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INTRODUCCION

Las lectinas son proteinas que tienen la propiedad de
aglutinar eritrocitos y otras cé&lulas. Estas substancias se

encuentran presentes en plantas y animales. Las semillas de

Y

numerosos vegetales/cohstituyen lé'fueﬁté pfincipal de obten-
cibén de las lectinas aunque también se obtienen de algunos
invertebrados (caracol) y de peces: A las aglutininas de
plantas comfinmente se les denomina fitohemaglutininas. Sin
embargo, como también estdn presentes en otros organismos,
Boyd (1) propuso el t&rmino "Lectina" (del latin Lagexe,
elegir) enfatizando la especificidad de estas sustancias in-
dependientemente de su origen vegetal o animal. Algunos ejem-
plos de lectinas importantes son: la Concanavalina A (Con A)
de Canavalia ensiformis (Jack bean), la fitohemaglutinina de
Phaseolus vulgarnis (frijol rojo), la de frijol de soya (GLi-
cina max) y la de semilla de lenteja (lens culinaris).

Las lectinas presentan diferentes propiedades quimi-
cas y biolbgicas. Entre estas la de unirse especfficamente a
polisacdridos y glicoproteinas; se emplea para el aislamiento
y purificacidén de carbohidratos y el estudio de la qufmica de
las mismas. Esta propiedad singular ha permitido adem&s, de-
sarrollar té&cnicas de cromatograffia de afinidad para la puri-
ficacidén de las lectinas mismas.

Las lectinas también activan {in vitrc la mitosis en
ciertas poblaciones de linfocitos, por lo que actualmente Se

usan para estudiar la bioquimica y morfologia celular resul-



tado de tal estimulacibén (2). Debido a la semejanza que tiene
el fenbmeno de la interaccidén de las lectinas con los linfo-
citos, al observado con antigenos, se usan las lectinas para
el estudio de estos fenbmenos celulares. Asi por ejemplo, la
estimulacibén antigénica de cé&lulas normales {in v{itro da lugar
a la activacibén de una pequena poblacién de linfocitos, mien-
tras que la estimulacién con lectinas activa un nfimero mayor
de células, facilitando el estudio bioquimico y molecular de
los linfocitos. Despu&s de la activacién se encuentra un au-
mento en la sintesis de DNA, de RNA y de proteinas (3), una
diferenciacién o transformacién blastoide (4), y la produc-
cibén en los cultivos de sustancias solubles como es el factor
inhibidor de la migracién (5), el factor reactivo de la piel
(6) y los factores supresores (7). '

La Con A es la lectina mejor estudiada (8), se une
especificamente a azficares como o-D-manopiranosa, o-D-gluco-
piranosa y fructofuranosa. Aparece en forma de monbmero, di-
mero o tetr&mero dependiendo del pH y las condiciones ibnicas;
el mondémero tiene un peso molecular de 25,000, un sitio de
unidén para el azficar, uno para un ion ca*tt y otro para un me-
tal de transicibén. El metal de transicibn que puede ser Mn++
o Zn++, es necesario para la unién del ion Ca++ y ambos catio-
nes se requieren para la unibn con el azficar. Activa selecti-
vamente {n v{ifro linfocitos derivados del timo (linfocitos T)
(4) . Los linfocitos originados en la mé&dula 6sea (linfocitos
B) no se activan por la Con A a menos que se encuentre en

forma insoluble (9).



Muchos de los estudios con lectinas mencionados se han
efectuado en sistemas de cultivo de cé&lulas pero se han hecho
menos investigaciones del efecto de estas sustancias en anima-
les vivos. Por ejemplo, Nirmul y col. (10) publicaron que la
Con A ejerce un efecto inmunosupresor en los ratones. Ellos
encontraron una reduccién significativa del rechazo de aloin-
jerto de piel cuando trataron a los ratones con una dosis al-
ta de Con A por via intravenosa, 2 dias después del injerto.
sin embargo, no lograron demostrar este efecto supresor en
los ratones estimulados con eritrocitos de carnero. Por otro
lado, Egan (11) describibé un efecto supresor de la respuesta
inmune humoral hacia eritrocitos de carnero en ratones trata-
dos con Con A. Asi mismo, la fitohemaglutinina (PHA) de frijo-
les rojos también parece ser una buena sustancia para suprimir
la respuesta inmune primaria que el ratfn normalmente produce
cuando es inyectado con eritrocitos de carnero (12).

Debido a los estudios anteriores y otros no mencionados
en esta breve introduccifn nos parecibé de interés investigar
la presencia de lectinas en los frijoles mexicanos de tan am-
plio consumo popular en nuestro pais, y en caso de obtenerlas,
efectuar algunos experimentos tendientes a estudiar algunas de
sus principales propiedades inmunolégicas en los ratones. En
este reporte, se presentan los estudios de aglutinacidn de
eritrocitos por las lectinas, su efecto inmunosupresor y su

actividad mitogénica en cultivos de linfocitos.
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MATERIAL Y METODOS

1. Ratones

En este trabajo se usaron ratones de 25-30 g de la cepa
CD-1, obtenidos de Charles River Laboratories, Boston, Mass.
E.U. Esta cepa se propaga desde hace anos en la granja de 1la
Facultad de Medicina UNAM. También se emplearon ratones de la
cepa A/St de West Seneca Laboratories, Buffalo, N.Y. E.U., de

8-10 semanas de edad.

2. Eritrocitos

La sangre de carnero se colect8 directamente en solucibn
de Alsever estéril (13). Se usbd sangre humana A, B, O de donado-
res previamente tipificados; sangre de conejo y de ratén, que
fueron obtenidas en solucibn salina 0.9% (p/v) oxalatada. El pa-
quete de eritrocitos se obtuvo por centrifugacién lavando 3 ve-
ces con un amortiguador de fosfatos salino 0.15 M pH 7.2 (PBS) .
Estos eritrocitos se emplearon para la hemaglutinacifén y la in-

munizacién de los ratones.

