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CAFPITULD 1

INTRODUCCIONE

Las lectinas son glicoproteinas encontradas principalmente
en las leguminosos, las cuoles tienen qruﬁ cantidad de
propiedades biol6gicas. Poseen 1la capacidad de unirse a 1o0s
azdcares -de las superficies celulares, pudiendo asi detectar
cé#lulas que presentan una tronsformacién  wmaligna. Tombien se
enplean para evaluar la inmunidad celular in wvitre mediante la
estimulacion de los linfocitos.

Las lectinas tienen un papel importante en el andlisis
cromosomicos funcionando como mitoégenos.

Aparte de aglutinar glébulos rojos, tambien 1o hacen con
sspermatozoides, bacterias y hongos.

Una de las fuentes mds abundantes de lectinas son 1las
leguminosasy como se wmanciond anteriormente. En este trabajo se
obtuvq @]l eaxtracto crudo de nueve leguminosas seleccionadas vy
posteriorsente se llevaron a cabo lof siguientes determinacionest
contenido de protefnas, hemaglutinacién, actividad mitogénica y
citotoxicidad.

Competir tecnologicamente con 1los paises avanzados en
procesos de aislamiento y'pariricocion de lectinas es dificil,
pero si podemos aprovechar los recursos naturales de nuestro
paisy produciendo o bajo costo lectinas que satisfagan la demanda

del mercado nacional, svitando asi la importacion.



OBJETIVO:

-Determinar la actividaed hemaglutinante, mitogénica y
la citotoxicidad de los extroctos crudos de nueve

semillas de leguminosas silvestres y comestibles.

-Averiguar si existe correlacién entre los factores

antifisioldgicos estudiados.



CAPITULD II

GENERALIDADES:

El estudio de las lectinas se remonta al affo de 1888, en el
que Stillmark, descubrié que el extructg de las semillas de
Ricinus eammunie aglutinaban los eritrocit;s de algunos
animales. A raiz de sus investigaciones deduyjo que una proteina
era la responsable de la aglutinacién, a la que llamé ricina.
Kobert en 1904 observé este mismo efecto en el extracto de otras
dos plantas! abrine en Abrus preeaterius y crotina en Croton

tiglium.(17)

Ehrlich en 1891 detecté que 1los extractos de algunas
plqntos eran buenos inmunégenos. Landsteiner, por e) affo de
1908, 1logré desechar 1la idea de que cuando un extracto es
hemaglutinante necesariamente debe ser toxico o que la capacidad

de aoglutinacién estd en relacién con su toxicidad.(45)

Harris en 1915, encontréd que las brlporociones de semillas dé
Slycine maxy aqQlutinaban los eritrocitos fuertemente. Lo
proteina activa fué aislada m4s tarde por Liener y Pallansch en

1952, (17

La concanavalina A obtenida de la Canavelio ensifermis fue
la primera lectina que se purificé y James R, Summer hacia el
affoc de 1919 la cristalize. Esta lectina a1l adicionarse a una
solucién de glucégeno, provocaba la precipitacién de este. Lg

propiedad anterior fué observada en 1936 por Summer y Howell.
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Concluyeron que era debido o la reaccion de las proteinas con los
carbohidratos presentados en la superficie de los eritrocitos.
Mds tarde esto fué comprobado por Winifred Watkins y uq1zér,
hacia 1952, quienes confirmaron que _al adicionar qglqunos gzdcares
sencillos no se lograba 1la aglutinacidn porque los azdcares la
impedfan ocupando los sitios de unidn,

El rdpido desarrolloc en 1la preparacién y uso de antigenos
bacterianos hizo que las fitohemaglutininas se olvidaran como
reactivos aquxiliares en Inmunologia. En 1948 Renkonen revivio
este interés, reportando que los extractos de diversas especies
de leguminosas presentaban parcial especificidad por los
antiqgenos A B y O humanos. E1 demostrd que & de las 99 especies
probadas fueron claramente selectivas para ciertos grupos
sanguineos. E1 género Phaseolus es considerado coso una fuente
importante de fitochemaglutininas particularmente las semillas de

P+ wvulgaris y P. eoeccineus.(17)

El término lectina fué introducido por Boyd (del Latin
legere que significa escoger). La interpretacion de este
concepto no @5 uniforme, debido & que no se conocen todas las

funciones fisialoqiéas de las lectinas.

En todas los concepciones de las lectinas se coincide en dos
puntos?
a)Las lectinas son carbohidratos unidos a proteinas y

b)>No son de origen inmune.(13)



Las lectinas se encuentran en plantas y principalmente en
lags leguminosas, La pvesencio' de las lectinas en semillas ha
sido estudiada awmpliomente, pero tombién hay evidencias basadas
en la heuﬁqlutinncién y radioinmunoensayo, las cuales ofirmén la
existencia de lectinas en tallos, hojas vy raices. Respecto o
estas  dltimas; algunos cutores sztulqn la hipétesis de que la
sinbiosis' del qtncfo Ahimobium con las raices .de las plantas
leguminosas es debido a una lcétino. yvya que las ceé¢lulas
rizobiales tienen carbohidratos de superficie semajantes a
polisacdridos capsulares, 1las cuaies se¢ unen a las moléculas
complemsntarias encontradas en las raices ‘las lectinas®. Las

lectinas en raices han sido reportadas en frijol y chicharo.(38)

Las lectinas también se pueden obtener de invertebrados
-cr{ti-ol. como son las lectines extraidas de la alwmeja
Negapitearie squelida vy 1la del caracol terrestre, Welix
espersa.(1,15) Asi como se encontré en estos moluscos la
presencia de lectinas, e sigue buscando en nuavas

fuentes.(19,44)

ta forma comdnmente usada para detectar la presencia de una
lpctina, se llevé a cabo realizaondo la prueba de aglutinacion
celular, Poniendo en contacto wno suﬁpenston‘d- eritrocitos
lavados eh solucién salina y 1la solucién  que contenga ¢ la
lectina. Asi la reaccidn negativa serd la sedimentacién de los
eritrocitos y la reaccioén positiva serd la formacién de
agregados. Los eritrocitos tienen en su superficie al receptor

el cual se ligard con la lectina.



Con distintos tipos de glébulos rojos, © soluciones de
carbohidratosy es posible definir la especificidad serolégica vy
quimica de la 1lectinas. Se han logrado detectar lectinas con

. especificidad hacia 1los grupos sanguineos A y Oy pero ha sido
dificil encontrar una lectina con actividod especifica hacia el
grupo sanguineo B, Se ho reportado que el extracto de la semilla
Bandereia simplicifolia presenta simultaneamente ofinidad por

los Qrupos sanguineos A v E, sunque aglutine con mayor potencia

este dltimo,

En esta tabla se presenta diferentes fuentes de lectina con

especificidad serolégica. (45)

Fuente Especificidad serolégica
Phaseoclus limengig
Phaseolus lunetus
Vieiq peregrisa
Vicia cracca
Viecia villosa
Dolichos biflorus
Crotolaria faleata
Crotoleria cegyptiaca
Lathyrus sylvestreis
Hyptis suaveolens
Clytocibe nebularis
S8upbora japonica
Coronilla vaira
Calpuring aurea
Crotoelaria usaraemoensis
Crotolaria striata
Bardereia simplicifolia
Careagna frutlenx var Ratifolia
Bandereia simplicifolia
Cystisus gsegsiliofolius
Tetrogonolubus purpureus
Ulex omericanus
Ulex suraopeus
Vicia graomsinsa .

>
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En algunas investigaciones se reporta que 1la lectina
facilita la agregacién coluiér, formando puentes entre las
células idncrementando 1la cantidad de eventos de adhesién
celular. Al modificarse la distribucién del receptory se

facilita el contacto célulo-célula.(33)

Otros cientificos afirman, que después de haber hecho
experimentos econ lectinas marcadas radiactivasente, el in-
cremento en la aglutinacién es consecuencia de cambios en la
distribucion topogrdfica de 1los receptores y tombién debido a la
fluidez de 1la msembrana que permite la agrupacién de 1los

receptores en uno de los pelos.

Hay lectinas que por ser molé¢culas muy pequefflas, ne alcanzan
a enlazar los receptores y @5 necesario agregar polimeros, para

incrementar la aglutinacidn.(45)

Otros factores importantes que influyen en la asociacion
carbohidrato lectina son el pH y la tesmperatura. La mayoria de
las aglutininas reaccionan entre un pH de 4.5 a 11. A pH bajo la
carga de la superficie celular es reducida y a pH alcalino hay
una gran interaccién celulatr. La tesperatura estd relacionada
con la fluidez de la membrana y ésta necesita fluider parac que
los receptores se muevan.(38) Las aglutininas pueden presentar
reacciéon en valores de 4 Ca 40 E. A 0 C la movilidad de los
receptores es reducida.(l) Los ogentes que reducen la polaridad
ctomo el etilenglicol incrementan lo especificidad de la lectina.
Algunos iones metdlicos también ejercen un efecto no especifico

[ ] la interaccion carbohidrato lectinag facilitando la
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complejacién entre las entidades con una carga similar o
favoreciendo 1la hidrofobicidad,s(13) Los 1lectinas que requieren
iones metdlicos son muy sensibles a las variaciones de pH. A pH
bajos los iones metdlicos son 1liberados y la lectina pierde su

actividad. (29,30} !

