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I.INTRODUCCION

LAS LEGUMINOSAS CONTIENEN UNA GRAN VARIEDAD DE FACTORES -
TOX1COS Y ANTINUTRICIONALES ENTRE LOS CUALES ESTAN: INHIBIDORES -
DE ENZIMAS, GLUCOSIDOS CIANOGENICOS, FITATOS, SA#ONINAS, OLIGOSA-
CARIDOS PRODUCTORES DE FLATULENCIA, bOLlFENOLES, ALCALOIDES Y LEC
TINAS. _
A PESAR DE ESTO, LA POBLACION MUNDIAL LAS HA COMSUMIDO POR MILES -
DE Afi0S, YA QUE EL USO DEL FUeGo éOR EL HOMBRE PRIMITIVO PARA CO-
CINAR LOS ALIMENTOS CAUSO UN 'IMPORTANTE IMPACTO EN LA PROVISION -
DE MATERIAL VEGETAL COMESTIBLE, bORQUE LO HIZO DISFONlBLE PARA EL
CONSUMO HUMANO Y UNA GRAN CANTIDAD DE SEMILLAS QUE ERAN TOXICAS -
EN ESTADO CRUDO LLEGARON A SER ALIMENTO DESPUES DEL COCIMIENTO.,

LA ABUNDANCIA DE LEGUMINOSAS EN EL CONTINENTE AMERICANO Y
ESPECIFICAMENTE EN MEXICO HACE QUE SE TRATE DE CONOCER MAS SOBRE -
SU COMPOSICION ¥ EN ESPECIAL DE LAS LECTINAS, NOMBRE QUE PROVIENE
DEL LATIN “_LEGERE " SELECCIONAR O ESCOGER DEBIDO A SU ESPECIFICL
DAD DE ACCIGN EN GLOBULOS ROJOS DE DIFERENTES ANIMALES, PARA ELLO
SE REQUIERE CONTAR CON NUEVAS METODOLOGIAS O MEJORAR LAS YA EXIS-
TENTES PARA CARACTERIZAR MUCHAS DE ELLAS QUE SE ENCUENTRAN EN LA -
FLORA SILVESTRE SIN SER ESTUDIADAS. )

Lo ANTERIOR PERMITIRA LA OBTENCION DE ESTOS COMPUESTOS PROTEINI--
COS UTILIZADOS AMPLIAMENTE EN Broaufmica cLINICA cOMO UNA HERRA--
MIENTA PRINCIPALMENTE EN LOS ESTUDIOS DE GENETICA.



II.GENERALIDADES

1,- CARACTERISTICAS GENERALES

DURANTE LA OLTIMA PARTE DEL SIGLO PASADO SE CREVO QUE LA TOXICIDAD -
DE LAS SEMILLAS SE DEBIA A TOXINAS BACTERIANAS. TEORIA QUE FUE REFUTADA CUANDO
SE DEMOSTRO QUE LA TOXICIDAD DE ABRUS PRECATORIUS RESIDIA EN UNA FRACCION QUE
PRECIPITABA CON ALCOHOL A PARTIR DE UN EXTRACTO ACUOSO DE LA SEMILLA.
En 1909 sE OBSERVO QUE EXTRACTOS DE SEMILLAS ERAN CAPACES DE AGLUTINAR GLOBU--
LOS ROJOS DE VARIOS ANIMALES,
FL DESCUBRIMIENTO SOBRE EL ALTO GRADO DE ESPECIFICIDAD DE EXTRACTOS DE CIERTAS
SEMILLAS HACIA LAS CELULAS HUMANAS CAUSO GRAN INTERES Y SE INICIO UNA INTENSI-
VA INVESTIGACION SISTEMATICA DE MILES DE PLANTAS DE TODO EL MUNDO CON RESPECTO
A SU USD POTENCIAL COMO REACTIVOS PARA TIPIFICAR LA SANGRE ( LIENER, 1964 ).

