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INTRODUCCION

Las lectinas son proteínas que tienen la propiedad de
1

aglutinar eritrocitos y otras células. Estas substancias se

encuentran presentes en plantas y animales. Las semillas de

numerosos vegetales constituyen la fuente principal de obten- 

ci6n de las lectinas aunque también se obtienen de algunos

invertebrados ( caracol) y de peces A las aglutininas de

plantas com6nmente se les denomina fitohemaglutininas. Sin

embargo, como también están presentes en otros organismos, 

Boyd ( 1) propuso el término " Lectina" ( del latín Lagehe, 

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 Canavalía enzí6oAmíz ( Jack bean) , la f itohemaglutinina de

PhazeoIu4 vulgatíz ( frijol rojo), la de frijol de soya ( Glí- 

cína max) y la de semilla de lenteja ( Lenz culínatíz). 

Las lectinas presentan diferentes propiedades quími- 

cas y biol6gicas. Entre estas la de unirse especlficamente a

polisacáridos y glicoproteínas; se emplea para el aislamiento

y purificaci6n de carbohidratos y el estudio de la química de

las mismas. Esta propiedad singular ha permitido además, de- 

sarrollar técnicas de cromatografía de afinidad para la puri- 

ficaci6n de las lectinas mismas. 

Las lectinas también activan ín vítAo la mitosis en

ciertas poblaciones de linfocitos, por lo que actualmente se

usan para estudiar la bioquímica y morfología celular resul- 
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tado de tal estimulaci6n ( 2). Debido a la semejanza que tiene

el fen6meno de la interacci6n de las lectinas con los linfo- 

citos, al observado con antígenos, se usan las lectinas para

el estudio de estos fen6menos celulares. Así por ejemplo, la

estimulaci6n antigénica de células normales ín vítxo da lugar

a la activaci6n de una pequeña poblaci6n de linfocitos, mien- 

tras que la estimulaci6n con lectinas activa un número mayor

de células, facilitando el estudio bioquímico y molecular de

los linfocitos. Después de la activaci6n se encuentra un au- 

mento en la síntesis de bNA, de RNA y de proteínas ( 3), una

diferenciaci6n o transformaci6n blastoide ( 4), y la produc- 

ci6n en los cultivos de sustancias solubles como es el factor

inhibidor de la migraci6n ( 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 azúcares como a- D- manopiranosa, a- D- gluco- 

piranosa y fructofuranosa. Aparece en forma de mon6mero, dí - 

mero o tetrámero dependiendo del pH y las condiciones i6nicas; 

el mon6mero tiene un peso molecular de 25, 000, un sitio de

uni6n para el azúcar, uno para un ion Ca ++ y otro para un me- 

tal de transici6n. El metal de transici6n que puede ser Mn ++ 

o Zn ' es necesario para la uni6n del ion Ca y ambos catio- 

nes se requieren para la uni6n con el azúcar. Activa selecti- 

vamente ín vítxo linfocitos derivados del timo ( linfocitos T) 

4). Los linfocitos originados en la médula 6sea ( linfocitos

B) no se activan por la Con A a menos que se encuentre en

forma insoluble ( 9). 



3 - 

Muchos de los estudios con lectinas mencionados se han

efectuado en sistemas de cultivo de células 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 reducci6n significativa del rechazo de aloin- 

jerto de piel cuando trataron a los ratones con una dosis al- 

ta de Con A por vía intravenosa, 2 días después del injerto. 

Sin embargo, no lograron demostrar este efecto supresor en

los ratones estimulados con eritrocitos de carnero. Por otro

lado, Egan ( 11) describi6 un efecto supresor de la respuesta

inmune humoral hacia eritrocitos de carnero en ratones trata- 

dos con Con A. Así mismo, la fitohemaglutinina ( PHA) de frijo- 

les rojos también parece ser una buena sustancia para suprimir

la respuesta inmune primaria que el rat6n normalmente produce

cuando es inyectado con eritrocitos de carnero ( 12). 

Debido a los estudios anteriores y otros no mencionados

en esta breve introducci6n nos pareci6 de interés investigar

la presencia de lectinas en los frijoles mexicanos de tan am- 

plio consumo popular en nuestro país, y en caso de obtenerlas, 

efectuar algunos experimentos tendientes a estudiar algunas de

sus principales propiedades inmunol6gicas en los ratones. En

este reporte, se presentan los estudios de a4lutinaci6n 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 años en la granja de la

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 colect6 directamente en soluci6n

de Alsever estéril ( 13). Se us6 sangre humana A, B, 0 de donado- 

res previamente tipificados; sangre de conejo y de rat6n, que

fueron obtenidas en soluci6n salina 0. 9% ( p/ v) oxalatada. El pa- 

quete de eritrocitos se obtuvo por centrifugaci6n lavando 3 ve- 

ces con un amortiguador de fosfatos salino 0. 15 M pH 7. 2 ( PBS). 

Estos eritrocitos se emplearon para la hemaglutinaci6n y la in- 

munizaci6n de los ratones. 

3. Preparaci6n 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 México ( Tabla

l). Los frijoles se molieron en un mortero hasta tener un polvo

fino que se extrajo con 10 volúmenes de NaCl ( 0. 9%) por peso de



5 - 

frijol, a una temperatura de 4' C por 24 h. El material se cen- 

trifug6 a 3000 x g durante 3 horas y posteriormente se deter- 

min6 el contenido de proteína en el extracto obtenido por el

método de Biuret ( 14). Estos extractos se emplearon para bus- 

car un efecto aglutinante y como agente inmunosupresor ín ví- 

vo. También para buscar actividad mitogénica ín vítAo sobre

células. En algunos experimentos el extracto de frijol se ca- 

lent6 a ebullici6n en baño María por 30 minutos antes de pro- 

barse actividad inmunosupresora y hemaglutinaci6n. 