E€s importante mencionar la influenciec de 1la pureza de
la 1lectina, como es el casc de la Hura crepitans, que al
purificarla, su actividad hemaglutinante se incrementa 300 veces

mds. (11)

Las lectinas poseen afinidad < glicoproteinas, células
{como a los glébulos rojos vya mencionados) y virus, ya que se
identifican por interactuar, reconocer o ligar carbohidratos u

oligosacdridos en la misma forma en que lo hacen los anticuerpos.

Las 1lectinas no alteran la composicion de los
carbohidratos, por 1o que no tienen propisdades enzimdticas, pero
guardan lo-QJnnia a las enzimas en el meconismo que explican su
especificidad, empleando el modelo de la *llave® vy la
*cerradura®y vya que reconocen a sSu estructura particular.
Tombi#n tienen wds de un sitio de reconocimiento, por lo que
pueden adherirse a uno [} mis receptores, puds son

polivalentes,(43)

Se puede invertir el fendmeno de agregacién adicionanado una
solucién de carbohidratos. Esta prueba es semejante a2 1a accién
de inhibidores competitivos de las enzimas. Los carbohidratos

forman parte del determinante antigénico del grupo sanguinec
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correspondiente. Los lectinas .que son especifices para el grupo
sanguineo A, se inhibirdn con N-acetil-galactosanina y sus
derivados glicasidicos, en cambio 1as lectinas que. son
especifices para el grupo sanguinec 0 (H) serdn inhibidas can
L~fucosa. Muchas de las lectinas pueden ser inhibidas por
carbohidratos sencillos, tonsiderando as{ que son gspecifica para
determinado ezdcar, Las o~glicosilproteinas naturales son
sejores inhibidores que los glicanos libres lo que se sugiere gue
s® produce intevacciones hidrofabicas durante 1o intevaccién

lectina carbohidrato.

84 1los eritrocitos son tratados con enzimas tales cowmo
tripsinas pronasa o popainay 1la capacidad de aglutinacion aumenta
notablemente, ya que se cree que hay un ‘desenmascaramiento’ de
4nh namero grande de receptoresy los cuales se vuelven accesibles,
Tombieén @1 remover residuos de dcido sidlico por peuraminidasa
purde llevar o un incremento en 1a aglutinacién, por 1ga

exposicion de ciertaes terminales, como residuos de galactosa.(3B)

Lat lectinas de los leguminosas han sido divididas en dos
grupos, las encontradas en los géneros Len, Pisum y Vicia,
compusstas de das cadenas de alto y dos de bojo peso molecular.
Los cadenas muestran una secuencia hombloga de aminodcidos, son
especificas @ Qlucosday ®meposa vy estimulap la wmitosis en los
linfocitos. E1 oatro grupo de lectinasy estd constituido por
" cuntro cadenas similares o diferentes, tienen especificidad a

varios aqzdcares. La concanavalina A (Con A) de la Canavalia



ensiformis pertenence a1 este grupo. La Con A tiene regicnes

con una secuencia homfloga de aminodcidos.(14)

Otros autores las agrupan como lectines termoldbiles vy
termpestables. Estn divisién se ha observado en €1 germen de
trigoy al exponerlo a 110 C por 30 minitos en autoclave. La
actividad de lectina se present6 en las fraocciones de gliadina y
glutenina d4cido-solubles. Este acontecimiento s ha relacionado
con individuos que qenéﬂécunente tienen intolerancia al germen de
trigo ocasiondndoles enteropatia. Douglas y Weiser en 1974,
sugirieron que el germen de trige causa dafio intestinal o‘olqunos
pacientes. Estas lectinas a4 las que se refieren los

investigadores deben ser las lectinas termoestables:(5,36)

Respecto a la composici6tn de aminodcidos se reporta que la
mayoria de 1las lectinaes carecen de cisteina y metionina 9 tienen
un contenido alto en d4cido uspdrtico} 1o cual explica su bajo

punto isoeléctrico.(9,34)

Los mitédgenos son herramientas dtiles en Inmunologie porque
activan diferentes poblaciones de linfocitos, evaluando asi la
funcion de #stos. Tales sustancies inducen la sintesis del DNA,

dan origen a blastos y a la divisién de los tinfocitos.(14)

Un gran namero de lectinas, especialmente las aisladas de
plantas, tienen la capacidad de inducir 1la transformacién
blastogénica de diversas especies de linfocitos. Como la lectina
de Phoseolus limensis que actda en linfocitos humanos, pero no

en linfocitos de raton, En caombio las lectinas de Lens
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culinaris vy Phaseolus caccineus actdan en ambas especies.
Ev?dencius experimentales hon sugerido que los sialocon,jugados de
. la syperficie celular, en particular los sialoglicolipidos de la
membrana estdn involucrados en la respuesta blastogénica &ellas
células linfoides. Lo implicacién de sialoconjugados como
aceptores por ciertas 1lectinas mitogénicas han sugerido que las
ilctinoi que se enlazan 4 B-I-galactosa o N—ace;ilqolnctosominc
subterminal induce wmitogénesis solo después del tratamiento de

las células con neuraminidasa. (40)

Hay lectinas que producen el efecto wmitogénico, unas- tienen
habilidad de estimular solo a .los linfocitos T ¥ otras a los
linfocitos ©. A pesar de tener efectos distintos én los dos
tipos de poblaciones celularesy las lectinas actdan en ambas
células. La fitohemaglutinina (FHA) y concanavalina A (Con A)
estimulan poblaciones de linfocitos T (2,4), el wmitégeno de 1o
fitolaca (PWN)> estinﬁlo a ambos 1linfocitos T vy §B de diferentes
especies de animales y el wmitégeno hidrosoluble de Nocardia
(NESM) que activa preferentemente o'lns células B.(4) E1l mitdégeno
de la fitolaca, parece ser md4s potente estimulante de células B
en el humano que los lipopolisacdridos.(10) Hay otras lectinas
wmitogénicas como es la lectina del escarabojo @&llomyrina
dichotoma, que presenta actividad en linfotitos de ratén, rata

y humano.(22)

Se han llevado a cabo investigaciones en donde se demuestra
]
que los 1linfocitos de sangre periférica de carnero, responden

mejor al mitégeno que lbs linfocitos de la linfa. Esto es debido
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a que 1los macréfagos se encuentran. en cnntidodes‘pequeﬂus en la
linfa. Lo baja cantidad de macréfagos es el factor limitante en
este sistema.(12)Pués tienen una gran cantidad de funciones en la
respueta inmunitaria. Los macrdfagos tienen gran importancia en
la presentacion de los antigenos a los 1linfocitos.Pués el
macréfago marcard que télulas T seréd inducidas para ser
estimuladas.También secretan sustanciocs bioldgicomente activas
que modulardn la magnitud y tipo de respuesta de los linfocitos
T y By aumentando © suprimiendo 1la divisién celular o 1la

diferenciacidn. (14)

La actividad mitogénica va en funcidn de la dosis, algunos
trabajos reportan, que un extracto crudo regquiere para inducir su
mdxima activacién dosis mds altas que el extracto purificado.
Este @8 el ejemplo de 1la lectina de 1a Lathyrus sativus,
eh donde s necesita 0.5 mg/ml del extracto crudo para inducire
la mayor adactivacién y en cambio con 1la fraccién purifice-
da por afinidad cromatogrdfica, la osti-ulociOn. mixima se logrd

adicionando 50Hg/ml de la fraccion.(9)

Se ha visto que algQunas lectinas como la L. ochrus disminuye
la capacidad de inducir wmitosis (3 a 10 veces) al separar o las
isolectinas, en combio presenta un efacto sinérgico al

encontrarse las dos.{3)

Es interesante hacer notar, que la mayoria de las lectinas

mitogénicas son sspecificas a D-glucosa y D-manosa. (45,9)
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Otra de las propiedades biolégicas de las lectinas es la
modulacién  de la respueta innhne. Al igual que la actividad
mitogénica, dependerdé de 1la dosis, estoendo en funcién de 1la
naturaleza del antigeno que provoca la respuesta inmune y del
intervalo de »uplicacion. La primera inmunizacion locai fue
ejecutada por Romer (1901) quien aplicé pequefias dosis re-
petidas de abrina en una de las conjuntivas de’ un conejo, la
inmunizacién o dosis téxicas se desarrollé solo en el ojo
tratado. Algunas lectinas como la concanavalina A vy el mitogeno
de 1la fitolaca son conocidos por suprimir 1lo resp;estn inmune
normal, Se bhan investigado otras lectinas como Amaronthus
Rlaucocarpus y MHachaerocereus eruca y se ha visto que eéstas
bloquean la produccion de anticuerpos, produciendo
tn-unosﬁpresidn. Aparte de 1la propiedad de modular, también las
lectinas antes mencionadas inhiben la actividad fagocitica de los

macrofagos. (43)

Respecto a la toxicidad, se ha visto que ciertas lectinas
producen lesiones patoldgicas en animales de experimentacidn. Se
ha observado que la ricina, abrina y crotina, producen efecciones
macroscépicas y microscépicas similares. Las hemorragias locales
s@ observan frecuentemente en el sitio de inyeccién. ta accién
toxica de la ricina puede ser explicada por una interferencia con
algdn proceso wetabolico en el higado. En 1966 Dirheimer observé
que la ricina provocaba un aumento @n los valores de ureay
glucosay bilirrubinay transaminasas y d4cido ld4ctico en ratas. La
hipoglicemia observada por Hintz y colaboradores (1967) en rotas

alimentadas con dieta de frijol crudo puede tombien ser
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.indicativa de reduccién en la obsorcién intestinal de glucoso.