3. Preparacibén de extractos de frijoles

Frijoles de 10 variedades fueron adquiridas en varias
tiendas de la ciudad y clasificados en la Escuela de Graduados,
Universidad de Agricultura de Chapingo, Edo. de Mé&xico (Tabla
1) . Los frijoles se molieron en un mortero hasta tener un polvo

fino que se extrajo con 10 volGmenes de NaCl (0.9%) por peso de



frijol, a una temperatura de 4°C por 24 h. El material se cen-
trifugé a 3000 x g durante 3 horas y posteriormente se deter-
miné el contenido de proteina en el extracto obtenido por el
método de Biuret (14). Estos extractos se emplearon para bus-
car un efecto aglutinante y como agente inmunosupresor {n vi-
vo. También para buscar actividad mitogénica {in vitro sobre
células. En algunos experimentos el extracto de frijol se ca-
lenté a ebullicién en bafio Maria por 30 minutos antes de pro-

barse actividad inmunosupresora y hemaglutinacién.

4. Fraccionamiento con sulfato de amonio

La purificacién parcial de las lectinas del extracto
salino de alubia y garbancillo, se llevd a cabo por precipita-
ciones consecutivas con solucibén saturada de sulfato de amo-
nio, obteniendo fracciones de 20%, 33%, 50%, 66% y un sobrena-
dante final. Cada una de estas fracciones se disolvieron en el
minimo volumen de agua destilada, se dializaron contra PBS y
contra agua bidestilada y desionizada. Finalmente las solucio-
nes obtenidas fueron liof_ilizadaso Este polvo de material se-
mipurificado se enpled tambidn en los experimentos de mitogé&-

nesis celular.

5. Acoplamiento de proteinas a eritrocitos de carnero por el
método de glutaraldehido

Para medir la respuesta humoral en el ratbén contra

albimina de huevo (AH), albimina sérica bovina (ASB) y gamma



globulina boV¥ina (GGB) se acoplaron estos antigenos a eritroci-
tos de carnero por el método de glutaraldehido (15). éara AH y
ASB se pesaron 20 mg de proteina, se disolvieron en 10 ml de
PBS y se le adicionaron 0.4 ml del paquete de eritrocitos de
carnero lavados 3 veces con PBS. La suspensifn se agité suave-
mente y se anadié 2 ml de glutaraldehido al 2.5% en solucibn
acuosa; la agitacibn se continubé por 2 h a temperatura ambien-
te. Para GGB se usaron 12 mg de proteina, 0.4 ml de eritroci-
tos de carnero, 0.5 ml de glutaraldehido al 2.5% y se agité
por 1 h. En todos los casos el paquete de células sensibili-
zadas se lavd 3 veces con PBS y se ajustaron al 1% antes de

usarse para la prueba de hemaglutinacifn en presencia de suero

de ratbn previamente inmunizado con cada uno de los antfgenos.

6. Acoplamiento de proteinas a Sepharose 4-B por el método de
BrCN i

Para observar el efecto del extracto de alubia en la
respuesta inmune del ratén hacia los antigenos anteriores, se
acoplé la proteina a Sepharose 4-B (Pharﬁacia, Piscataway,

" N.J.) por el método de BrCN (16), y se inmunizaron ratones

con esta preparacidn. El acoplamiento se llevd a cabo asi: a
10 ml de Sepharose lavada, se anadieron 10 ml de agua destila-
da y 20 ml de carbonato de sodio 1 M. Se mezclé,se adicion6é
0.5 ml de una solucién de BrCN (2 g de BrCN por ml de acetoni-
trilo). Este paso se llevd a cabo dentro de una campana ex-—

tractora, agitando durante 1 a 2 minutos. A continuacidén la



Sepharosa activada se lavé en un embudo con filtro de vidrio,
usando las siguientes soluciones:

a) 100 ml de-NaHCO, 0.1 M pH 9.5

3
b) 100 ml de H,0

c) 100 ml de NaHCO, 0.2 M pH 9.5

3

La pasta se pasé a un recipiente de pldstico que con-
tenia 10 ml de NaHCO, 0.2 M pH 9.5 y la proteina por acoplar;
la suspensién se dejé a 4°C por 20 h. Después del acoplamiento
la Sepharose se lavs con:

a) 100 ml de CH,COONa 0.1 M pH 4.0

3
b) 100 ml de NaHCO, 0.1 M pH 10.0
Estas soluciones de lavado contenian NaCl 0.5 M. La

determinacién de la proteina que se acopld a la Sepharose se

hizo por el método de Nessler (17).

7. Hemaglutinacibn

En un primer paso se busc6d la aglutinacién de eritro-
citos adicionando directamente la solucibn de extractos de
frijol. Se buscd aglutinacibn de eritrocitos humanos, de car-
nero, de conejo y de ratén. El extracto de frijol se ajust6 a
una concentracién de 2 mg/ml de proteina, y se hicieron dilu-
ciones seriadas al doble en PBS en un volumen final de 0.05
ml. A cada solucibén se le adicioné 0.05 ml de una suspensibn
de eritrocitos al 1% en PBS. La mezcla se agit6 e incubd por

30 minutos a temperatura ambiente y 18 h a 4°C antes de hacer



la lectura. Esta técnica se emgleé también para titular anti-
cuerpos contra eritrocitos de carnero, en el suero de ratones
inmunizados previamente.

Para determinar anticuerpos contra AH, ASB y GGB, se
usaron los eritrocitos de carnero sensibilizados con antigeno
por medio del glutaraldehido (hemaglutinacibn pasiva).

Todos los tftulos de hemaglutinacidn estdn expresados
como el Log, de la reciproca de la filtima dilucién donde apa-

recibé aglutinacién.

8. Diseno experimental

Los ratones fueron inyectados intraperitonealmente
(i.p.) el primer dia con 0.1 ml de diversas concentraciones
del extracto de frijol. Se inmunizaron i.p. el tercer dia con
0.1 ml de eritrocitos de carnero (2 x 108 células) y se san-
graron del plexo rettobital con pipeta capilar el octavo dia
(5 dias después del antigeno). Los sueros obtenidos fueron de-
complementados a 56°C por 30 min y titulados individualmente
antes de 24 h, empleando la técnica de microhemaglutinacién
descrita anteriormente.