Dos DESCUBRIMIENTOS HECHOS EN 1950 CONTRIBUYEROM SIGNIFICATIVAMENTE -
PARA LA REALIZACION DEL ENORME POTENCIAL DE LAS LECTINAS EN LA INVESTIGACION --
BIOLOGICA.
EL PRIMERO DE ESTOS FUE LA ESTIMULACION MITOGENICA DE LINFOCITOS CAUSADA POR —-
FITOHEMAGLUTININAS . EL USO DE TALES CELULAS FACILITA GRANDEMENTE EL EXAMEN VI--
SUAL DE CROMOSOMAS EN HUMANOS Y OTROS ANIMALES Y LLEVO A LA EXPANSION LE LA CI-
TOGENETICA HUMANA ¥ AL ALMENTO DEL ENTENDIMIENTO DE LAS RELACIOMES CROMDSOMAS ~
ANORMALES Y ENFERMEDAD.
LA ESTIMULACION DE LINFOCITOS POR LECTINAS TAMBIEN PROVEE UN INSTRUMENTO PARA ~
EL ESTUDIO DEL MECANISMO POR EL CUAL LAS SENALES LLEVADAS A LA SUPERFICIE CELU-
LAR SON TRANSMITIDAS A LA MAQUINARIA METABOLICA DEL CITOPLASMA Y EL NOCLEOS Y
PARA EL EXAMEN DE LOS EVENTOS BIOQUIMICOS INVOLUCRADOS EN LA CONSERVACION DE --
UNA CELULA EN REPOSO O EM UNA CRECIENDO ACTIVAMENTE.



FL. SEGUNDO DESCUBRIMIENTO FUE LA AGLUTINACION DE CELULAS MALIGNAS A
CONCENTRAC IONES MUCHO MENORES DE LAS QUE SE REQUERIAN PARA LA AGLUTINACION DE
CELULAS NORMALES. EN BREVE, LA CONCANAVALINA A, LA AGLUTININA DE SOYA Y MUCHAS
OTRAS LECTINAS MOSTRARON AGLUTINACION DE CELULAS PREFERENCIALES.

ESTO LLEVO AL USO DE LECTINAS PARA EL ESTUDIO DE CAMBIOS EN LA SUPERFICIE CE--
LULAR DURANTE EL CRECIMIENTO, DIFERENCIACION Y TRANSFORMACION MALIGNAS.

LAS HEMAGLUT ININAS SON PROTEINAS QUE TIENEN LA HABILIDAD DE AGLUTI--
NAR LOS GLOBULOS ROJOS EN FORMA SIMILAR A LOS ANTICUERPOS, PUES PRESENTAN UNA
MARCADA ESPECIFICIDAD EN UNA CLASE DE ERITROCITOS Y NO EN TODOS O SOLO DEBIL-~
MENTE EN OTROS. POR LO TANTO, CADA HEMAGLUTININA ES CLARAMENTE DIFERENTE DE TQ
DAS LAS DEMAS Y DEBEN ESTUDIARSE INDIVIDUALMENTE.
EN CONTRASTE A LOS ANTICUERPOS LOS CUALES SON SIMILARES ESTRUCTURALMENTE, LAS
LECTINAS VARIAN EN COMPOSICION, PESO MOLECULAR, SUBUNIDAD ESTRUCTURAL Y NUMERO
DE SITIOS RECEPTORES DE AZUCARES.

LAS LECTINAS SE CONOCEN CON NOMBRES TRIVIALES O DE ACUERDO A SU FUEN
TE SEGUIDA DE SU NOMBRE COMON O NOMBRE ROTANICO ( JaFrE, 1973 ).

A PESAR DE QUE LAS LECTINAS HAN SIDO ENCONTRADAS EN ANIMALES Y MICRO-
ORGANISMOS, LAS PLANTAS SON LA PRINCIPAL FUENTE DE ESTAS PROTEINAS. AL ESTUDIAR
EXTRACTOS DE 2003 VARIEDADES DE PLANTAS SE ENCONTRO ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE EN
800, TAN SOLO DE LA FAMILIA LEGUMINOSAE (AS DE 600 ESPECIES Y VARIEDADES PRESEN
TARON TAL ACTIVIDAD ( L1s, 1381a ).

2.~ DISTRIBUCION DE LECTINAS EN PLANTAS

EN EL REINO VEGETAL SE HA ENCONTRADO QUE LAS LECTINAS CONSTITUYEN CER
ca DEL 107 DEL NITROGENO TOTAL EN EXTRACTOS DE SEMILLAS MADURAS.