La reaccion  entre la aglutinina y la membrana celular resulta en
una alteracién de 1la funcion celular produciendo el efecto
ténico. Solo aquellas células relacionadas a los receptores por

la lectina respectiva pudieraon ser afectadns.(24)

El mecanismo de accidn en los casos de la rieina y de la
abrina han sido estudiados por Olsner y Phil en 1974. Se sabe
que tanto 1la abrina como 1la ricina constan de dos puentes de
azufre. Las codenas B son las que se enlazan a carbohidratos de
la membrana vy permiten asi la internalizacién de 1las cadenas A

que vienen aq blogquear la sintesis de proteinas y provocan 1la

muerte celular.

Los usos de las lectinas se pueden resumir en?

1)Tipificacibn de grupos sanguineos

2)Tipificacitn de personas secretoras

3)Estudio de la arquitectura celulor y de leos cambios
sufridos por una transformacidén maligna

4)Modulacién de la respuesta inmune .en el transplante
de 4rganos y tejidos

S)Preparaciédn  de reactivos toésxicos especificos
dirigidos contra células tumorales

&)Estudios de nutricion para la evaluacion de alimentos

7)Evaluacion de 1los linfocitos humanos

8)nndlisis de la distribucién de 1los socdridos de la
seadrona de los espermaotozoides para encontrar las

diferencias entre el semen eyaculado.(25y31,33,36,41)
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Grupos sanguineos!i(14)

En la superficie de los eritrocites 3e eacuentron
determinantes antigénicas. Estos son el reéultodo de los genesy y
se han clasificado en grupos sanguineos. Los antigenos son
heredados como productos de un gen sencillo o de un conjunto de

genes estrechamente ligados.

Grupos ARD:(14) R

Laos investigaciones de Landsteiner en 1901 fueron acerca del
1a aglutinacidén de los eritrocitos humanos al ponerse en contacto
con suergs humanaos. Encontré que las células de personas del
-grupo B  aglutinaban suero A y personas del grupo A aglutinaban
suero B. Si las células no aglutinaban ningdn suero pertenecen
al grupo sanguineo 0. Estas personas tienen onticuerpos anti Ay

anti B y el dltimo grupo 1 cual no presenta anticuerpos es el
AB.

Los determinantes antigénicos A y B  estdn constituides por
carbphidratos Los antigenos pueden encontrarse en los liquidows
cgrpgorales en forwa soluble. La sstructyra A y P 5@ muestra en

1o figura 1.

Lo cadena precursore de los antigenos es llamada sustancia
H, ®sta formada por N-acretil glucosamina, galactosa y fucosa. la
N-acetil galactosamina se sncuentra en @l grupo A ¥y lo galactosa

en el qrupo B estdn unidos al d4ltiso residuo de la galactosa de

18



la cadena. La diferencia encontrada entre 1las susbstancias del

grupo A y B es el reemplazo del grupo OH en H por el grupo CH
CONH en A,

Las glicoproteinas de los grupos sanguineos poseen pesos

moleculares cercanos o 300 000. Lu diferencia entre los qgrupos A
Yy B ofecta s50lp Q yng parte pequefin de en la macromolécula,

Los genes aleélicos Ay By ¥y O determinan a 108 grupos
sanguinecs ABO. Estos genes producirdn  laos enzimes tronsferases
las cuoles conjugan loe azdcares al carbhochidrato precursaor. Estas

transferasas %0n  especificas. " La transfevrasa A pdra la

N-acetilgalactosoming y la transferase B para la galactosa. E)

gen O no produce +transferasa. Las personas gQue pertenencen aQ
este grupo sanguineo solo poseen 1la substancia precursaray la

sustanciq H,

La cadena precursora es influlda por una transferasa que

conjuga 1@ fucpnsa a la galactosa.

El grupo sanguineo A es subdividido en los subgrupos Ay A,
en bose al ndmero de sitios antigénicos A sobre ¢l eritrocito.
tas persones gque pertenecen a los gQrupos Ay AB el 80X se

encuentran dentro el subgrupo Ay.

Lo gran cantidad del antigeno sobre los eritrocitos A,y se
traduce en la formocion de una especificidad antigenica nueva,

pera relativamente débily como consecuencia de dos oligosacdridos

A wuy cercanas.
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Las personas del subgrupo Alpueden tener anticuerpos Ap. Hay
subtipos de A que poseen una menor caontidad del compuesto A que
los eritrocitos A,. Los eritrocitos Az reaccionan con‘ una
aglutinacidén muy escasa con anti-A, los eritrocitos Ay no son
aglutinados con anticuerpos anti-A del suero del grupo By, en
contacto con el suero del qrupgv 0 es capaz dé producir uJna

reaccion débil.

Las 1lectinas se emplean para la diferenciacion de los

subgrupos A; ¥y M. Esta el ejemplo de Dolirchos biflorus que
aglutina solo a las células A;. (14) ’

Grupo Sanguineo Antigeno hni?cuerpo
A, A+A, anti~-B
Ay A+H anti~H
(anti-n, )
B B anti-A
[+] H anti-A y
anti-B
A B AtA, +E ———
A B A+E(+H) Canti-A,)
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Aglutinacioni(la)

Las reacciones de aglutinacidn y de precipitacion son muy
utilizadas en las técnicas de los laboratorioss Estns reacciones
tienen un alto grado de sensibilidad.

En los reacciones de aglutinacién los redctivos son el

antigeno vy el anticuerpo.

Las reacciones de aglutinacién se subdividen en aglutinacion

directa e indirecta o pasiva.

La aglutinocion directai aglutinacion de up antigeno forme
como eritrocitosy leucocitos y microorganiswmos que al ponerlos en
contacto con el anticuerpo formardn acdmulos apreciables a simple

vista. Estas reacciones son wuy empleadas en el diagndstico

clinico.

La oglutinacién  indirectad aglutinacidén del antigeno en
soluciép adsorbido en particulas inertes. Las particulas
empleadas con mayor frecuencia son los Qlobulo rojos, bactierias

suertas, bentonita ¥y latex poliestireno.

Las ventajas de estas determinaciénes es que son répidas,

poseen mucha sensibilidad y no requieren equipo Muy costoso.

Inhibicion de la aglutinacion?

El anticuerpo se incuba previemente con el antigeno
homdlogo eoluble o© de reaccidn cruzada. Posteriormente se

agregan eritrocitos recubiertos con el antigeno.
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tinfocitol(14)

E1 1linfocite es una célula wmononuclear con cromating
densamente empaquebndu.bFreﬁenta un citoplasma muy pequeflo.Se
dividén en dos tipas de linfocitos, linfocitos T y linfocites B,
Los linfocitos T se desarrsllan en el timo son necesarios para
diferentes tipos de reacciones como regular 1la produccidn de
inmunoglobulinas, destruir 1las células infectadas y medir la
hipersensibilidad tardia. '

Los linfocitos E se desarrollan de una  célula madre
pluripotencial que puede generar todos los diferentes tibos de
células hematopoyéticas, 5e generan en ia médula 6sea, son

precursores de la células plasmdticas que producen anticuerpos.

Linfoblasto!

Tienen un ndcleo que se distingue por poseer eucramatinag
laxa, ndcleo grande y un gran volumen citoplasmdtico., Mide de 15
a 30  micras. Se encuentran in vive en 1los ganglios linfdticos
e in vitro en cultivos de linfocitos estimulados por mitdgenos.

Nistribucidn de los linfocitos en diversos tejidos del hombre!
porcentaje aproximado

Tejido Células T Células R
Sangre periférica £5-75 15-30
Médula 6sea <25 >75
Linfa >75 <25
Ganglio linfdtico 75 25
Bazo S0 50
Amigdalas S0 S0
Timo >75 <25
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Activacién de los linfocitos!’