4. Fraccionamiento con sulfato de amonio

La purificaci6n parcial de las lectinas del extractc

salino de alubia y garbancillo, se llev6 a cabo por precipita- 

ciones consecutivas con soluci6n 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

mínimo volumen de agua destilada, se dializaron contra PBS y

contra agua bidestilada y desionizada. Finalmente las solucio- 

nes obtenidas fueron liofilizadas. Este polvo de material se- 

mipurificado se e_-ple6 también en los experimentos de mitoge- 

nesis celular. 

S. Acoplamiento de proteínas a eritrocitos de carnero por el
método de glutaraldehido

Para medir la respuesta humoral en el rat6n contra

albúmina de huevo ( AH), albúmina sérica bovina ( ASB) y gamma
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globulina bolvina ( GGB) se acoplaron estos antígenos a eritroci- 

tos de carnero por el método de glutaraldehido ( 15). ara AH y

ASB se pesaron 20 mg de proteína, se disolvieron en 10 m1 de

PBS y se le adicionaron 0. 4 m1 del paquete de eritrocitos de

carnero lavados 3 veces con PBS. La suspensi6n se agit6 suave- 

mente y se añadi6 2 m1 de glutaraldehido al 2. 5% en soluci6n

acuosa; la agitaci6n se continu6 por 2 h a temperatura ambien- 

te. Para GGB se usaron 12 mg de proteína, 0. 4 m1 de eritroci- 

tos de carnero, 0. 5 m1 de glutaraldehido al 2. 5% y se agit6

por 1 h. En todos los casos el paquete de células sensibili- 

zadas se lav6 3 veces con PBS y se ajustaron al 1% antes de

usarse para la prueba de hemaglutinaci6n en presencia de suero

de rat6n previamente inmunizado con cada uno de los antIgenos. 

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

Para observar el efecto del extracto de alubia en la

respuesta inmune del rat6n hacia los antígenos anteriores, se

acopl¿5 la proteína a Sepharose 4- B ( Pharmacia, Piscataway, 

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

con esta preparaci6n. El acoplamiento se llev6 a cabo así: a

10 m1 de Sepharose lavada, se añadieron 10 m1 de agua destila- 

da y 20 m1 de carbonato de sodio 1 M. Se mezcl6, se adicion6

0. 5 m1 de una soluci6n de BrCN ( 2 g de BrCN por m1 de acetoni- 

trilo). Este paso se llev6 a cabo dentro de una campana ex- 

tractora, agitando durante 1 a 2 minutos. A continuaci6n la



7 - 

Sepharosa activada se lav6 en un embudo con filtro de vidrio, 

usando las siguientes soluciones: 

a) 100 m1 de- NaHCO 3 0. 1 M pH 9. 5
b) 100 m1 de H 20

c) 100 m1 de NaHCO 3 0. 2 M pH 9. 5

La pasta se pas6 a un recipiente de plástico que con- 

tenía 10 m1 de NaHCO 3 0. 2 M pH 9. 5 y la proteína por acoplar; 
la suspensi6n se dej6 a 40C por 20 h. Después del acoplamiento

la Sepharose se lav6 con: 

a) 100 m1 de CH 3 COONa 0. 1 M pH 4. 0
b) 100 m1 de NaHCO3 0 . 1 M pH 10. 0
Estas soluciones de lavado contenían NaCl 0. 5 M. La

determinaci6n de la proteína que se acopl6 a la Sepharose se

hizo por el método de Nessler ( 17). 

7. Hernaglutinaci6n

En un primer paso se busc6 la aglutinaci6n de eritro- 

citos adicionando directamente la soluci6n de extractos de

frijol. Se busc6 aglutinaci6n de eritrocitos humanos, de car- 

nero, de conejo y de rat6n. El extracto de frijol se ajust6 a

una concentraci6n de 2 mg/ m1 de proteína, y se hicieron dilu- 

ciones seriadas al doble en PBS en un volumen final de 0. 05

ml. A cada soluci6n se le adicion6 0. 05 m1 de una suspensi6n

de eritrocitos al 1% en PBS. La mezcla se agit6 e incub6 por

30 minutos a temperatura ambiente y 18 h a 40C antes de hacer
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la lectura. Esta técnica se emple6 también para titular anti- 

cuerpos contra eritrocitos de carnero, en el suero de ratones

inmunizados Previamente. 

Para determinar anticuerpos contra AR, ASB y GGB, se

usaron los eritrocitos de carnero sensibilizados con antígeno

por medio del glutaraldehido ( hemaglutinaci6n pasiva). 

Todos los títulos de hernaglutinaci6n están expresados

como el Log2 di? la recíproca de la filtima diluci6n donde apa- 
reci6 aglutinaci6n. 

8. Disefio expe imental

Los ratones fueron inyectados intraperitonealmente

p.) el primer día con 0. 1 m1 de diversas concentraciones

del extracto de frijol. Se inmunizaron ¡. p. el tercer día con

0. 1 m1 de eritrocitos de carnero ( 2 x 10 8 células) y se san- 

graron del plexo retrobital con pipeta capilar el octavo día

S días después del antígeno). Los sueros obtenidos fueron de - 

complementados a 560C por 30 min y titulados individualmente

antes de 24 h, empleando la técnica de microhemaglutinaci6n

descrita anteriormente. 