(2]



LA DISTRIBUCION DE LAS LECTINAS HA SIDO PRINCIPALMENTE ESTUDIADA EN LEGUMINO-~
SAS Y SE HAN ENCONTRADO EN SEMILLAS MADURAS Y ESTAN LOCALIZADAS EM LOS COTILE
DONES, SIN EMBARGO, LAS LECTINAS NO ESTAN CONFINADAS A UNA SOLA PARTE DE LA -
PLANTA. LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DEBIDO A LAS LECTINAS HA SIDO DETECTADA -
EN LAS RAICES Y EN ALGUNOS OTROS TEJIDOS DE LAS LEGUMINOSAS, COMO EMBRION Y -
CASCARA DE LA SEMILLA.

VARIOS INVESTIGADORES ENCONTRARON QUE LAS LECTINAS NO ESTABAN Pi .--
SENTES EN SEMILLAS INMADURAS PERO SI LO ESTABAN EN LAS MADURAS, EN 1976 SE Es
TUDIO EL DESARROLLO DE LECTINAS EN CHICHAROS POR HEMAGLUTINACION E INMUNODIFU
SION RADIAL Y SE ENCONTRO QUE ESTAS LECTINAS AUMENTABAN EN CANTIDAD PROPORCIQ
NAL AL AUMENTO DE RESERVA TOTAL DE PROTE{NA DE SEMILLAS MADURAS.
En 1978 USANDO UN ENSAYO RADIOINMUNOSENSITIVO NO DETECTARON LECTINAS EN SEMI-
LLAS EN DESARROLLO DE DOLICHUS BIFLORUS DURANTE LOS PRIMEROS 26 DIAS DESPUES
DEL FLORECIMIENTO PERO SE ENCONTRO' UNA APARICION REPENTINA DE LECTINAS EN AL-
TA CONCENTRACIOH A LOS 27 DIAS COM UN NIVEL mAXIMO A L0s 28 pias. Topos estos
ESTUDIOS INDICAN QUE. LA APARICION DE LECTINAS OCURRE DURANTE UM ESTADO TARDIO
DE MADURACION DE LAS SEMILLAS, PREVIO A SU DESHIDRATACION.

TaB1EN SE HA INVESTIGADO SOBRE LA LOCALIZACION SUBCELULAR DE LECT]
NAS EN COTILEDONES DE SEMILLAS MADURAS Y DESPUES DE MUCHOS ENSAYOS SE HA LLE-
GADO A LA CONCLUS!GN DE QUE LAS VACUOLAS SON LOS ORGAMELOS QUE MEJOR ALMACE--
NAN PROTELNAS EN VEGETALES DICOTILEDONEOS. ESTOS CRGANELOS ESFERICOS ESTAN RO
DEADOS POR UNA MEMBRANA, Y VARIA ENTRE ESPECIES, CON RESPECTO A LA HOMOGENEI-
DAD DE SU MATRIZ PROTEINICA Y LA PRESENCIA DE INCLUSIONES.

Los ESTUDIOS ANTES MENCIONADOS DE LA LOCALIZACION SUBCELULAR DE LEC
TINAS EN CELULAS DEL COTILEDON EN LEGUMINOSAS INDICAN GUE UNA GRAM PORCION DE
LECTINAS ESTA ASOCIADO CON LAS VACUOLAS, AUNGUE PUEDEN HABER DIFERENCIAS ( ET
ziER, 1986 ).

3.~ FUNCION DE LA NATURALEZA

UNA CARACTERISTICA ESENCIAL DE CUALQUIER MECANISMO DE DEFENSA ACTIVO
DE UN SISTEMA BIOLOGICO ES LA HABILIDAD PARA RECONOCER ESPECIF ICAMENTE EL AGEN



TE OFENSIVO Y RESPONDER A SU PRESENCIA.