Es una téenica in vitro, empleada para evaluar la inmunidad
en los enfermos infecciosos, que padecen algdn cdncer,
autoinmunidad e inmunodeficiencin. La transformacién linfocita-
rin e@s un concepto semejante wutilizado por Nowel en 1%60,
que describe 1los cambios que resultaban cuando 1los linfocitos

eran estimulados con mitégencs.
Hitdgenosi(14)

Los mitégenos son sustancias capaces de estimular a 1los
linfocitos in vitro entre ellas estd4n productos de bacterias,
enzimas sustancias poliméricas, que provocan la sintesis del I[INA,y

la formacién de blastos y la divisiéon de los linfocitos.

Dentro de los ftitomitégenos (lectinas) encontrados mds

comunmente en la literatura estdn?

Fitohemaglutinina(PHA)
Concanavalina A(Con A)

Hitégeno de la fitolaca (PWN)
Mitosisi(B)

La mitosis es un mecanismo por el cual la célula distribuye

en cantidades equivalentes los diferentes componentes que se han
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duplicado durante lae interfase. Para su estudio, el fendmeno se

divide en profase, metafase, anafase y telofase.

Profase?

El comienzo de la profase es indicotiyo por la apariencia de
los cromosomwas como fibras delgados en el interior del ndcleo.
ta condensacién ocurre por un proceso dé enrollamiento y un
cambio simultdneo en 1los bloques de heterocromatina, Al mismo
tiempoy lo célula comiehza a ser viscosa. Cada cromosoma en la
profase esta compuesto por dos filamentos enrollados, 1las
crondtides? Las cuales son el resultado de la replicacién de los
cromosomas durante el periodo  "S". Al avanzar 1la profase, las
cromdtides comienzan a cortarse y a espesarse. Los cromosomas se
aproximan a la @envoltura nuclears E1 movimiento centrifugo de
las cromdtides indican que se avecina la desintegracidn de la
membrana nuclear y el fin de 1la profase, en este tiempo cada
cromosoma parece estar compuesto de dos elsmentos cilindricos
paralelos que se encuentraoan proximos. Se observan otros cambios
como la reduccién del nucleolo vy su desintegracidon dentro del

nucleoplasma.

Hientras se llevan a cabo 105 procesos anteriores, en el
ndcleo del citoplasma el cambio sobresaliente es la formacidn del
huso, hecho de wicrotdbulos. La apariencia del thuso estd
relacionada a la existencia de los centriolos. En la profase
iempronn hay dos pares de centriolos. Cada uno rodeado por el
dster, compuesto por microtdbulos que radian en todas

direcciones. Loz dos pares de centriolos migran a lo largo con
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los 4steres describiendo una trayectoria circular a trovés de los
polos. iLos centriolos se replican durante la interfase

generalmente durante el periodo *S°*.
Metafase:d

Algunas veces la transicién entre profase ry metafase es
liamada prometafase. Este es un periodo muy corto en el cual 1la
envoltura nuclear se desintegra y los cromosomas estdn en un
desorden aporente. Después de que las fibras del huso invaden el
4drea central, sus microtdbulos se extienden. Los cromosomas
empiezan a aproximarse por los-:inetocoros a . algunas de las
fibras del huso, ellos padecen movimientos oscilatorios hesta que
comienzan a orientarse radinlmente en el plano ecuatorial vy

forman la placa ecuatorial.

La mitosis en la cual el huso tiene centriolos y dsteres es
llamada ostrni y se presenta en células animales y algunas
plantas inferiores. Lo wmitosis en que los centriolos y dsteres
estdn ausentes es llamada anastral y se da en plaontas superiores,
incluyendo todas las angiospermas vy la mayoria de 1las

gimnospermas.

En ciertc manera, en la mitosis astral la formacién del huso
@5 un mecanismo, e} c¢ual dirige la distribucién de 1os centriolos

entre las dos células hijas.

22



Anafase?

El cambio ' de fuerzas que caracteriza a la metafase es roto
por 1la separacién de los centrémeros. Los centrémeros se mueven
separadamente vy las c¢romidtides se apavrtan, comenzandd suU
inmigracién a través de 1los polos. E1 centrdmero siempre divige
el resto de la cromdtide o crowmosoma hijo. Durante la anafase los
microttbulos de las fibras cromosomales se& acortan de un tercio a

un quinto del largo original.

Telofase?

La migraciotn de 1los polos de los cromosomas marca el
comienzo de la telofase. Los cromosomas comienzan con
desenrollarse Yy se wvuelven leno; condensodos, de alguna forma
recapitulando o la profase pero en direccion inversa. Los
crn;osolns se rednen @n wmasas de cromatinge que se rodean por
segnentos discontinuos de envoltura puclear. Estos segmentos Qe
funden para hacer las dos envolturaes nucleares. Duronte 1las

.fases finales el nucleolo reaparece. Ocurre la citocinesis que es

el procteso de separacién y segmentacian del citoplasma.

Mitosic in viteo! (14,8

tos 1linfocitos pueden ser inducidos a mitosis in

witro cultivdndolos en presencia de mitégenos, en este cCaso

lectinas, 72 horas ®s el tiempo en el cual lo mayor parte de los
mitogenos producen su maximo efecto sobre la sintesis del DNA.

Para poder observar la mitosis a travées del wsicrosc6pio a los

cultivos se les agrega colchicina que detendrd a las célulac en

i
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la etapa de metafase. Los mitdgenos son substancias que
estimulan a los finfocitos b4 no requieren de huésped

sensibilizado.

24



Fig.1 ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS DETERMINANTES ANTIGENICOS A,B Y H

Diagrama de la estructura quimica propuesta de los determinontes
antigénicos AyB vy H de los.grupos sanguineos. Los azGcares estdn
unidos por cadenas de corbohidratos o una cadend peptidica.

Glusglucosas Gaolsgalactosay Fucsfucosa y Nacsgrupo N~acetilo.
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Fig.2 HONOSACARILOS ENCONTRA[!Oé EN MEMERANAS
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AT g ng/,?. \gn
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Representacién de monosacdridos encontrados en neubrnhoe externas

de células onimales.
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FENOMENO DE ZONA

Fig.3

L]
e .
\ . . // » P.‘\\\‘

“

'A-Exccso de anticuerpo BzsExceso de antigeno C=zona de equivalencia
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Fig.4 cICLO CELULAR

SgJ

‘ ,/m:%@” -'
A %

Condensacién y descondensacion de los cromosomas. G , los
cromosomas estdn completamente dispersos} Sy ocurre la
duplicaciond G » 1la condensaciéon comienza. M, metafase y A,

anafase en donde los centréomeros son visibles.
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Fig.5 MITOSIS

13

A=profasa, los cromosomas y nucleolos se wmuestran como hilos
delgados, en el citoplasma se cbserva el 4ster con los pares de
centriolos. B=profase en etapa avanzada en la cual los cromosomas
se. han acortado. C=profase tardia, 1la envoltura nuclear se
desintegra y 10% cromosomas s@ aqqregan @ las fibras del huyso,
D=los cromasomas se «agregan a lo largo del plano ecuatorial
E»anafasey los cromosomas hi jos son precedidos por los centrémeros
moviéndose hacia los polos. F=telofase, el nucledlo hijo estd en
el proceso de reconstitucion,
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Fig. 6 LINFORLASTO

Representacison de un linfoblasto. L=lisosama, G=golgi,
P=polirribosomas,; N=npucledlo, R=areticulo endoplassdtico granuloso,

E=sucromatina, M=mitocondria.
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CAPITULO 111

. HATERIAL Y HETODOS:

MATERIALS

Fara este estudio se emplearon las siguientes semillas de

leguminosas colectadus en distintas partes del pais!

Nombre Comdnt Nomb re Cientifico?} Lugar de origent

-~Cacahuanano «Bliricidia sepium ~0auaca

—€Colorin —Ervthrina umeri:n;u ~Valle de Méiico

-Frijol del Honte —Phnseolus.lunatus —Sinaloa K

-Frijol Negro Jamnpa ~Fhaseolus vulgaris -Edo. de Méixico

~Jackbean ~Canavalia ensiformtsb ~Veracruz

~Lentajn ~fLens esculenta ~O.F.{tienda de
autoservicio)

—*Nescafé® ~Stizobium cinerium =Veracruz

~Fata de Vaca ~BEahuinia purpurea -Edo. de Morelos

~Tabachin ~Delonix regia ~Morelos
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METONOS ¢
1)Preparacidn de los entractos crudos de lectinas?