En algunos experimentos se hicieron las siguientes mo-
dificaciones:

a) El extracto de frijol se administré varios dfas an-
tes o despu&s de la inmunizacién con eritrocitos de carnero.

b) Los ratones se trataron con una sola inyeccibn de
500 ug del extracto de alubia y despuds de la inmunizacidn con

eritrocitos de carnero fueron sangrados a partir del dia 2



hasta 50 dias posteriores al estimulo antigé&nico.

c) Se estudib el efecto del extracto de alubia y gar-
bancillo en la respuesta inmune secundaria, administrando la
lectina 2 dias antes de la primera y/o la segunda inmunizaci&n
con eritrocitos de carnero.

d) Se cambib la via de entrada del extracto de frijol
y el antigeno, y el.intervalo entre la administracidn de ambos.

e) En otro grupo de ratones se determind el efecto del

extracto de alubia, en la respuesta inmune contra la alb@imina

de huevo, alb@mina sérica bovina y gamma globulina bovina.

9. Cultivo de timocitos y células de bazo

Con el prop6sito de saber si las lectinas de los ex-
tractos de alubia y garbancillo tenian efecto mitogénico, se
probé su actividad en la proliferacién de los linfocitos del
bazo y timo de ratones.

La suspensién de timocitos y c&lulas de bazo de rato-
nes A/St fueron ajustados a una concentraci8n de 5 x 106 y

1.5 x 108

células por ml respectivamente en medio de cultivo
RPMI-1640 con suero fetal de ternera al 5%, enriquecido con
0.5 mM de piruvato de sodio, 2 mM de L-glutamina, 1% de bi-
carbonato de sodio, 50 U de penicilina y 50 ug de estreptomi-
cina. Las c&lulas se cultivaron en tubos dé 12 x 75 mm (Fal-
con Plastics, catflogo # 2045, Los Angeles, Cal.) durante 72
h a 37°C en una atmésfera hfimeda de 5% de CO, en aire, 12 h

antes de terminar el cultivo recibieron 1 uCi de timidina tri-
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tiaééﬂ(Z Ci/mM, New England Nuclear Company, Boston, Mass.).
Posteriormente las células fueron precipitadas con 5% de TCA

y colectadas en filtros de fibra de vidrio por medio de un fil-
trador mGltiple./La radiactividad se midid en un contador beta
de centelleo.

La base del experimento consiste en evaluar la incor-
poracibén de timidina tritiada al cultivo de cé&lulas en un me-
dio conteniendo diversas cantidades de los mit6genos usados:
Con A, lipopolisacdrido, extracto de alubia o garbancillo. To-
dos los resultados representan la media de 3 cultivos expresa-

dos como cuentas por minuto (cpm).

10. Tratamiento de c&lulas de bazo con suero anti-teta

Con el objeto de eliminar selectivamente las células
derivadas de timo (linfocitos T) presentes en el bazo, se tra-
taron 1 x 108 células de bazo de ratones A/St con 5 ml de suero
normal o anti © (1:10) y fueron incubadas 30 min a 4°C. Las cé-
lulas se lavaron 3 veces por centrifugacidn a 1000 rpm con 40
ml de medio, y se incubaron en complemento de cobayo al 2% (ab-
sorbido previamente con cé&lulas de bazo para eliminar efectos
‘citotbxicos inespecificos). Luego se lavaron otras 2 veces y se
resuspendieron en medio de cultivo RPMI-1640 con 5% de suero
fetal y se trataron como se describif anteriormente. Se deter-
miné el nfimero de cé&lulas viables por el método de la exclusibn
del azul tripano (18). La viabilidad fue de 90% para las cé&lu-

las normales y 88% para las tratadas con anti 0.
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11.- Estadistica
Los datos de inmunosupresidn y mitosis se trataron es-
tadisticamente usando una calculadora Hewlett-Packard Serie

9800 programada para "t" de Student.
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RESULTADOS

1. Actividad hemaglutinante

En las tablas 2 y 3 se muestran los resultados del efec-
to hemaglutinante producido por los 10 extractos de frijol en
los eritrocitos de carnero, conejo, ratfn y humanos ABO. Como se
observa, los titulos de hemaglutinacibén fueron altos con todos
los extractos probados. Esta propiedad hemaglutinante fue el

primer resultado positivo de nuestros estudios.

2. Actividad inmunosupresora

Cuando los ratones fueron tratados con 2.5 a 4.2 mg de
proteina del extracto de frijol y 2 dias después inmunizados
i.p. con eritrocitos de carnero (2 x 108 células), se observd
una reduccibén de la respuesta inmune humoral (Tabla 4). Los
éxtractos de Phaseolfus vulganis (garbancillo y canario) y Pha-
seolus coccineus (alubia), indujeron inmunosupresibén total a
estas dosis. Se obtuvo una menor inhibicibén, aunque significa-
tiva (p < 0.05) en los ratones tratados con las otras varieda-
des de frijol, observando titulos de Log, 3.3 a 6.3 en compa-
racién con los tfitulos de los ratohes testigo donde fue de
Log, 8.3. Para eliminar la posibilidad de que existieran anti-
cuerpos naturales contra los eritrocitos de carnero (Forsman)
en el ratén, &stos se sangraron y los sueros se probaron antes
de iniciar cualquier tratamiento.

| Para determinar la dosis minima de extracto de frijol

gue suprime la respuesta inmune, se llev6 a cabo una dosis



TABLA I

NOMBRE BOTANICO, CARACTERISTICAS, NOMBRE LOCAL, ABREVIATURAS Y NO. DE REGISTRO DE LAS

MUESTRAS DE SEMILLAS DE FRIJOL UTILIZADAS

CARACTERISTICAS
NOMBRE BOTANICO FORMA COLOR NOMBRE LOCAL ABREVIATURA NO. DE REG.