En algunos experimentos se hicieron las siguientes mo- 

dificaciones: 

a) El extracto de frijol se administr6 varios días an- 

tes o después de la inmunizaci6n con eritrocitos de carnero. 

b) Los ratones se trataron con una sola inyecci6n de

500 lig del extracto de alubia y después de la inmunizaci6n con

eritrocitos de carnero fueron sangrados a partir del día 2



9 - 

hasta 50 días posteriores al estímulo antigánico. 

c) Se estudi6 el efecto del extracto de alubia y gar- 

bancillo en la respuesta inmune secundaria, administrando la

lectina 2 días antes de la primera y/ o la segunda inmunizaci6n

con eritrocitos de carnero. 

d) Se cambi6 la vía de entrada del extracto de frijol

y el antígeno, y el* intervalo entre la administraci6n de ambos. 

e) En otro grupo de ratones se determin6 el efecto del

extracto de alubia, en la respuesta inmune contra la albúmina

de huevo, albúmina 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 tenían efecto mitogénico, se

prob6 su actividad en la proliferaci6n de los linfocitos del

bazo y timo de ratones. 

La suspensi6n de timocitos y células de bazo de rato- 

nes A/ St fueron ajustados a una concentraci6n de 5 x 10 6 y

1. 5 x 10 6 células por m1 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 pg de estreptomi- 

cina. Las células se cultivaron en tubos d 12 x 75 mm ( Fal- 

con Plastics, catálogo # 2045, Los Angeles, Cal.) durante 72

h a 37' C en una atm6sfera húmeda de 5% de CO 2 en aire, 12 h

antes de terminar el cultivo recibieron 1 pCi de timidina tri~ 
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tiada ( 2 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 máltiple._ La radiactividad se midi6 en un contador beta

de centelleo. 

La base del experimento consiste en evaluar la incor- 

poraci6n de timidina tritiada al cultivo de células en un me- 

dio conteniendo diversas cantidades de los mit6genos usados: 

Con A, lipopolisacárido, 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 células 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 10 8 células de bazo de ratones A/ St con 5 m1 de suero

normal o anti 0 ( 1: 10) y fueron incubadas 30 min a 40C. Las cé- 

lulas se lavaron 3 veces por centrifugaci6n a 1000 rpm con 40

m1 de medio, y se incubaron en complemento de cobayo al 2% ( ab- 

sorbido previamente con células de bazo para eliminar efectos

citot6xicos inespecíficos). 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 describi6 anteriormente. Se deter- 

min6 el número de células viables por el método de la exclusi6n

del azul tripano ( 18). La viabilidad fue de 90% para las célu- 

las normales y 88% para las tratadas con anti 0. 



11.- Estadística

Los datos de inmunosupresi6n y mitosis se trataron es- 

tadísticamente usando una calculadora Hewlett- Packard Serie

9800 programada para " t" de Student. 



CAPITULO III

RESULTADOS
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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, raton y humanos ABO. Como se

observa, los títulos de hemaglutinaci6n fueron altos con todos

los extractos probados. Esta propiedad hernaglutinante fue el

primer resultado positivo de nuestros estudios. 

2. Actividad inmunosupresora

Cuando los ratones fueron tratados con 2. 5 a 4. 2 mg de

proteína del extracto de frijol y 2 días después inmunizados

p. con eritrocitos de carnero ( 2 x 10 8 células), se. observ6

una reducci6n de la respuesta inmune humoral ( Tabla 4). Los

extractos de Pha,6eotu.6 vulgahíz ( garbancillo y canario) y Pha- 

zeolu,6 coccíneu,6 ( alubia), indujeron inmunosupresi6n total a

estas dosis. Se obtuvo una menor inhibici6n, aunque significa- 

tiva ( 12 < 0. 05) en los ratones tratados con las otras varieda- 

des de frijol, observando títulos de L092 3. 3 a 6. 3 en compa- 

raci6n con los títulos de los ratones testigo donde fue de

Log2 8. 3.' Para eliminar la posibilidad de que existieran anti- 

cuerpos naturales contra los eritrocitos de carnero ( Forsman) 

en el rat6n, éstos se sangraron y los sueros se probaron antes

de iniciar cualquier tratamiento. 

Para determinar la dosis mínima de extracto de frijol

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



T A B L A I

NOMBRE BOTANICO, CARACTERISTICAS, NOMBRE LOCAL, ABREVIATURAS Y

MUESTRAS DE SEMILLAS DE FRIJOL UTILIZADAS

NO. DE REGISTRO DE LAS

1, 

CARACTERISTICAS

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

Pha,6eotu,6 coecíneuz Reniforme Blanco Alubia Ph. c. Al.) 85

Pha,6eo¡ u-6 coceíneuz Reniforme Rojo -obscuro Ayocote Ph. C. A.) 90

Pha,6eolu,6 vulgaxíz Esférico Amarillo -verdoso Garbancillo Ph. V. G.) 88
1

Pha,6eolu4 vulgatí4 Elíptico marr6n- claro Canario Ph. v. C.) 83
1

Pha,6eoluz vulgatíz Reniforme Marr6n- manchado Pinto Ph. v. P.) 82

Phazeo1uz vu1qaxí¿ Reniforme Marr6n- rayado Ojo de cabra Ph. v. O. C.) 