Despues de abtener Ins muestras fTinamente molidag,
(desengrasadas si se amerito), se suspendéerun 2.5 g en 25 ml de
solucidn de cloruro de sodic al 1% y se efectud la extraccidédn con’
agitacidn mecdnica durante dos horas a 300 rpm. quo&o este
Qiemp;, se ceptrifugd el extracto o 3000 rpm durante 15 minutos,
el sobrenadante se Filtré a través de un filtro de vidrio de poro
grueso con ayuda de vacio, en algunos casos el residuo se lave
con mds solucién salins al 1%, llevando los extractos al veolunen

inicinl.

S¢  dividisron los extractos en dos perciones una con 10 ml
de entracto ¥y otra de 25 ml  y ambos fueron congelados para su

posterior anAdlisis.
Vbeterminacién de proteinas:

Se utiliz6 el método de Lowry modificado por Hartreé (17)
Esta determinacitn esta basuda en la formacién del complejo de
Cu, Na y K con el reactivo de Folin-Ciocalteu. Se utilizéd un
estdndar de albdmina con una concentvacidn de 4001{g/m1. con el

cual se realizé la curva estdndar.
Curva estdndar?

Se midieron alicuotns de 0.1, 0.3, 0.7 y 0.9 ml del estdndar
de albaminay se utilizé up blanco de agua. En lo figure 7 se

muestra lo curva estdandar obtenida. For lo que se reliere a los
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problemas (extractos crudos), se realizaron diluciones de 1:50 de
cada uno de estoss tomando alicuotas de 0.5 ml excepto en el caso
del Tabachin que se hizo una dilucién 12825, tomando también una
alicuota de 0.9 ml. Tamhién se realizé esta determinacién en la
fitohemaglutinina comercial, 1la cual se utilizé coma control
positivo en 1la actividad mitogénica, de esta se tom& una alicuota

de 0,15 ml,

Se diluyd con agua destileda a un volumen +Final de 1ml,
Posteriormente se agregé 0.9 ml del reactivo A a cada tubo. Se
incubaron 20 wminutos > S0 C enfridndolos 12 minutos a
temperatura ambiente. [lespués se les affadié 0.1 ml del reactivo
B dejdndolos reposar 10 minutos. Por dltimo se les agreqgd 3.0 ml
del reactivo Gy se agitaron, incubdndose inmediatamente o 50 C
durante S5 minutos. Pasado este tiempo se dejé enfriar a

temperatura ambiente. Los tubos fueron leidos a 500 nm.

Preparacién de los reactivos! A, B y C.

El reactivo A fué preparade con 2.0 g de Tartrato de sodio vy
potasio mds 100.0 g de Carbonatoc de sodio diluidos con 100.0 ml
de Hidronido de sodio 1M y posteriormente se aforé o un litro con
agua destileda.

Al rveactivo B se le afiadid! 2.0 ¢ Tartroto de sodio vy
potasio, 1;0 g de Sulfato de cobre y 10.0 w1l de Hidréxido de

sodio 1M. Afordndose a 100 ml con agua destilada.
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En el caso del reactivo C, se  hizo una dilucién 1! 15 del

reactivo de Folin Ciocalteu,

3)Determinaciédn semicuantitativa de hemaglutininas (6,7,19),

Para esta determinacién se outilizé unicamente sangre de

conejo.
freparacién de la sangre:d

Una vez que se sangrd al animal, via puncioén cordiaca. La
sangre se colocd en un motraz pequefio conteniendo 1ml de citrato
de sodioy se agité y trasvasé a tubosy asi la sangre fué
centrifugada elimindndose el plaswma, Se lavd 3 veces con
solucidn salina -al 0.85% para eliminar la hemoglobina liberada

por hemdlisgis,

La relacién paguete celular/solucién salina fue de
aproximadamente 15, Se centrifugé a 3000 rpm durante 10

minutos. MDespués se ajustd la concentracién al 4 X.

Sensibilizacidén de los ¢glébulos rojost

A cada 10 ml de suspensioén de globulos rojos al 4%, se les
adicionéd 1 ml de sclucidn de tripsina al 0.1X en socluciédn salina,
(ectividad oproéilodo de la +tripsina es de 10,000 unidades de
BAEE por mg &e proteina) y se colocaron en 1la incubadora por
espacio de { hora a 37 C. Después se centrifugaron para eliminar

la enzima y se lavaron con solucién salina 0.85%.
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Terminando el dltimo luvudo se resuspendis el paquete de

glébules rojos en el volumen original,
Ajuste de la suspensi6n de glébulos rojos:

Se tomé 1 ml de la suspensiéon de glébulos ro,jos  Ya
sensibilizados v se agregaron 4 ml de solugion salina al 0.85%.
Se leyd en el espectrofotdmetro a 620 nm uscondo un adaptador de
celdas que permite el paso de soglo un haz de 1cm de luzy

empleando como blanco soluci6n salina al 0.85%.

La lectura que se debe obtener es de 29% + 3 de
transmitancia. Por 1lo que se realizd una dilucién pare gue la

suspension de glébulos rojos quedara dentro de estos valores.
Microtitulacion:

En las placas con fondo en *V para microtitulacién, se
colocd en cada pozo 50}41 de solucién salina al 0.85% con

pipeteador evitando tocar las paredes del po=o.

A continuacidn se cargd el microdilutor de 50H1 por contacto
con la superficie del extracto y se procedité a realizar las

diluciones sucesivas en las hileras o hilera escogida.

Por Gltimo se administrd en cada pozo S0Ml de la suspensién
de glébulos rojos sensibilizados y ajustedos:. Se roté la placa
en forma circular y se llevd a la incubadora a 37 C por espacio

de una hora.
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Lecturas

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién  se colord 1a
placa sobre el dispositivo de lectura., Se observd la imagen del

fondo de los pozos de cnada hilera de prueba en el espejo.

£l titulo 1lo did 1a maxima dilucién que presenta

aglutinacidn.
4)Actividad mitogénical2S)¢

Se utilizéd como medic de cultivo F-10 el cual se prepard de
la siguiente forma! 10 g de Folvo Nutrient F-10 (Nutrient Mixture
F~10, Grand Island Eiological Company) ¥ 1.2 g de Kicarbonato de
Sodios Se afor® a 1 litro con agun destilada y se esterilizé por
filtracién en membrana Millipore de 0.22 Micras de didmetro. A
este medio se le affadid 100 ml de suero de ternera, 100 u/ml de
penicilina G, 100}{g/m1 de estreptomicina vy 250/4q/m1 de

anfotericina, Se llevo a un pH de 7.2 + 0.3.

La operacién se realizé en campana de flu,jo laminar en
condiciones estériles. En cada uno . de 1los viales se colocod S ml
del medio F~10, el extracto de la 1leguminosa y 1 ml de sangre

total humana heparinizada,

Las dosis wutilizadas de los extractos crudos de lectina
fueron de: 20, 200, 1060 vy 10 ﬁ1q. fara llevar a cabo las
diluciones para obtener estas dosis, se tomé en cuenta la
concentracién de proteina encontrada en cada uno de 1los

extractos.
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El primer experimento que se hizo de actividod mitogénica
fué con la dosis de 20 microgramos. M todos los extractos ce les
llevé a esta concentracién, porque es 1la concentrocidﬁ de
proteinas a 1la cual el control positivo (fitohemaglutininal,

presenta una buena actividad mitogénica.

Después se trabajeron con las dosis antes mencionadas, para
pader comparar si las dosis  en los que se presenta actividad

difieren del control.

Al control negative no se le afiedid ningdn extracto crudo de

lectina.

Los cultivos se colocaron en la incubadora a una temperatura

de 37 C durante 72 horaes.

A las 71 horas se qgregd O.! microgramos de colchicina por

cultivos para detener a Ias células en setafase.

lLa colchicina se preparés medionte 100 w1l de buffer de
fosfatos 0.2 M (pH=7.2), 1 mg de colchicina y 1 ag de rogyo de

fenol.

Una vez affadida 1a colchicina se dejdéd una hora ®mdés en la
incubadora ﬁurq que 5S¢ cusplan las 72 horgs ¥y a unpa teswmperaturag
de 37 Ce. Los cultivos se centrifugaron elisinando el
scbrenadante vy el botdn se resuspendid en 3 ml de una solucién de
KCl 0.075 M. Se dejaron con esta soluciém hipoténica por espacio

de 45 sinutos a tesmperatuta de 37 L. Se volwié a centrifugar,
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eliminando el sobrenadante y al botéon wuna ve= perfectanente
resuspendido se le afiadis S sl del fijador Carnroy, el cual esta
compuesto. de 3 vcldmenes de wmetanocl por 1 voldwen de 4cido

acetico.

El botén se wvolvio a resuspender y se dejo en contacto con
el fijador 10 winutos. Se centrifugd una vez mas vy se repitio
este paso hasta gque el fijodor se observo transparente y el botén

de color blanco.