Phaseolus coccineus Reniforme Blanco Alubia Ph, c. (Al.) 85
Phaseolus coccineus Reniforme Rojo-obscuro Ayocote Ph. c. (A.) 90
Phaseolus vulganis Esférico Amarillo-verdoso Garbancillo Ph. v. (G.) 88
Phaseolus vulgarnis Eliptico Marrén-claro Canario Ph. v. (C.) 83
Phaseolus vulganis Reniforme Marrén-manchado Pinto Ph. v. (P.) 82
Phaseolus vulganris Reniforme Marrén-rayado 0jo de cabra Phe Vi (0.C.)

Phaseolus vulgarnis Reniforme Morado-claro Flor de Mayo Ph. v. (F.M.) 84
Phaseolus vulganis Eliptico Negro Negro Querétaro Ph. v. (N.Arr.) 86
Phaseolus vulganis Reniforme Negro Negro Veracruz Ph. v. (N.AB.) 87
Canavalia ensigormis Reniforme Blanco Jack bean C. e. (J.B.)

Eil=



TABLA 2

HEMAGLUTINACION DE ERITROCITOS HUMANOS ABO CON EXTRACTOS DE

FRIgoL?)
MUESTRAS DE FRIJOLby
USADAS ERITROCITOS HUMANOS
(NOMBRE LOCAL) TIPO Ac) TIPO B TIPO O

Alubia - 8.3 10.3 9.3

Ayocote 793 7«3 5.3

Garbancillo 8.3 12.3 10,3

Canario . 9.3 12.3 11.3 '
Pinto 11.3 14.3 12.3 =
0jo de Cabra 753 8.3 7.3 |
Flor de Mayo 9.3 10.3 9.3

Negro Querétaro 8.3 1283 10.3

Negro Veracruz ’ 8.3 11.3 10.3

Bayo 9.3 12.3 10.3

Jack bean 0.0 0.0 0.0

a) Extractos de frijol ajustados a una concentracibn de 2 mg/ml
de protefna.

b) Los nombres bot&nicos de las muestras de frijol se describen
en la tabla 1.

c) Los resultados est&n expresados como el Log, de la reciproca
del titulo.



TABLA 3

HEMAGLUTINACION DE ERITROCITOS DE CARNERO, CONEJO Y RATON CON EXTRACTOS

DE FRIJOL®

MUESTRAS DE FRIJOLb) ERITROCITOS DEc) ERITROCITOS DE ERITROCITOS DE

(NOMBRE LOCAL) CARNERO CONEJO RATON
Alubia 115538 12.3 12:3
Ayocote 11.3 24503 11.3
Garbancillo 12.3 13.3. 12.3 1
Canario 13.3 12.3 14.3 3
Pinto 14.3 13.3 13.3 I
Ojo de Cabra 12.3 10.3 13.3
Flor de Mayo 0.0 12.3 14.3
Negro Querétaro 12.3 1223 14.3
Negro Veracruz 03 12.3 12.3
Bayo 1lg e 12.3 333
Jack Bean 0.0 1153 13.2

a) Extractos de frijol ajustados a una concentracifn de 2 mg/ml de proteina.
b) Los nombres bot&nicos de las muestras de frijol se describen en la tabla 1.
c) Los resultados estén expresados como el Log2 de la reciproca del tftulo.



TABLA 4

/ ACTIVIDAD INMUNOSUPRESORA DE EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOLa) 5
NOMBRE BOTANICO NOMBRE LOCAL PROTEINAb) TITULO DE NUMERO DE
(mg) HEMAGLUTINACION RATONES
Phaseolus coccineus Alubia 2.7 0.0 7
Phaseolus cocedneus  Ayocote ' 9
Phaseolus vulgaris Garbancillo 2.7 0.0 4
Phaseolus vulgaris Canario 2o 0.0 5
Phaseolus vulganis Pinto 4.2 ' 3.3 11
Phaseolus vulganis Ojo de Cabra 4.2 3.5 8
Phaseolus vulganrnis Flor de Mayo 2.6 4.6 9 o
Phaseolus vulgarnis Negro Querétaro 2.6 9 :
Phaseofus vulgarnis = Negro Veracruz 2o, 6.3 7
Phaseolus vulganris Bayo 3.2 8
Salina 0.0 8.3 21

a) Los extractos de frijol fueron administrados intraperitonealmente dos dias antes
de la inmunizacibn con eritrocitos de carnero. El 50. dfa después del estimulo
antigénico, los ratones se sangraron del plexo retroorbital y el suero se prob6
por hemaglutinacién. La probabilidad usando "t" Students contra los controles
fue p < 0.05.

b) Determinada por el método de Biuret.

c) Los resultados de hemaglutinacién estén expresados como el Log, de la reciproca
del titulo.’
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respuesta, usando 2 extractog potentes: el de alubia y el de
garbancillo. Como referencia se hizo una respuesta similar
usando Con A. Los resultados se muestran en la figura 1.

Como puede observarse, Phaseofus cocedineus (alubia) y Phaseo-
Lus vulganrnis (garbancillo) poseen lectinas m&s potentes para
inhibir la respuesta inmune del ratén que la Con A, puesto
que 200 pg de los extractos disminuyeron el tftulo de hema-

glutinacién de Log2 8-10 a niveles menores de Log2 3.