Pha,6eoluz vulgwLíz Reniforme Morado -claro Flor de Mayo Ph. v. F. M.) 84

Pha,seoluz vulga)Lí.6 Elíptico Negro Negro Querétaro Ph. V. N. Arr.) 86

Pha.¿colu,6 vulgatí,6 Reniforme Negro Negro Veracruz Ph. V. N. AB.) 87

Canavalía enzí6oxmí4 Reniforme Blanco Jack bean C. e. J. B.) 
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HEMAGLUTINACION DE ERITROCITOS HUMANOS ABO CON EXTRACTOS DE

FRIJOL a) 

MUESTRAS DE FRIJOL - 

USADAS ERITROCITOS HUMANOS

NOMBRE Lo iA,-1) TIPO Ac) TIPO B TIPO 0

Alubía 8. 3 10. 3 9. 3

Ayocote 7. 3 7. 3 5. 3

Garbancillo 8. 3 12. 3 10. 3

Canario 9. 3 12. 3 11. 3
1

Pinto 11. 3 14. 3 12. 3

Ojo de Cabra 7. 3 8. 3 7, 3

Flor de Mayo 9. 3 10. 3 9. 3

Negro Querétaro 8. 3 12. 3 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 fríjol ajustados a una concentraci6n de 2 mg/ m1
de proteína. 

b) Los nombres botánicos de las muestras de frijol se describen

en la tabla 1. 

c) Los resultados están expresados como el L092 de la recíproca
del título. 
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HEMAGLUTINACION DE ERITROCITOS DE CARNERO, CONEJO Y RATON CON EXTRACTOS

DE FRIJOL a) 

MUESTRAS DE FRIJOLb) ERITROCITOS DEc) ERITROCITOS DE ERITROCITOS DE

NOMBRE LOCAL) CARNERO CONEJO RATON

Alubia 11. 3 . 12. 3 12. 3

Ayocote 11. 3 11. 3 11. 3

Garbancillo 12. 3 13. 3. 12. 3

Canario 13. 3 12. 3 14. 3 F - 

Pinto 14. 3 13. 3

w

13. 3 1

Ojo de Cabra 12. 3 10. 3 13. 3

Flor de Mayo 0. 0 12. 3 14. 3

Negro Querétaro 12. 3 12 . 3 14. 3

Negro Veracruz 11. 3 12. 3 12. 3

Bayo 11. 3 12. 3 13. 3

Jack Bean 0. 0 11. 3 13. 2

a) Extractos de frijol ajustados a una concentraci6n de 2 mg/ m1 de proteína. 
b) Los nombres botánicos de las muestras de frijol se describen en la tabla 1. 
c) Los resultados están expresados como el L092 de la recíproca del título. 



T A B L A 4

ACTIVIDAD INMUNOSUPRESORA DE EXTRACTOS SALINOS DE FRIJOL a) 

NOMBRE BOTANICO NOMBRE LOCAL PROTEINAb) 
mg) 

TITULO DE

HEMAGLUTINACION

NUMERO DE

RATONES

Pha,6eolu,6 coceíneu,6 Alubia 2. 7 0. 0 7

Pha,6eolu,s coccíneu,6 Ayocote 2. 5 6. 1 9

Phazeo1uz vulgatí,6 Garbancillo 2. 7 0. 0 4

Pha4eo1u.6 vulgatíz Canario 2. 7 0. 0 5

Phazeo1u,6 vulgaxí,6 Pinto 4. 2 3. 3 11

Phazeolu,¿ vulga)Lí.6 Ojo de Cabra 4. 2 3. 5 8

Phazeo1u.¿ vulgaxíz Flor de Mayo 2. 6 4. 6 9

Pha,6eo1uz vulgatíz Negro Querétaro 2. 6 5. 6 9

Phazeo1 U, 6 vulgaxíz Negro Veracruz 2. 7 6. 3 7

Phazeo1u,s vulgaAí,6 Bayo 3. 2 5. 9 8

Salina 0. 0 8. 3 21

a) Los extractos de frijol fueron administrados intraperitonealmente dos días antes
de la inmunizaci6n con eritrocitos de carnero. El 5o. día después del estímulo
antigénico, los ratones se sangraron del plexo retroorbital y el suero se prob6
por hemaglutinaci6n. La probabilidad usando " t" Students contra los controles

fue p < 0. 05. 

b) Determinada por el método de Biuret. 

c) Los resultados de hemaglutinaci6n están expresados como el L092 de la recíproca
del título. 
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respuesta, usando 2 extractos, 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, PhazeoIuz coccíneuz ( alubia) y PhaZeo- 

luZ vulgatíz ( garbancillo) Poseen lectinas más potentes para

inhibir la respuesta inmune del rat6n que la Con A, puesto

que 200 pg de los extractos disminuyeron el título de hema- 

glutinaci6n de Log 2 8- 10 a niveles menores de Log2 3. 

3. 
Efecto del tiempo transcurrido entre la administraci6n dela le

rocitos de carnero en la inmunosupre- si"Sñ

i Con el objeto de saber cuanto tiempo debe transcurrir

entre la administraci6n de la lectina y el antIgeno para que
la inmunosupresi6n sea 6ptima; se trataron grupos de ratones

con 300 pg del extra c,to de alubia los días 7, 4, 2 6 1 antes

de la inmunizací6n, 
el mismo día y 1 6 2 días después del an- 

tígeno. En los resultados señalados en la figura 2, vemos que

los extractos de alubia y garbancillo indujeron marcada inmu- 
nosupresi6n cuando se inyectaron 24- 48 horas antes de la ad- 
ministraci6n del antlgeno Cuando se administraron 7 6 4 días
antes, 1 6 2 días después, 0 simultáneamente con el antIgeno, 

no se indujo inmunosupresi6n significativa. 