El1 botén se resuspendid en_ 1 =l de solucién fijadora y se
dejaron caer 5 gotas de esta suspensién en el correspondiente
portaobjetos, a3 una altura aproximada de 1% a 20 cm. Se fijaron
a 1la llama, se dejaron enfriar y por 4ltimo se lavaron con agua

destilada.
Tinciodni

Las laminillas se tifleron en May Greenwald durante 20
minputos, posteriormente se tifferon en Gimsa (diluido 1310}
durante 15 winutos. Se introdugeron en ocetona 5 sinutos.
Nepués se sumergieron en acetona-xilol a partes iquales por 5
minutos. For dltiso en xilol por espacio de 35 sinutos. Se

montaron mediante bdlsamo de Canadd.

Se contaron entre 5000 o 4000 celulas en seco fuiarte para
cada uno de los extractos crudos con sus correspondientes dosis.

Diferenciando: Linfocitos, blastos y células en mitosis.

38



S5)Hemaglutinacidtn microscdpicn de los extractos crudos de

lectinas utilizando sangre humana A Khis

Se mezcl6 el extrocto crude concentrodo de cada una de las
lectines con sangre humana tipo & Rh+., Una gota del extrecta y
una gota de sangres £n el portaoocb.jetos se colocd wna gota de
esta mezclasy la cual se extendis ol poner el cubrecobjetos. Se
observaran las laminillas con el objetive 40X. La determinacién
se hizo por triplicodo. la capacidad hemaglutinante se midig

subjetivamente con la escals - a ++++.

6)Citotonicidaod de los extractos crudos sobre las células

contenidas en los cultivos(3a)?

Parg reclizar esta prueba, se aprovecharon los cultivos de
sangre que tenian la dosis de ZOOHQ del extracto crudo de muestra
utiii:odos parn observar la actividad mitogénica. Despuds de que
se agregd KC1 0'073. M vy se centrifugd para eliminar el
sobrenadante, se separd 1,0 ml del cultivo al cual se le alNadid
1.0 ml de azul de trip4n ol 1 X, obteniendo asi una diluciédn 1312,
Despuds de 5 wminutos se observaron 100 célualas mediante el
objetivo 40X. Las células teflidas se consideraron dafladaes., La

prueba se realizd por triplicada.

7)Tdmbién se planeé 1lo determinacidén de 1la aglutinacidn y
towicidad en otras células emp leando &#n este estudio

espermatozoides bumanos (38)¢

El esperma humaono se puso en contacto con el extracto crudo

de lectina 'y 1X de azul de tripdn. Despuss de S minutos se
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observd al microscopio con objetivo 40X. Se contaron 100 células
de 1las tuales las teﬂidas' fueron las que presentaron
citotoxicidad. Se trabajdé con cinco espermas de diPereBtes
donadores y para _éqda uno de estos se manejé un control negativo
el cual estaba constituido por el esperma y el azul de tripdn.
Este se efectud con el fin descartar espermatozoides que adn sin

lg presencia del extracto se encuentren ya daffados.
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RESULTADOS Y DISCUSION?

Proteina soluble?

En 1l1la figura 7 se muestra la curva esténdar de proteinas,
el método utilizudo fué una modificacidn del de Louwry por Hartree
(17). En la tabla no.1 se muestra @l contenido de proteinas
solubles encontradas en las nueve leguminosas estudiadas. Se
puede ver que las semillas de m4s alta :onc;ntrncidn fueron las
de ‘*Nescafeée®, sequida po; el Colorin. Las muestras con
concentraciones mds bajos fueron ¢l Tabachin en primer lugar y 1la
Lentejas. En general la concentraciétn de proteinas investigadas
en la mayoria de las muestras (no tomando en cuenta a las de baja
concentracion) fue alrededor de 20 g de proteina soluble en 100 g
de ‘muestra. Por 1o que se refiere a la fitohemaglutinina
comercialy, @1 control positivo, la concentracidn encontrada al
ser suy baja se reporta en microgramos por sl. La determinacion
de la concentracidn proteinas fué necesaria para tomarla como
punto de referencia en la actividad mitogénica, al hacer las
diluciones de los extractos crudos de lectinas o diferentes

dosis.
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FIGURA 7

CURVA PATRON DE PROTEINAS
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Hemaglutininas?

En la tabla 2 se observa 1o determinacion de hemaglutininas
en sangre de conejo, en donde el titulo wis alto que fué de 25 es
encontraodo en el Jackbean (17). Se corrobord en la bibliogrofia,
en donde dice que esta leguminosa oélutinn songre de apisales,
una de ellasy la del conejo. A continuacion <e encaentra la
Lentejn, presentando un titulo de 13. Se bhace notar que el
Frajol del Monte dié un resultado negativo en S$angre de conejo,
ya #5 sabido Que la lectina de este frijol aglutina eritrocitos
tipo A (17), €l Cacahuanano y “Nescafé® tampoco presentaron
aglutinacion por 1o que no  son éspecxficos e sangre de conejo.
Es posible que se llegara a encontrar aglutinacion con sangre de

hasster gue es menos especifica que la del cone.jo.

A fin de wmostror 1los resnltados de hemaglutininas de una
manera ®@enos subjetiva Y opr-ovecnandn que se. realizé 1la
determinoacién de proteinas en los extractos, se puede expresor en
términos de 1la wminima céntidod de proteina que es capaz de
producir 2glutinacidén, bajo Ias condiciones de trabajo, lo cual

se¢ obtiene indirectamente det propic titnlo. En la tabla no. 3

se maestran estos resulindos en miligramos de protefna soluble.
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TABLA 1

CONTENIDO DE PROTEINAS

g DE PROTEINA SOLUBLE

HUESTRAS EN 100 g DE MUESTRA
cacnuuauhua_“ 17.98 B
COLORIN 22,77

FRIJOL DEL HONTE 19.56

FRIJOL NEGRO JAMAPA 17.65
JACKBEAN 19.00
LENTEJA 11.59
*NESCAFE® 22.87

PATA DE VACA 17,52
TABACHIN : 9,00
CONTROL + (PHA) € 20/ g/m1

: FITOHEMAGLUTININA

.43 l



TABLA 2

BETEBEXNACIDN DE HEMAGLUTININAS EN SANGRE DE CONEJO

MUESTRAS TITULD %
CAcAWUANANG T o
COLORIN 3
FRIJOL DEL MONTE ‘ °
FRIJOL NEGRO JAMAPA 12
JACKBEAN . 25
LENTEJA 13
*NESCAFE® - °
PATA DE UACA 10
TABACHIN 3
CONTROL. (-) 0

* (SOLUCION SALINA) :

% ES LA MAXIMA DILUCION EN LA QUE SE PRESENTA AGLUTINACION
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TABLA 3

MINIMA CANTIDAD DE PROTEINA CAPAZ DE PRODUCIR AGLUTINACION

HUESTRA

CACAHUANAND

COLORIN

FRIJOL DEL MONTE
FR1JOL NEGRO JAMAFPA
JAGKBEAN

LENTEJA

*NESCAFE*

PATA DE VACA
TABACHIN

¥ wmg DE PROTEINA S0LUBLE =

mg DE PROTEINA SOLUBLE (x)

0.0
2.85
0.0

4.30 x 16°

5.66 % 1077
1041 x 16°°
0.0

1.7 x 1072

1.125

-CONCENTRACION DE PROTEINA BOLUBLE

T1TULO
2
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Actividad Mitogénicatl

En la tabla no.4, se muestran los resultados de la
actividad witogénica de los diferentes extractos de lectinas,
estandarizadas a la misma concentracidén,estos se pusieron en
contacto con el cultivo de linfocitos, para observar la copacidad
de estimulacitén de las lectinas. Se llevaron 1o0s extractos a la
concentracién de 20}@. pués esta fué la concentracidn obtenida al
realizar 1la determinacién de proteinas del control 'positivo
{fitohemaglutinina comercial). Se contaron por cada extracto un’

total de 5000 a 6000 células.