3. Efecto del tiempo transcurrido entre la administracién de
I3 Tectina y los eritrocitos de carnero en la inmunosupre-

sibn

/ Con el objeto de saber cuanto tiempo debe transcurrir
entre la administracién de la lectina y el antfgeno para que
la inmunosupresifn sea 6ptima; se trataron grupos de ratones
con 300 pg del extragto de alubia los dfas 7, 4, 2 6 1 antes
de la inmunizacién, el mismo dia Y 1 86 2 dfas después del an-
tIgeno:nEn los resultados sefialados en la figura 2, vemos que
fios extractos de alubia y garbancillo indujeron marcada inmu-
nosupresién cuando se inyectaron 24-48 horas antes de la ad-
ministracibén del antfgeno. Cuando se administraron 7 6 4 dias

o

antes, 1 6 2 dfas después, o simult&neamente con el antfgeno,

no se indujo inmunosupresién significativa.l

4. Duracibn de la inmunosupresién

Con el propésito de saber si las lectinas de frijol

producen un efecto inmunosupresor duradero, se inyectaron ra-
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FIGURA 1
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FIG. 1l.- Actividad inmunosupresora de los extractos de frijol
en ratones inyectados i.p. 2 dias antes de inmunizarlos con
una dosis de 2 x 108 eritrocitos de carnero. Cinco dfas des-
pués de administrado el antigeno los ratones se sangraron y
el suero se titulbé. Extracto de "Alubia" (——e@) , extracto de
Garbancillo (o0—-0) y Con A (0— o). Los valores representan

el promedio + D.E. de 3 a 5 ratones.
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FIGURA 2

g 19 9 4

-7 -6 -5 -4 -3 -2 -1 O | 2
DIAS ANTES O DESPUES DEL ANTIGENO

FIG. 2.- Inmunosupresifn de ratones ingyectados con 300 ug de
extracto de frijol a diferentes intervalos antes o después de
una sola dosis de 2 x 108 eritrocitos de carnero. La figura
indica el titulo del suero 5 dias después de la inyeccibn del
antigeno, graficado contra el dfa de administracién del ex-
tracto. Cada punto es el promedio + D.E. de 3 muestras. Ex-
tracto de "Alubia" (e—®), extracto de Garbancillo (o—o0) y

control con salina (0).
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tones con una sola dosis de 500 ug de Phaseolus coccineus (alu-
bia) y se sangraron 2,5,8,10,12,15,30 y 50 dfas después de ad-
ministrado el antigeno. En la figura 3 observamos una inmuno-

supresién marcada durante los dfas 2 al 15. Posteriormente el

titulo de anticuerpos ascendi6 progresivamente hasta un m&ximo
observado el dfa 30. Los titulos de anticuerpos de los ratones
tratados permanecieron siempre m&s bajos que los de los ratones
control, los cuales fueron inyectados Gnicamente con eritroci-
tos de carnero. La inmunosupresidn de la respuesta a eritroci-
tos de carnero parece sér un fenbmeno duradero, ya que al £d=

nal de un perfodo de casi 2 meses todavfa se observa un ligero

efecto supresor.

5. Efecto del extracto de alubia en la respuesta inmune secun-
daria

Un intento para aclarar la accién de las lectinas a
nivel celular en el sistema inmune del ratén, se hizo probando
el efecto del extracto de alubia en la respuesta inmune secun-
daria. En estos experimentos los ratones se trataron con 750
Ug de lectina 2 dias antes de la primera inmunizacién con eri-
trocitos de carnero y/o 2 dias antes del segundo estimulo an-
tigénico, verificando siempre la respuesta primaria. El inter-
valo entre la primera y segunda inyeccibn del antigeno fue de
30 dias. Cuando los ratones se trataron con una sola dosis de
lectina 2 dias antes de la primera inmunizacién, se observ8

una supresién de la respuesta secundaria (Tabla 5). Un efecto
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FIGURA 3
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FIG. 3.- Duracién de la inmunosupresibén obtenida en ratones
después de inyectarlos i.p. con 500 ug del extracto de "Alu-
bia" 2 dias antes de la inmunizacién con 2 x 1()8 eritrocitos
de carnero. Cada punto representa el promedio + D.E. de 3 ra-
tones sangrados el dfa indicado. Ratones tratados con extrac-
to de frijol (e—=®), ratones control inyectados con salina

(o—o0).

50




TABLA 5
RESPUESTA PRIMARIA Y SECUNDARIA

TITULOS DE HEMAGLUTINACION DE RATONES TRATADOS CON EXTRACTO DE ALUBIA

DIAS DE INMUNIZACION Y Log2 (RECIPROCA DEL TITULO) Log2 (RECIPROCA DEL TITULO)
TRATAMIENTO RESPUESTA PRIMARIA RESPUESTA SECUNDARIA
= 0 28 30 ~ pfa 5% pia 35
Lectina® srec® = SRBC od) 5.9 + 0.33 &=
Lectina SRBC Lectina SRBC 0 6.9 + 0.33 7 ]
= SRBC Lectina SRBC 9.3 + 0 7.9 + 0.33 N
- SRBC - SRBC 8.3+ 0 11.3 + 0 '

a) Dia de sangrado.

b) 750 ug de extracto de alubia. Inyeccién intraperitoneal.

c) SRBC: eritrocitos de carnero 2 x 108 células/0.1 ml.

d) Log, de la reciproca del titulo. + error esténdar de la media.
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similar se observd cuando la lectina se administr® antes de los
dos estimulos antigénicos. Cuando la lectina se administr® so-
lamente antes del segundo estimulo antigénico tambi&n se inhi-
bi6 la respuesta secundaria, ya que no progres8 con la cinéti-

ca caracteristica.

6. Efecto de la via de administracién de la lectina y del an-
tigeno en la inhibiciln de la respuesta inmune

Debido a que en los experimentos anteriores la via de
inyeccién de la lectina y el antfgeno fue i.p., era interesan-
te estudiar si la lectina habia afectado finicamente un grupo de
células de un compartimiento anatfémico preferencialmente ex-
puesto. Por lo tanto se estudid el efecto de otras vias de ad-
ministracién. Las figuras 4 y 5 muestran los resultados de es-
tos experimentos. Como se observa, la supresifn fue notable
cuando la lectina y el antigeno se administraron por la misma
via, ya sea i.v. 0 i.p., pero no hubo efecto cuando la lectina

se inyectd por via i.v. y el antigeno por via i.p. o viceversa.