4. Duraci6n de la inmunosupresi6n

Con el prop6sito de saber si las lectinas de frijol
producen un efecto inmunosupresor duradero, se inyectaron ra- 
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FIGURA 1

CANTIDAD DE PROTEINA Pq

FIG. 1.- Actividad inmunosupresora de los extractos de frijol

en ratones inyectados ¡. p. 2 días antes de inmuniz arlos con

una dosis de 2 x lo 8 eritrocitos de carnero. Cinco días des- 
pués de administrado el antígeno los ratones se sangraron y
el suero se titul6. Extracto de " Alubia" extracto de

Garbancillo ( D-- ci) y Con A ( 0—~--0). Los valores representan

el promedio + D. E. de 3 a 5 ratones. 
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FIGURA 2
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DIAS ANTES 0 DESPUES DEL ANTIGENO

FIG. 2.- Inmunosupresi6n de ratones inyectados con 300 pg 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 título del suero 5 días después de la inyecci6n del

antígeno, graficado contra el día de administraci6n del ex- 

tracto. Cada punto es el promedio + D. E. de 3 muestras. Ex- 

tracto de " Alubia" extracto de Garbancillo ( o --- o) y

control con salina ( 0). 
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tones con una sola dosis de 500 wg de Phazeoeuz coccíneuz ( alu- 

bia) y se sangraron 2, 5, 8, 10, 12, 15, 30 y 50 días después de ad- 

ministrado el antígeno. En la figura 3 observamos una inmuno- 

supresi6n marcada durante los días 2 al 15. Posteriormente el

título de anticuerpos ascendi6 progresivamente hasta un máximo

observado el día 30. Los títulos de anticuerpos de los ratones

tratados permanecieron siempre más bajos que los de los ratones

control, los cuales fueron inyectados únicamente con eritroci- 

tos de carnero. La inmunosupresi6n de la respuesta a eritroci- 

tos de carnero parece ser un fen6meno duradero, ya que al fi- 

nal de un período de casi 2 meses todavía se observa un ligero

efecto supresor. 

S. Efecto del extracto de alubia en la respuesta inmune secun- 
a-a-ria

Un intento para aclarar la acci6n de las lectinas a

nivel celular en el sistema inmune del rat6n, se hizo probando

el efecto del extracto de alubia en la respuesta inmune secun- 

daria. En estos experimentos los ratones se trataron con 750

pg de lectina 2 días antes de la primera inmunizaci6n con eri- 

trocitos de carnero y/ o 2 días antes del segundo estímulo an- 

tigénico, verificando siempre la respuesta primaria. El inter- 

valo entre la prImera y segunda inyecci6n del antígeno fue de

30 días. Cuando los ratones se trataron con una sola dosis de

lectina 2 días antes de la primera inmunizaci6n, se observ6

una supresi6n de la respuesta secundaria ( Tabla S). Un efecto
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FIGURA 3
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FIG. 3.- Duraci6n de la inmunosupresi6n obtenida en ratones

después de inyectarlos ¡. p. con 500 wg del extracto de « Alu- 

bia" 2 días antes de la ínmunízaci6n con 2 x 108 eritrocitos

de carnero. Cada punto representa el promedio + D. E. de 3 ra- 

tones sangrados el día indicado. Ratones tratados con extrac- 

to de frijol ratones control inyectados con salina

o -----o). 
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RESPUESTA PRIMARIA Y SECUNDARIA

TITULOS DE HEMAGLUTINACION DE RATONES TRATADOS CON EXTRACTO DE ALUBIA

DIAS DE INMUNIZACION Y L Og2 ( RECIPROCA DEL TITULO) Log 2 ( RECIPROCA DEL TITULO) 

TRATAMIENTO RESPUESTA PRIMARIA RESPUESTA SECUNDARIA

2 0 28 30 Día 5 a) Día 35

Lectinab) SRBCC) - 

SRBC 0 d) 5. 9 + 0. 33

Lectina SRBC Lectina SRBC 0 6. 9 + 0. 33

SRBC Lectina SRBC 9. 3 + 0 7. 9 + 0. 33

SRBC - SRBC 8. 3 + 0 11. 3 + 0

a) Día de sangrado. 

b) 750 ug de extracto de alubia. Inyecci6n intraperitoneal. 

c) SRBC: eritrocitos de carnero 2 x 10 8 células/ O. 1 ml. 
d) L092 de la recíproca del título. + error estándar de la media. 
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similar se observ6 cuando la lectina se administr6 antes de los

dos estímulos antigénicos. Cuando la lectina se administr6 so- 

lamente antes del segundo estímulo antigénico también se inhi- 

bi6 la respuesta secundaria, ya que no progres6 con la cinéti- 

ca característica. 

6. Efecto de la vía de administraci6n de la lectina y del an- 
tígeno en la inhibición de la respuesta inmune

Debido a que en los experimentos anteriores la vía de

inyecci6n de la lectina. y el antígeno fue ¡. p., era interesan- 

te estudiar si la lectina había afectado únicamente un grupo de

células de un compartimiento anat6mico preferencialmente ex- 

puesto. Por lo tanto se estudi6 el efecto de otras vías de ad- 

ministraci6n. Las figuras 4 y 5 muestran los resultados de es- 

tos experimentos. Como se observa, la supresi6n fue notable

cuando la lectina y el antígeno se administraron por la misma

vía, ya sea ¡. v. o ¡. p., pero no hubo efecto cuando la lectina

se inyect6 por vía ¡. v. y el antígeno por vía ¡. p. o viceversa. 