Los cultivos que presentaron un mayor porcentaje de blastos
fueron_en primer lugar el del control positivo (fitohemaglutinina
comercial), en segupndo el extrocto de Cacahuananoy segquido del
extracto de Jackbean. For lq que se refiere al porcentaje de
mitosis, sclo se encontrd en 3 extractosy con un porcentaje ye 7%
en @l control positivo, de 3X en el extracto de Jackbean y 1% en
-el Frijol del Monte. E1 resultado esperado era que en 1los
extroctos en que se encontréd mayor porcentaje de blastos debiéd
obtenerse el mayor porcenta,je de wmitosis, Uno de las posibles
motivos de que no ocurriera asi pudo haber sido que en éstos
cultives faltd tiempo para que entraran los linfocitos en
mitosis. En 1la tabla no. % se puede ver que se considerd como el
miximo porcentaje dé blastos y mitosis al control poesitivoy al
que se le dié el valor de 100 y se refirieron a &1 los extractos
crudos de 1lectinas, obteniendose el porcentaje con respecto al

control po;itivu (fitohemaglutinina comercial).
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TABLA 4

ACTIVIDAD WITOGENICA

pas1s 20M g

MESTRA LINFOCITD BLASTOS HITOSIS J0TAL DE
No. DE CELULAS! POLCENTAJE No. DE CELULAS: POKCENTAJE No. BE CELULRSE PORCENTAJE CELULAS
CACAHUANANG 4109 ‘! B0.40X 1002 XE 19,60% E 5111
COLORIN as3e 1 84,372 700 1 13,432 ! s134
FRIJOL DEL MONYE 4202 : 01.30% 953 § 18,482 1 .l 0.02x 5156
FRIJOL M. JANAPA 4315 § 02,44 19 ll 17.56% : 5234
JACKDEAN 41464 : 81,072 249 ll 18,872 3 = 0.06X% 5138
LENTEJA ' AL99 = 83.95% 203 : 14.0%% { 002
“MESCAFE® 4828 ll 87.70% A77 ‘l 12,.30% ‘I ST0%
PATA DE VACA A58 !‘ 86.70X% 483 ll 13,30 l1 5137
TABACHIN 243 1 84,01 780 | 15,192 ; 5003
COMTROL (-) 46083 ‘! a7.71% 456 ‘ 12,292 :l 5337

({SIN EXTRACYO CRUDO) 1 B 1
CONTROL (0). B 4203 ll 75.17% 1383 : 2.“-7\! ? ‘I 0.13% 5509

CF1TOHENAGLUTININA)Y 1 H 1

EL PORCENTAJE DE LINFOCITOR, BLASTOS Y MITOBIB EG CON RESPECTD AL TOTAL DE CELULAS EN CADA EXTRACTO



TAEKLA S
PORCENTAJE DE BLASTOS Y MITOSIS EN RELACION AL CONTROL POSITIVO %

MUESTRAS X DE BLASTOS % DE MITOSIS
T eacamuanano o I
COLORIN 55.16;
FRIJOL DEL MONTE 74.79% 15.38%
FRIJOL N. JAMAPA 71.06%
JACKEEAN 76.37% 46.16%
LENTEJA 64,95Z
*NESCAFE* 49.78%
PATA DE VACA 53.82X
TABACHIN 61,472
CONTROL. (-} 49.74%
(SIN EXTRACTO CRUDD)
CONTROL (#) 100.002 100.002
(FITOHEMAGLUTININA)

¥ EL CONTROL (+) SE TOMO COMO EL 100 X
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En la tabla no. & se nuestéa la actividad mitogénica de las
muestras, Se manejaron 3 concentraciones distintos del extracto
. erudo de lectinoe parae cada cultivo. Se obtuvo el wayor
porcentaje de blastos en el cultivo que tenia el extracto crudo
de Jackbean en la dosis de 200 microgramos. A continuacion se
encuentra el control positivo ¥y en tercer lugar el éxtrncto de
Cacahuanano en la dosis de 200 wmicrogramos. Al igual que en la
tabla no-. 4 el porcentaje de blastos no concardé con el
porcentaje de mitosis. Se encontré mitosis en el control

positivo, en el Jackbean, el Frijol del Monte y el Frijol Jamapa.

El porcentaje mayor fue cbtenido en el control positivo,
seguido por €1 Jackbean que a la dosis de 100 micrograoamos mostrod
el wmismo porcentaje que el Frijol del Honte a la dosis de 200
microgramos ¥ en Gitimo lugar se encontré el Frijol Negro Jawop&

presentando mitasis a la concentrocidn de 200 microgramos.

Similar a 1la tabla no. S5, en 1la tabla no. 7 se
relacionaron los porcentajes de blastos y wmitosis al control
positivo, tomandoc este dltimo como el 100 X. Se puede observar
que no existe correlacidn entre el porciento de blastos y mitosis
en las muestras de Cacahuananos Colorin, Lentejas, Pata de Vacao y

Tabachin.
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TABLA &

weEstAS: . T
CACAHUANARD
- i LINFOCITOS BLASTOS ni10S1S TotaL e
v0sS1S No. UE CELULAS! FURCENTAJE No. DE CELULAS: PORCENTAJE No. UE CELULAS! PORCENTAJE CELULAS
200M¢ 4235 4 B0.B3X 1003 ! 1v.15% ) . 523y
100Mq a2y i 81.902 o34 1 18,102 : 5161
10 Mo a0 | 0z, 25% 07 i 17.75% : 5165
COLORIN .
LINFOCITDS LASTOS H1TOS1S 10TAL DE
DOSI16 No, UE CELULAS! PORCENTAJUE Ho. DE CELULAS! PORCENTAJE No. DE CELULAS: FOHCENTAJE CELULAS
200 Mg 4:5;": 84,332 203 1 12.67% : 5123
XDDMQ 4253 .: 85%.01X 7%0 !X 14,99 5003
10 4g 4334 xl 86.392 683 : 13,612 5017
FR1JOL LEL HONTE
= LINFOCITOS BLASTOS n1TOS1S TOTAL LE
. DOS1S No. DE CELULAS} PORCENTAJE Ho, DE CELULAS: PORCENTAJE No. DE CELULASI PORCENTAJE CELULAS
200 g 4337 x. 83,40 837 1 16,482 6t 0.2 5200
100Hg 4433 : 84.302 701 : 13.65x 3 ; 0,082 5137
10Mg o i 88,96 %97 1 13,02% 1t o.02x sa19
FRIJOL NEORD JAMAPA
- nemmm— LINFOCITOS BLASTOS MITOSIS TOTAL DE
DOsS1S No. DE CELULAS} PORCENTAJE Na. DE I:ELI-ILAS: FORCENTAJE No« DE CELULAS! PORCENTAJE CELULAS
200 Mg A0 ‘l 06,562 84 ll 13.402 2 Il Q.04 5106
IOOMQ N A3 ll 87.04% 453 I: 12.94 1 : 0.022 S04%
10 lfg a9 | 89,671 517 1 10.31% . 0.00% 5015



TABLA & {CONTINUACION)

ACVIVIDAD  HITOGENICA
NUEBTRAS?S et s ——-————e
JACKKEAN
wemmasemmamsse
LINFOCIT0S KLASTOS #170S1S TOTAL DC
pos1s No. UE CELULASS FONCENTAJE No, UE CELULAS: FORCENTAJE No. DE CELULAS: FORCENTAJE CELULAS
: :
200 Mg 3743 73,641 1322 ¢ 26.081 4t 0.082 Sos%
: ' i
100 Mg 4048 ! 78512 1102 ¢ 21.372 61 0,122 2156
1 : '
10Mg 4170 1 81,792 927 1 18,151 3t 0.08% 5108
LENTEJA
unseassusnenun
LINFOCT10S ELASTOS BITOSIS 10TAL DE
DOSI8 No. DE CELULAS: FUMCENTAJE No. UE CELULAS! POKCENTAJE NO. ULE CELULHS{ POKCENTAJE CELULAS
200 Mg 4240 1 02,361 900 t 17.84% H 5148
: 3 k]
100Mq 4348 86.08% 703 & 13.92% 1 0531
1 1) 1
10Mg 4323 1 BA.A32 479 1 13,572 B zooz2
*NESCAFE®
ameseacaeass
LINFOC1708 BLASTOS H1T081S ToTAL DE
pos1s No, DE CELULAS! PORCENTAJE No. DE CELULAS! PORCENTAJE No. DE CELULAS! PORCENTAJE CELULAS
| 1
200Mg 4334 1 84.40% 801 13,402 t 5133
1 H 1
100 Mg 4815 1 86,071 747 1 13,931 ' 5383
s t :
10Mg 4393 1 65,422 750 ¢ 14,502 ' 5143
PATA DE VACA
[t -
: LINFOCITOS BLASTOS n1osis - ToIAL TE
DOSIS No. DE GELULAS: PORCENTAJE Mo, DE CELULAS: PORCENTAJE No. UE CELULAS: PORCENTAJE CELULAS
200Mq as71 - B6.45% 708 1 13.53% 1 5172
| t
100Mq A447 86,522 603 ¢ 13,482 ' %140
t '
lng 4371 ¢ 87.10% &77. 12,90% t




MESTRAS
TABACHIN

TABLA 6 (CONTINUACION)

ACTIVIDAD HWITOGENICA

BLAGTOS
No. DE CELULAE! PORCENTAJE

LINFOC1TO8 n1T0S1S TOTAL. DE
20818 No. DE CELULAB! PORCENTAJE No. DE CELULAS! PORCENTAJE CELULAS
1 t t
200M ¢ 205 t 84,402 792 3 15.40% i 5077
1 t
100My a2y t 84,712 767 8 15.29% t 5014
. H H S
10My a8 ¢ @s.58% 737 1 14,422 ' 5112
conT
sasseusaasause
LINFOCITOS BLASTOS NITOS1S TOTAL DE
Mo« DE CELULAS! PORCENTAJE No. LE CELULAG! PORCENTAJE No. DE CELULAS! PORCENTAJE CELULAS
) 1 - 1
CONTROL (4) 3043 ¢ 74.97% 1274 1 24,857 9t 0.18% 5126
CFITOMERAGLUTININAY ' 1 1
' 1 :
CONTROL (-). as24 § 697.32% 457 1 12,682 i 5181
(SIN EXTRACTO CAUDO) 1 } 1

KL PORCENVAJE DE LINFOCITOR, BLASTOS Y NISTOBIS E6 CON RESPECTO AL TOTAL DE CELULAB PARA CADA
DOSIS EN CADA EXTRACTO CRUDO DE LECTINAR



TABLA 7.