7. Inactivacibn del principio inmunosupresor

Como el material empleado en estos experimentos fue
extracto crudo, era factible pensar que el efecto inmunosupre-
sor se debiera a la accibén de algfin componente citotéxico no
proteico, que actuara en el animal inacapacité&ndolo para res-
ponder inmunol6gicamente. Por lo que se realizaron experimentos
inactivando 3 de los extractos por calentamiento a ebullicibn

en bafio Maria por 30 minutos. Fue patente la desaparicibn de la
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FIG. 4.- Efecto de la administracibn de la lectina y el antige-
no por la misma via. Los ratones se trataron con lectina de
"Alubia" a diferentes intervalos antes o después de inmunizar-
los con 2 x 108 eritrocitos de carnero, ambos inyectados por
via i.p. (A—4) o0 i.v. (A—A). Cada punto representa el pro-
medio de 3 ratones sangrados 5 dfas después de administrar el

antigeno.

6\
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FIG. 5.- Efecto de la administracibn de la lectina y el antige-
no por diferentes vias. Los ratones se trataron con lectina de
"Alubia" por via i.p. a diferentes intervalos antes o después

de inmunizarlos con 2 x 108 eritrocitos de carnero por via i.v.
(o—0), o viceversa lectina via i.v. y eritrocitos de carnero

via i.p. (e—e).



actividad inmunosupresora de los extractos de alubia, garbanci-

llo y canario en estas condiciones (ver figura 6).

8. Semipurificacibn con sulfato de amonio

Se intentd purificar las lectinas de los extractos de
Phaseofus coccineus (alubia) y Phaseolfus vulganis (garbancillo),
por fraccionamiento de los extractos crudos con sulfato de amo-
nio. La actividad inmunosupresora del extracto de alubia se
concentrd en la fraccibn precipitada a 66% de saturacibn y en
el sobrenadante (Tabla 6). La actividad para el de garbancillo
estuvo presente en las fracciones precipitadas a 50 y 66% de
saturacibén y en el sobrenadante. Como las fracciones presenta-
ron un ligero efecto supresor, se descart8 el mé&todo por inefi-
caz.

Por el momento, podemos aseverar que el principio inmu-
nosupresor es una proteina puesto que precipita con sulfato de

amonio y es termosensible.

9. Efecto del extracto de alubia en la respuesta inmune del ra-
tén a la albfimina de huevo y la alb@mina bovina

Se demosﬁré en el presente estudio que la lectina del
frijol inhibe la respuesta inmune a los eritrocitos de carnero.
Con el objeto de saber si esta supresibn era general, se em-
plearon antigenos solubles como la albfimina de huevo y la bovi-
na, Los ratones se inyectaron con 1000 pg de extracto de alubia

por via i.p., 2 dias antes de inmunizarlos con 750 pug de albG-
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FIGURA 6
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FIG. 6.- Desaparicién del efecto inmunosupresor. El extracto
de frijol se ajusté a 1 mg/ml de proteina y se calentd a ebu-
1licién en bafio Marfa por 30 min. El material se centrifugé a
3000 x g y el sobrenadante se administr6 a ratones por via

i.p. 2 dias antes de inmunizarlos con 2 x 108 eritrocitos de
carnero. Las barras representan el promedio + D.E. de 3 mues-

tras de suero. Extracto calentado . Extracto no calentado

[ . salina B3 .



TABLA 6

FRACCIONAMIENTO CON SULFATO DE AMONIO DE DOS EXTRACTOS DE FRIJOL

PHASEOLUS COCCINEUS (ALUBIA)
CANTIDAD DE

PHASEOLUS VULGARIS (GARBANCILLO)

CANTIDAD DE

PASO DE PURIFICACION PROTEINAa'.)T.‘OTAL T;gg_f‘\ngf PROTEINAaTOTAL Téggﬁgm’?’f
(mg) RENDIMIENTO TINACION (mg) RENDIMIENTO  TINACION

Extracto salino de 3

frijol (15 g) 1340.0 100.0 6.9 1183.13 100.0 3.9

20% sas® 11.7 0.87 n.a.d 20.74 1.75 4.8 é

33 " 91.5 6.82 6.3 44.27 3.74 5.8 1

50% " 470.0 35.07 5.8 371.74 31.42 156

668 " 183.0 13.65 5.4 250.56 21.17 2.1

Sobrenadante 472.5 35.22 2 374.66 31.66 2.6

Proteina recuperada 1228.7 " 91.63 1061.97 89.74

a) Determinada por el método de Nessler.

b) Cada animal recibi6 100 ug de la fraccibn indicada.'Los resultados estén expresados como Log,

del inverso del titulo.
c) Porciento de saturacién con sulfato de amonio saturado.

d) n.d.: no determinado.
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mina de huevo o de bovino. En la administracién del antigeno
se ensayaron 3 condiciones diferentes: i.p. sin adyuvante, i.ps
con adyuvante completeo de Freund (ACF) e intramuscular (i.m.)
con el mismo adyuvante. Los ratones fueron sangrados 5,10 y 15
dias después del estfmulo antigénico y los sueros obtenidos
fueron titulados usando la hemaglutinacibn pasiva. En los re-
sultados presentados en las figuras 7 y 8 observamos que la
respuesta inmune de ratones tratados con lectina en lugar de

disminuir es muy similar a la de los ratones testigos.