7. Inactivaci6n 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 acci6n de algún componente citot6xico no

proteico, que actuara en el animal inacapacitándolo para res- 

ponder inmunol6gicamente. Por lo que se realizaron experimentos

inactivando 3 de los extractos por calentamiento a ebullici6n

en baño María por 30 minutos. Fue patente la desaparici6n de la
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FIGURA 4
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FIG. 4.- Efecto de la admínístraci6n de la lectina y el antIge- 

no por la misma vía. Los ratones se trataron con lectina de

Alubia" a diferentes intervalos antes o después de inmunizar- 

los con 2 x 108 eritrocítos de carnero, ambos inyectados por

vía ¡. p. (&— A) 0 ¡. v. ( A—¿). Cada punto representa el pro- 

medio de 3 ratones sangrados 5 días después de administrar el

antigeno. 
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FIGUR' 5
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DIAS ANTES 0 DESPLIES DEL ANTIGENO

FIG. 5.- Efecto de la administraci6n de la lectina y el antIge- 

no por diferentes vías. Los ratones se trataron con lectína de
Alubia" por vía ¡. p. a diferentes intervalos antes o después

de inmunízarlos con 2 x 108 erítrocítos de carnero por vía ¡. v. 

O --- o), 0 viceversa lectina vía ¡. v. y eritrocitos de carnero

vía ¡. p. 
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actividad inmunosupresora de, los extractos de alubia, garbanci- 

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

8. Semipurif caci6n con sulfato de amonio

Se intent6 purificar las lectinas de los extractos de

Pha4eoIu¿ coceíneu,6 ( alubia) y Phazeolu,6 vulgaxí.¿ (garbancillo), 

por fraccionamiento de los extractos crudos con sulfato de amo- 

nio. La ac ividad inmunosupresora del extracto' de alubia se

concentr6 en la fracci6n precipitada a 66% de saturaci6n y en

el sobrenadante ( Tabla 6). La actividad para el de garbancillo

estuvo presente en las fracciones precipitadas a 50 y 66% de

saturaci6n y en el sobrenadante. Como las fracciones presenta- 

ron un ligero efecto supresor, se descart6 el método por inefi- 

caz. 

Por el momento, podemos aseverar que el principio inmu- 

nosupresor es una proteína puesto que precipita con sulfato de

amonio y es termosensible. 

9. Efecto del extracto de alubia en la respuesta inmune del ra- 
t6n a la al—bM!

ii"
n—ad'! huevo y la albúmina bovina

Se demostr6 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 supresi6n era general, se em- 

plearon antígenos solubles como la albúmina de huevo y la bovi- 

na. Los ratones se inyectaron con 1000 pq de extracto de alubia

por vía ¡. p., 2 días antes de inmunizarlos con 750 pg de albú- 
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FIGURA 6

X

Salina Phc. ^ Y. Ph.v. 

Al. a C, 

FIG. 6.- Desaparici6n del efecto íranunosupresor. El extracto

de frijol se ajust6 a 1 mg/ m1 de proteína y se calent6 a ebu- 

llíci6n en baño María por 30 min. El material se centrifug6 a
1) 1- 

3000 x g y el sobrenadante se adminístr6 a ratones por vía

í. p. 2 días 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

n , salina 0 . 
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FRACCIONAMIENTO CON SULFATO DE AMONIO DE DOS EXTRACTOS DE FRIJOL

PASO DE PURIFICACION

PHASEOLUS

CANTIDAD DE

PROTEINA TOTAL

mg) 
a) 

COCCINEUS ( ALUBIA) 

TITULO DE

HEMAGLU- 

RENDIMIENTO TINACION

PHASEOLUS

CANTIDAD DE

PROTEINA TOTAL

mg)
a) 

VULGARIS ( GARBANCILLO) 

TITULO DE

HEMAGLU- 

RENDIMIENTO TINACION

Extracto salino de

frijol ( 15 g) 1340. 0 100. 0 6. 9 1183. 13 100. 0 3. 9

c) 
20% SAS 11. 7 0. 87 n. d. d 20. 74 1. 75 4. 8

33% 91. 5 6. 82 6. 3 44. 27 3. 74 5. 8

50% 470. 0 35. 07 5. 8 371. 74 31. 42 1. 6

66% 183. 0 13. 65 5. 4 250. 56 21. 17 2. 1

Sobrenadante 472. 5 35. 22 2. 1 374. 66 31. 66 2. 6

Proteína recuperada 1228. 7 91. 63 1061. 97 89. 74

a) Determinada por el método de Nessler. 

b) Cada animal recibi6 100 wg de la fracci6n indicada. Los resultados están expresados como Log2
del inverso del título. 

c) Porciento de saturaci6n con sulfato de amonio saturado. 

d) n. d.: no determinado. 
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mina de huevo o de bovino. En la administraci6n del antígeno

se ensayaron 3 condiciones diferentes: ¡. p. sin adyuvante, ¡. p. 

con adyuvante completeo de Freund ( ACF) e intramuscular (¡. m.) 

con el mismo adyuvante. Los ratones fueron sangrados 5, 10 y 15

días después del estímulo antigánico y los sueros obtenidos

fueron titulados usando la hemaglutinaci6n 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
rat6n hacia albúmina de huevo, albúmina séFIca- WvFiña—y
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, éstos se acoplaron a Sepharose por medio de BrCN para

convertirlos en antígenos particulados. Con esta preparaci6n

se inmunizaron ratones por vía ¡. p. 2 días después de haberlos

inoculado con la lectina por la misma vía, y se sangraron como

en el. caso anterior. La cantidad de proteína acoplada a Sepha- 

rose se determin6 por el método de Nessler; los valores de

proteína obtenidos por m1 de Sepharose. fueron de 2. 5 mg para

AH, 3. 4 mg para ASB y 4. 7 para GGB. Se emplearon 750 pg de ca- 

da preparaci6n por rat6n. En la figura 9 vemos que la lectina

de alubia suprime significativamente la respuesta inmune del

rat6n, hacia los 3 antígenos acoplados a Sepharose ( particula- 

dos), lo que indica que el estado físico del antígeno es crí- 
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FIGURA 7
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FIG. 7.- Efecto del extracto de " Alubia" en la respuesta inmune

del rat6n hacia albúmina de huevo. Los ratones se trataron con

100 Wg del extracto por vía ¡. p. 2 días antes de inmunizarlos

con 750 wg de albúmina de huevo empleando 3 condiciones: por

vía ¡. p., por vía ¡. p. ( A. C. F.) o por vía ¡. m. ( A. C. F.) y se

sangraron 5, 10 y 15 días después de administrado el antígeno. 

