- SE DEMOSTRG QUE LAS LECTINAS AISLADAS EN ESTE TRABAJO
SON BUENOS AGENTES ESTIMULADORES DE LINFOCITOS, LO CUAL
TIENE APLICACION EN CLINICA, PARA DETECTAR VARIAS ANOMAL[AS
DE ORIGEN INMUNOLGGICO,

- FINALMENTE SE PUEDE CONCLUIR QUE LAS LECTINAS OBTENI
DAS A PARTIR DE P.COCCINEUS., P.LUNATUS Y DE P.VULGARIS
POSEEN MEJOR CAPACIDAD COMO AGENTES ESTIMULADORES DE LINFQ
CITOS QUE LA OBSERVADA EN LA LECTINA COMERCIAL "ML", PorR LO
QUE CONVIENE LA EXTRACCIGN Y PURIFICACIGN DE LAS LECTINAS
CONTENIDAS EN LAS DOS DE LAS TRES ESPECIES DE PHASEOLUS ES
TUDIADAS, QUE SON P,COCCINEUS Y P,VULGARIS, Y RESULTA BENE
FICO PARA EL PA[S YA QUE SU OBTENCIGN NO ES COSTOSA, ES RE
LATIVAMENTE SENCILLA Y DICHAS LECTINAS SON DE SUMA UTILIDAD
Y APLICACION EN EL AREA DE LA CL{NICA EN DONDE EN LA ACTUA
LIDAD SE EMPLEAN LECTINAS DE FABRICACIGN EXTRANJERA DE ALTO
COSTO,
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