10. Efecto del extracto de alubia en la respuesta inmune del
ratdn hacia albOmina de huevo, albGmina sé&rica bovina v

gamma globulina bovina acoplados a Sepharose

En vista de que la lectina de alubia no tuvo efecto
inmunosupresor de la respuesta inducida por los antigenos so-
lubles, é&stos se acqplaron a Sepharose por medio de BrCN para
convertirlos en antigenos particulados. Con esta preparacidn
se inmunizaron ratones por via i.p. 2 dfas después de haberlos
inoculado con la lectina por la misma vfa, y se sangraron como
en el caso anterior., La cantidad de proteina acoplada a Sepha-
rose se determiné por el método de Nessler; los valores de
proteina obtenidos por ml de Sepharose fueron de 2.5 mg para
AH, 3.4 mg para ASB y 4.7 para GGB. Se emplearon 750 ug de ca-
da preparacién por ratén. En la figura 9 vemos que la lectina
de alubia suprime significativamente la respuesta inmune del
ratén, hacia los 3 antigenos acoplados a Sepharose (particula-

dos), lo que indica que el estado ffsico del antigeno es cri-
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FIGURA 7
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FIG. 7.- Efecto del extracto de "Alubia" en la respuesta inmune
del ratdén hacia albGmina de huevo. Los ratones se trataron con
100 ug del extracto por via i.p. 2 dias antes de inmunizarlos
con 750 ug de albfimina de huevo empleando 3 condiciones: por
via i.p., por via i.p. (A.C.F.) o por via i.m. (A.C.F.) y se
sangraron 5, 10 y 15 dias después de administrado el antigeno.
Los sueros fueron titulados por hemaglutinacién pasiva. Ratones
tratados con extracto de "Alubia" (o—o0), ratones testigos in-

yectados con salina (e—®).
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FIGURA 8
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FIG. 8.~ Efecto del extracto de "Alubia" en la respuesta inmune
. del ratén hacia albimina sérica bovina. Los ratones se inocula-
ron con 1000 ug del extracto por via i.p. 2 dias antes de inmu-
nizarlos con 750 ug de albfimina sérica bovina empleando 3 ¢on-
diciones: por via i.p., por via i.p. (A.C.F.) o por via i.m.
(A.F.C.) y fueron sangrados 5, 10 y 15 dias después de inmuni-
zados con el antigeno. Los sueros se titularon por hemaglutina-
cibn pasiva. Ratones tratados con extracto de "Alubia" (0—o0),

ratones testigos inyectados con salina (8—e).
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FIGURA 9 ’ B
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FIG. 9.~ Inmunosupresidn de la respuesta inmune hacia A.H., ASB
y GGB acopladas a sefarosa 4-B por extracto de "Aiubia“. Los
raﬁones se inocula'ron con 1000 pg del extracto 2 dias antes de
inmunizarlos con 750 ug del antigeno por la misma via. Cinco
dias después de la administracibn del antigeno se sangraron y
el suero se tituld por hemaglutinacibn pasiva. Ratones tratados
con extracto de "Alubia" (o—o0), ratones control inyectados

con salina (e—®).
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tico para que se lleve a cabo el efecto supresor por lectinas.

11. Efecto de las lectinas sobre la sintesis de DNA en células

Se cultivaron células de bazo de ratén normal, cé&lulas
de bazo tratados con anti-0 y timocitos de ratdn, en presencia
de pequenas cantidades de extracto de Phaseolus coccineus
(alubia) y Phaseolfus vulgaris (garbancillo); y con timidina
radiactiva 12 h antes de la terminacién del cultivo. La adicibn
de 1 a 10 pg del extracto promueve una estimulacibén celular que
se refleja en el aumento de la incorporacién de timidina. El
efecto se demostr6 en las células de bazo completo, pero no se
demostr6 en las de bazo tratadas con anti-0 ni tampoco en los
timocitos. Se utilizé Con A (mitbgeno de c&lulas f) y LPS (mi-
t6geno de células B) en experimentos similares para téner una
referencia de la potencia relativa de las lectinas de frijol

(Tabla 7).



TABLA 7

3

EFECTO DE LAS LECTINAS DE FRIJOL EN LA INCORPORACION DE H TIMIDINA EN CULTIVO

DE CELULAS DE BAZO, CELULAS DE BAZO TRATADAS CON ANTI O Y TIMOCITOSa)

ADICION AL CULTIVO

CELULAS DE BAZO CELULAS DE BAZO TIMOCITOS

TRATADAS CON ANTI ©

(cpm) (cpm) (cpm)
Nada 8 539 4 332 + 38 302 + 105
Extracto Salino (Alubia) 5 ug 200 076 + 3952 n.d.d) 640 + 64
Extracto Salino (Garb.) 10 ug 83 961 + 4016 nid 595 + 121
Sobrenadante®) (aAlubia) 1 ug 99 800 + 5489 6 579 + 212 n.d.
Fracciébn 663°) (Garb.) 8 ug 23 427 + 627 2 949 + 320 nide
Con A 1 ug 252 521 + 3213 9 053 + 233 54 342 + 5908
LPS 12.5 ug 27 938 + 4754 30 754 + 1054 n.d.

a) Células de bazo (1.5 x 106, células de

timocitos (5 x 10°) fueron cultivados por 72 h;

bazo tratagas con anti 0 (2.6 x 106) y
H Timidina se adicion6 a los

60 h de cultivo. La figura representa cpm de la fraccibn insoluble con &cido
tricloroacético (+ es error estdndar de la media). Todos los resultados son

promedio de cultivos triplicados.

b) Sobrenadante después de precipitar a 66% con sulfato de amonio saturado.
c) Fracci6én precipitada a 66% con sulfato de amonio saturado.

d) n.d. no determinado.
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DISCUSION



DISCUSION

En este estudio se ha demostrado que los extractos de
Phaseolus vulgaris y Phaseofus coccineus, tienen lectinas que
administradas en ciertas condiciones inhiben la respuesta in-
mune in vivo, ademis, en las c&lulas inmunocompetentes {in vi-
tno, inducen la mitogénesis. El efecto mis notable de estas
lectinas es el de suprimir la respuesta inmune del ratén cuan-
do se administran 2 dias antes del antigeno.

Las lectinas estudiadas aqui parecen ser inmunosupre-
sores mis potentes que Con A y PHA, ya que cantidades simila-
res de extractos crudos de alubia y garbancillo inducen mejor
inmunosupresién que la Con A pura (Figura 1) y se requieren
250-500 ug de PHA para suprimir la respuesta inmune del ratén
a eritrocitos de carnero (12).