Los sueros fu èron titulados por hemaglutinaci6n pasiva. Ratones

tratados con extracto de " Alubia" ( o— o), ratones testigos in- 

yectados con salina
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FIGURA 8
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FIG. 8.- Efecto del extracto de " Alubia" en la respuesta inmune

del rat6n hacia albúmina sérica bovina. Los ratones se inocula- 

ron con 1000 wg del extracto por vía ¡. p. 2 días antes de inmu- 

nizarlos con 750 Wg de albúmina sérica bovina empleando 3 gon- 

diciones: por vía ¡. p., por vía ¡. p. ( A. C. F.) o por vía ¡. m. 

A. F. C.) y fueron sangrados 5, 10 y 15 días después de inmuni- 

zados con el antígeno. Los sueros se titularon por hemaglutina- 

ci6n pasiva. Ratones tratados con extracto de " Alubia" ( o --- o), 

ratones testigos inyectados con salina
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FIGURA 9
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FIG. 9.- Inmunosupresi6n de la respuesta inmune hacia A. H., ASB

y GGB acopladas a sefarosa 4- B por extracto de " Alubia". Los

ratones se inocularon con 1000 pg del extracto 2 días antes de

inmunizarlos con 750 jig del antígeno por la misma vía. Cinco

días después de la administraci6n del antígeno se sangraron y

el suero se titul6 por hemaglutinaci6n pasiva. Ratones tratados

con extracto de " Alubia" ratones control inyectados

con salina
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tico para que se lleve a cabo el efecto supresor por lectinas. 

11. Efecto de las lectinas sobre la síntesis de DNA en células - 

Se cultivaron células de bazo de rat6n normal, células

de bazo tratados con anti -0 y timocitos de rat6n, en presencia

de pequeñas cantidades de extracto de PhazeoIuz coceíneu4

alubia) y Pha,6eoluz vuIga4í.6 ( garbancillo); y con timidina

radiactiva 12 h antes de la terminaci6n del cultivo. La adici6n

de 1 a 10 pg del extracto promueve una estimulaci6n celular que

se refleja en el aumento" de la incorporaci6n 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 utiliz6 Con A ( mit6geno de células' T) y LPS ( mi- 

t6geno de células B) en experimentos similares para tener una

referencia de la potencia relativa de las lectinas de frijol

Tabla 7). 
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EFECTO DE LAS LECTINAS DE FRIJOL EN LA INCORPORACION DE 3 H TIMIDINA EN CULTIVO

a) 

DE CELULAS DE BAZO, CELULAS DE BAZO TRATADAS CON ANTI 0 Y TIMOCITOS

ADICION AL CULTIVO CELULAS DE BAZO CELULAS DE BAZO TIMOCITOS

TRATADAS CON ANTI 0

cprú cprú cpM) 

Nada 8 539 4 332 + 38 302 + 105

Extracto Salino Alubia) 5 pg 200 076 + 3952 n. d. d) 640 + 64

Extracto Salino Garb,) 10 pg 83 961 + 4016 n. d. 595 + 121

Sobrenadante
b) 

Alubia) 1 Wg 99 800 + 5489 6 579 + 212 n. d. c

1

Fracci6n 66% c) Garb.) 8 pg 23 427 + 627 2 949 + 320 n. d. 

Con A 1 lig 252 521 + 3213 9 053 + 233 54 342 + 5908

LPS 12. 5 pg 27 938 + 4754 30 754 + 1054 n. d. 

6 6
a) Células de bazo ( t. 5 x 10 , células de bazo tratajas con anti 0 ( 2. 6 x 10 ) y

timocitos ( 5 x 10 ) fueron cultivados por 72 h; H Timidina se adicion6 a los

60 h de cultivo. La figura representa cpm de la fracci6n insoluble con ácido
tricloroacético (+ es error estándar de la media). Todos los resultados son

promedio de cultivos triplicados. 

b) Sobrenadante denpués de precipitar a 66% con sulfato de amonio saturado. 

c) Fracci6n precipitada a 66% con sulfato de amonio saturado. 

d) n. d. no determinado. 
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DISCUSION
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DISCUSION

En este estudio se ha demostrádo que los extractos de

Pha,6eoluz vulgaAíz y Pha4eoIu4 coecíneua, tienen lectinas que

administradas en ciertas condiciones inhiben la respuesta in- 

mune in vivo, además, en las células inmunocompetentes ín vi- 

tto, inducen la mitogénesis. El efecto más notable de estas

lectinas es el de suprimir la respuesta inmune del rat6n cuan- 

do se administran 2 días antes del antígeno. 

Las lectinas estudiadas aquí parecen ser inmunosupre- 

sores más potentes que Con A y PRA, ya que cantidades simila- 

res de extractos crudos de alubia y garbancillo inducen mejor

inmunosupresi6n que la con A pura ( Figura 1) y se requieren

250- 500 pg de PHA para suprimir la respuesta inmune del rat6n

a eritrocitos de carnero ( 12). 