PORCENTAJE DE BHLASTOS Y MITOSIS EN RELACION AL CONTROL POSITIVO ¥

HUESTRAS
CACAHUANANG

PR EEELLEL P

COLORIN

oRrammEEemans
vosIs
T Z00 Mg
100Mg

10’4g

FRIJOL DEL MONTE

FRIJOL NEGRO JAMAPA

CEL LY S TP ot

nosis

e e g i 1 e et

2004 o
100 Mg

10 Mg

% DE BLASTOS
72.82%
71.43%

60,32
54.78%

% DE BLASTOS
54.91%
44,33%

% DE BLABTOS

53,902
52,082

41,482
34

X DE MITOSIS

X DE NITOSIS

X DE MITOS1S
65.72%
I3.262

10.51%

% DE MITOSIS
’ 22,31%
11.29%

11.36%



JACKEEAN

RE@sSs=ooznazsa

nasiIs

LENTEJA

azzzsSsgssmsas

*NESCAFE*

PATA DE VACA

RIEEEESAERATIE

TABLA 7 (CONTINUACION)

% DE BLASTOS

104,93%

86.00%
73.02%

% DE BLASTOS
70,97%
S6400%

54,622

X DE BLASTOS
62.76X
56,04

5B8.48%

X DE BLASTOS
54,53%
S4.25%

51.90%

% DE MITOSIS
44,94%
66.28%

33+ 45%

X DE MITOSIS

X DE MITOS1S

X DE MITOSIS

____________ -



TABLA 7 (CONTINUACION)

TABACHIN
saszsmezzcozos
Dnos1s % DE BLASTOS % DE MITOSIS
2004 g 62.77%
100M g 61.52%
10Mg 58.01%
CONTROLES
sazsasmuoszmea
DOS1S X DE PLASTOS ' % DE MITOSI1S
CONTROL (+) 100.,00% 100.00%
(FITOHEMAGLUTININA)
CONTROL (-) 51.,02%

(SIN EXTRACTO CRUDO)

x EL CONTROL (+) SE TOMO COMD EL 100 %

Sé



Hemaglutinacién?

En  1la tabla no. 8y se muestran los resultudo§ de la
aglutinacidn obtenida con 1los extractos crudos de lectina frente
o eritrocitos de sangre A+, Este efecto se observéd a través del
sicroscopio subjetivamente con escala de - a +++. Los que
presentaron la mdxima aglutinacién fueron el Frijol del Monte vy
la Lentejar esto significa que estos extractos tienen gron
cantidad de receptores para la N-acetilgalactosamina y se sabe
por trabajos anteriores que 1los eritrocitos de este tipo son
aglutinados de wmanera especifica por las 1lectinas de Phaseolus
lunatus: Frijol del H&nte. Si Qe comparan estos resultados con
los ogbtenidos con eritrocitos de sangre de conejo se comprueba la
especificidad de Phaseolus lunatus (tabla 22) que con estos
eritrocitos no se observa aglutinacién. Un caso contrario es el
Jackbean que muestra gran actividad aglutinante con 1los

eritrocitos de conejo y paoca con los de sangre humana tipo A Rh+.
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TABLA 8

HEMAGLUTINACION MICROSCOPICA DE EXTRACTOS CRUDOS DE LECTINAS

UTILIZANDO SANGRE HUMANA A Rht

HUESTRAS I AGLUTINACIO

CACAHUANANC -
éOLORIN
FRIJOL DEL MONTE *
FRIJOL NEGRO JAMAPA

JACKBEAN

+ + v o+ o+
+ + + o+ o+

LENTEJA
*NESCAFE®
PATA DE VACA

TABACHIN

'CONTROL NEGATIVO



Citotoxicidad?

La tabla nos % muestra que ninguﬁo de lous extroctos de
lectinn que comprende este estudio son téxicos a la concentracion
de 200 microgramos de proteina frente a linfocitos de sangre

humana tipo aA+.
Aglutinacién y Citotoxicidad de los Espermatozoides! (tabla 10)

Los extractos de leguminosas frente a espermatozoides si
mostraron efecto aglutinante y citotéiico aunqgue de manera
ligerna. La aglutinacidn de la misma forms que en 19 tabla nos 8
se midid subjetivamente usande in misma escaln, obteniendo el
mayor porcentaje de aglutinacién con el extracto de JacKbean
siguéndole el Frijol Negro Jamapa vy el Frijol del Monte. Los

demds no presentaron aglutinacifn.

For lo que se refiere a la citotoxicidad, el porcenta,je fue
muy variado. No habiendo correlacidn en cada una de las cinco
pruehas. como ya hn sido mencionado por otros autores « EI1
Cacahuanano y 1la PFata de Vaca fueron los que mostraron el

porcentaje de citotoxicidad mis alto que fué en promedio! 8 - H.4

Se anexan las grdficas de 1 a 7 para mostrar los
resyltados de una manera mds clara  y poder comparar las
caracteristicas estudiadas en cada una de los extractos. Asi se
puede observar que de 1las myestras estudiadas la nig
sobresaliente fué el Jackbean, que did el titulo mds alto de

hemnglutinacidn con sangre de conejo, la mixima transformacidn

14



blastoide, la mayor actividad mitogénicay ¥y 1la maxima

aglutinacidn con espermatozoides.
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TABLA 9

CLTOTOXICIDAD DE CELULAS DE SANGRE HUMANA FRENTE A 200“9 DE

EXTRACTO CRUND DE LECTINA

MUESTRAS

% DE CITOTOXICIDAD %

CONTROL POSITIVO (;Hh)
CONTROL NEGATIVO
CACAHUANAND
COLORIN
FRIJOL DEL MONTE
FRIJOL NEGRO JAMAFA
JACKREAN
LENTEJA
*NESCAFE*

PATA DE VACA
TABACHIN

% NUMERO DE CELULAS TERIDAS EN UN

&1

EN NINGUNO

DE L0S

e o mm ot ek e BV ae %= e TE wa S

EXTRACTOS SE

PRESENTO

CITOTOXICIDAD

'
H
|
i
i
!
'
’
'
'

TOTAL DE CIEN
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TAKLA 10

HUES TRAS
L

LE SEMNERN

Muestras

i ALLUIT-
NACIUN

C110- ¢ AGLUIY-
NxICIuAN: NACTUN

CIi0- ¢ AGLUTI-
TOXTCTOALE NACTUH

ALLUTT-
NACION

AHUANAND

CAL:

COLOKIN

FRIJOL DEL MONTE

FRIJOL N. JANAHA

JACRHEAN

LENTEJA

*NESCAFE®

PATA DE VACA

TAMACHIN

CONTHOL (-} (SI
EXTHRACTO CHULO)

EN LA CITOTOXICIPAD EL X KEPRESENTA €L NUMEKD UE CELULAS MUERTAS UTILIZANDO AZUL DE TRIPAN
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CONGLUSIONES

Te las muestras estudisdas la que mostrd mds clto contenido
de - lectinas fue la Canavalia ensiformis {Jackbean? aglutinande

aritrocitos de conejo y espermatozoides.

Igualmentery Ffue estao leguminose La gque  presentd mavor

actividad mitogénica ¥y transformacidn blastoide.

En ninguno de los exbroctos estudiados se observd efecto

. citotduico en linfocitos.

Los espermatozoides mostraron nayor sensibilidad
ohservdndose muy ligera toxicidad con 1os eutractos de
Bliricidia sepium <(Cacahucnano) y Behuinia purpurea (Foata de

Vacald.

Solanente en l¢ Canavalia engiformis con alto contenido
de lectinas se pudo encontrar corvelacién entre la actividad

mitogénica asi como la transformacidén blastoide.

tas miestras de Gliricidia mepium {(Cacahuanano) vy
Gtizobium cinerium ("Nescafeé®) no mostiraron prnsenciq de
lectinas con sangre de coneje, Sin‘ embargo GliriEidiuT;éﬁiﬁp
(Cacabuanana) presentd gran porcentalje de transformacidn

hlasteide' con sangre tipo A+ ¥y no aglutind a los espermatozoides.
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