Aunque en este trabajo se emplearon extractos crudos
de frijol, es poco pfobable que la depresifn inmune pueda
atribuirse a un componente citotbxico no proteico puesto que
el principio inmunosupresor se destruye por calentamiento y
precipita con sulfato de amonio, lo que indica su naturaleza
proteica.

La probabilidad de que la aglutinacibn de los eritro-
citos de carnero im vivo producida por la lectina sea la res-
ponsable de la supresidn de la respuesta inmune en el ratén,
es minima ya que no hay una relacifén directa entre capacidad
hemaglutinante {n v{tro e inmunosupresora in vivo (Tablas 3 y

4). E1 titulo de hemaglutinaciBn es similar para todos los ex-
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tractos; no obstante, no todos inmunosuprimen con la misma in-
tensidad.

El efecto supresor estd relacionado con las siguientes
caracteristicas: la dosis de la lectina administrada, la rela-
cién entre el tiempo de administracibn de la lectina y el an-
tigeno, la via de inyeccibn del antfgeno y la lectina, el es-
tado fisico del antigeno y posiblemente la especie animal in-
munizada, puesto que en los conejos Romball y Weigle (19) en-
contraron aumento en la respuesta inmune cuando administraron
Con A simult&neamente con los eritrocitos de carnero por via
intravenosa.

Cuando ei extracto de frijol se administr6 24 a 48 h
antes del antigeno, se obtuvo supresifn inmunoldgica, pero
cuando se administré antes o después de este intervalé no hu-
bo alteracién de la respuesta. De los trabajos recientes in
vitrno con células de bazo de ratbén, sabemos que la Con A es
capaz de activar dos poblaciones diferentes de cé&lulas T;
una de cé&lulas T "facilitadoras" y otra de células T "supre-
soras" de la respuesta humoral (20). La activacibn {in vivo de
una de estas poblaciones parece depender del estado de dife-
renciacién en que se encuentre el linfocito en el momento de
unirse a la lectina; por esto, el tiempo de administraci6n de
la lectina es critico para obtener inmunosupresién.

Los resultados de los experimentos donde la lectina
fue inyectada por diferentes vias (Figuras 4 y 5), nos da una
idea acerca del sitio de accibn de la lectina en la supresibn

de la respuesta inmune. Cuando la lectina y el antigeno se in-
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yectaron por la misma via ya fuera i.p. o i.v. hubo supresién
marcada, mientras que cuando ia lectina y el antigeno se in-
yectaron por diferentes vias, no hubo supresibén. Estos resul-
tados parecen indicar un efecto local de la lectina en una
poblacién celular involucrada en la primera interaccibén con el
antigeno.

La supresién por extractos de alubia no se presentd
cuando el antigeno se administr6 en forma soluble, pero apare-
ci6 cuando los mismos antigenos se presentaron en forma parti-
culada. Es posible que cuando el antigeno se presenta en forma
particulada exista un efecto sobre los macr6fagos inducida por
factores supresores de linfocitos T. Este efecto multicelular
podria interferir en la cooperacibén para la activacién de lin-
focitos B que se requiere en la respuesta inmune (21).

Los extractos de frijol inducen un efecto mitog&nico
en los linfocitos Tlde bazo, pero no lo hacen en los linfoci-
tos B (células de bazo tratadas con anti-0) ni tampoco en los
timocitos. Estos datos sugieren que los linfocitos T maduros
constituyen los receptores (blancos) de las lectinas y proba-
blemente de aqui se derive el efecto supresor. Desde luego,
esta idea no excluye la cooperacidn de otras células en este
evento. La especificidad de la estimulacibén 4in vitro de lin-
focitos por extracto de alubia y garbancillo difiere de la
estimulacién con Con A (estimulacibn de linfocitos T y timoci-

tos) (22, 23) y de LPS (estimulacibn de linfocitos B) (22, 25).
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Por los datos anteriores, es posible que las lectinas
de frijol induzcan proliferacibn de las c&lulas T "supresoras"
(25) y que su activacibn lleve a la supresiBn de la formacibn
de anticuerpos por cé&lulas B, ya sea por accibn directa o por
mediadores solubles (8) al menos tratindose de antigenos par-
ticulados. De cualquier manera, los trabéjos con lectinas
ayudardn a entender el mecanismo involucrado en el complejo

fenbmeno de la inmunosupresifn experimental.
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CONCLUSIONES

Los extractos salinos (0.9% NaCl) de muestras de Pha-
seolus coccineus y Phaseofus vulgaris locales, contienen lec-
tinas con actividad hemaglutinante, inmunosupresora en ratbn
y mitogénica en linfocitos.

La actividad hemaglutinante se demostrd con eritroci-
tbs humanos de los grupos A, B, O de carnero, de conejo y de
ratén. l

Para que el efegto inmﬁnosupresor de la lectina en el
ratén se lleve a cabo, es importante tomar en cuenta lo si-
guiente:

a) La relacién entre el tiempo de administracibn de
la lectina y el antigeno. Cuando la lectina se inyect6 dos

dfas antes del antigeno, se obtuvo la inmunosupresi6n Sptima.

b) La via de administracifn de la lectina y el anti-
geno. La inyeccibén de ambos por via intraperitoneal, es mejor
que la via intravenosa para inducir supresién de la respuesta

inmune hacia eritrocitos de carnero.

c) El estado fisico del antigeno. Estas lectinas no
suprimieron la respuesta inmune del ratén hacia antigenos so-
lubles (albimina de huevo, albimina sérica de bovino, gamma
globulina de bovino), pero si la inhibieron cuando los anti-
genos se inyectaron en forma particulada, acoplados previa-

mente a Sepharose-4B.

Por otro lado, se observd que las lectinas de alubia

y garbancillo estimulan la sintesis del DNA in vitho en los
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linfocitos-T maduros de rat6én. Esta activacifn parece ser un
paso necesario para la alteraéién de la sintesis de anticuer-
pos, posiblemente por la estimulacibén de c&lulas-T supresoras,
que liberen factores solubles que interfieran con la estimula-
ci6n de las células-B, o bien impidan la intervencién de las

células-T de ayuda.
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