Aunque en este trabajo se emplearon extractos crudos

de frijol, es poco probable que la depresi6n inmune pueda

atribuirse a un componente citot6xico 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 aglutinaci6n de los eritro- 

citos de carnero ín vivo producida por la lectina sea la res- 

ponsable de la supresi6n de la respuesta inmune en el rat6n, 

es mínima ya que no hay una relaci6n directa entre capacidad

hemaglutinante ín vítAo e inmunosupresora ín vivo ( Tablas 3 y

4). El título de hemaglutinaci6n es similar para todos los ex- 
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tractos; no obstante, no todos inmunosuprimen con la misma in- 

tensidad. 

El efecto supresor está relacionado con las siguientes

características: la dosis de la lectina administrada, la rela- 

ci6n entre el tiempo de administraci6n de la lectina y el an- 

tígeno, la vía de inyecci6n del antígeno y la lectina, el es- 

tado físico del antígeno 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 simultáneamente con los eritrocitos de carnero por vía

intravenosa. 

Cuando el extracto de frijol se administr6 24 a 48 h

antes del antígeno, se obtuvo supresi6n inmunol64ica, pero

cuando se administr6 antes o después de este intervalo no hu- 

bo alteraci6n de la respuesta. De los trabajos recientes ¡ n

vítxo con células de bazo de rat6n, sabemos que la Con A es

capaz de activar dos poblaciones diferentes de células T; 

una de células T " facilitadorasn y otra de células T " supre- 

soras" de la respuesta humoral ( 20). La activaci6n ín vívo de

una de estas poblaciones parece depender del estado de dife- 

renciaci6n en que se encuentre el linfocito en el momento de

unirse a la lectina; por esto, el tiempo de administraci6ñ de

la lectina es crítico para obtener inmunosupresi6n. 

Los resultados de los experimentos donde la lectina

fue inyectada por diferentes vías ( Figuras 4 y 5), nos da una

idea acerca del sitio de acci6n de la lectina en la supresi6n

de la respuesta inmune. Cuando la lectina y el antígeno se in- 
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yectaron por la misma vía ya fuera ¡. p. o ¡. v. hubo supresi6n

marcada mientras que cuando la lectina y el antígeno se in- 

yectaron por diferentes vías, no hubo supresi6n. Estos resul- 

tados parecen indicar un efecto local de la lectina en una

poblaci6n celular involucrada en la primera interacci6n con el

antígeno. 

La supresi6n por extractos de alubia no se present6

cuando el antígeno se administr6 en forma soluble, pero apare- 

ci6 cuando los mismos antígenos se presentaron en forma parti- 

culada. Es posible que cuando el antígeno se presenta en forma

particulada exista un efecto sobre los macr6fagos inducida por

factores supresores de linfocitos T. Este efecto multicelular

podría interferir en la cooperaci6n para la activaci6n de lin- 

focitos B que se requiere en la respuesta inmune ( 21). 

Los extractos de frijol inducen un efecto mitogénico

en los linfocitos T de 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 aquí se derive el efecto supresor. Desde luego, 

esta idea no excluye la cooperaci6n de otras células en este

evento. La especificidad de la estimulaci6n in vítAo de lin- 

focitos por extracto de alubia y garbancillo difiere de la

estimulaci6n con Con A ( estimulaci6n de linfocitos T y timoci- 

tos) ( 22, 23) y de LPS ( estimulaci6n de linfocitos B) ( 22, 25). 
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Por los datos anteriores,, es posible que las lectinas

de frijol induzcan proliferaci6n de las células T usupresoras1l

25) y que su activaci6n lleve a la supresi6n de la formaci6n

de anticuerpos por células B, ya sea por acci6n directa o por

mediadores solubles ( 8) al menos tratándose de antIgenos par- 

ticulados. De cualquier manera, los trabajos con lectinas

ayudarán a entender el mecanismo involucrado en el complejo

fen6meno de la inmunosupresi6n experimental. 
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CONCLUSIONES

Los extractos salinos ( 0. 9% NaCl) de muestras de Pha~ 

zeoluz coceíneu.¿ y Phaseoluz vulgaAíz locales, contienen lec - 

tinas con actividad hemaglutinante, inmunosupresora en rat6n

y mitogénica en linfocitos. 

La actividad hemaglutinante se demostr6 con eritroci- 

tos humanos de los grupos A, B, 0 de carnero, de conejo y de

rat6n. 

Para que el efecto inmunosupresor de la lectina en el

rat6n se lleve a cabo, es importante tomar en cuenta lo si- 

guiente: 

a) La relaci6n entre el tiempo de administraci6n de

la lectina y el antígeno. Cuando la lectina se inyect6 dos

días antes del antígeno, se obtuvo la inmunosupresi6n 6ptima. 

b) La vía de administraci6n de la lectina y el antí- 

geno. La inyecci6n de ambos por vía intraperitoneal, es mejor

que la vía intravenosa para inducir supresi6n de la respuesta

inmune hacia eritrocitos de carnero. 

c) El estado físico del antígeno. Estas lectinas no

suprimieron la respuesta inmune del rat6n hacia antígenos so- 

lubles ( albúmina de huevo, albúmina sérica de bovino, gamma

globulina de bovino), pero si la inhibieron cuando los antí- 

genos se inyectaron en forma particulada, acoplados previa- 

mente a Sepharose -4B. 

Por otro lado, se observ6 que las lectinas de alubia

y garbancillo estimulan la síntesis del DNA ín vít Lo en los
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linfocitos -T maduros de rat6n. Esta activaci6n parece ser un

paso necesario para la alteraci6n de la sIntesis de anticuer- 

pos, posiblemente por la estimulaci6n de células -T supresorasi

que liberen factores solubles que interfieran con la estimula- 

ci6n de las células -B, o bien impidan la intervenci6n de las

células -T de ayuda. 
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