LA ESPECIFICIDAD DE LECTINAS Y LAS PROPIEDADES CONFERIDAS EN ELLAS POR LA ML~
TIVALENCIA DE SUS SITIOS DE COMBINACION LLEVG A INVESTIGAR LAS SIMILITUDES DE
LAS LECTINAS CON LOS ANTICUERPOS Y PROFONER QUE QUIZA LAS LECTINAS PODIAN FUN
CIONAR COMO ANTICUERPOS VEGETALES. ACTUALMENTE SE SABE QUE HAY UNA GRAN DIFEREN
ClA ENTRE ESTAS DOS CLASES DE MOLECULAS. o

SIN EMBARGO, AUNQUE LAS LECTINAS PUEDEN JUGAR UN PAPEL EN EL SISTEMA DE DEFEN-
SA DE LAS PLANTAS, NO HAY EVIDENCIA DE LA PRESENCIA EN PLANTAS DE UN SISTEMA -
INMUNE DIRECTAMENTE COMPARADO CON EL SISTEMA INMUNE ANIMAL. ( Evzier, 1986 ).

DEBIDO A LAS CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LAS LECTINAS SE HA ESPECU
LADO SOBRE LA FUNCION QUE JUEGAN EN LAS PLANTAS GUE LAS CONTIENEH Y SE HAN POS
TULADO ALGUNAS FUNCIONES ENTRE LAS QUE TENEMOS:

- " BNTICUERPOS " CONTRA BACTERIAS.

- TRANSPORTE Y ALMACENAMIENTO DE AZ{CARES.

- CoNTROL DE LA GERMINACION Y DESARROLLO DE LA SEMILLA.

~ REGULACION DE LA EXTENSION CELULAR DE LA PLANTA.

- PROTECCION CONTRA INSECTOS DEPREDADORES .

- PROTECGION CONTRA HOMGOS FITOPATOGENDS.

~ Enzimas,

- UNION DE MICROORGANISMOS SIMBIGTICOS NITRIFICANTES A LEGUMINOSAS.
DESAFORTUNADAMENTE NINGUNA DE LAS AMTERIORES HIPOTESIS PROPUESTAS ESTA BIEN —-
FUNDAMENTADA Y POR LO TANTO EL PAPEL DE LAS LECTINAS ES AUN UNA INTERROGANTE -
ABIERTA.

EN BASE A OBSERVACIONES E INVESTIGACIONES REALIZADAS SE PROPUSO GUE ~
LAS LECTINAS PUEDEN PROTEGER A LAS PLANTAS CONTRA HONGOS PATGGENOS DURANTE LA -
IMBIBICION, GERMINACION Y CRECIMIENTO DE LOS RETOR0S. EN EL cASO DEL TRIGO, TAL
PROPUESTA ESTA APOYADA POR EL DESCUBRIMIENTO DE QUE LA AGLUTININA DEL GERMEN --
DE TRIGO ESTA LOCALIZADA EN LA SUPERFICIE DE LAS CELULAS GUE GS UW SITIO DE IN-
FECCION POTENCIAL. LAS ALTAS CONCENTRACIONES DE LECTINAS EN MUCHAS SEMILLAS Y ~
LA EVIDENCIA DE QUE CANTIDADES APRECIABLES DE LECTINAS SON LIBERADAS AL MEDIO -
AYBIENTE DURANTE LA GERMINACICH DE LAS SEMILLAS TAMBIEN APOYA UN POSIBLE PAPEL
FUNGISTATICO DE LAS LECTINAS,

EN 1982 SE ENCONTRARON ALTOS HIVELES DE LECTINAS PRESENTES EN CULTIVOS RES ISTEN
TES DE SEMILLAS DE SOYA AL HONGO PHIVTOPHORA MEGASPERMA EM COMPARACION A SEMILLAS




SUSCEPTIBLES A ESTOS HONGOS, LA LECTINA FUE LIBERADA ANTES Y EN GRAN CANTIDAD
DE LAS SEMILLAS DE CULTIVOS RESISTENTES DURANTE LA IMBIBICION.

TAMBIEN SE HA PROPUESTO QUE ACTOAN COMO DEFENSA DE PLANTAS CONTRA -
BACTERIAS Y VIRUS.

En 1964 SE PROPUSO QUE LAS LECTINAS DE LEGUMINOSAS PODIAN AYUDAR A
PROTEGER LOS COTILEDONES DE LA DEGRADACISN POR BACTERIAS.

EXTRACTOS PURIFICADOS PARCIALMENTE DE LECTINAS DE VICIA CRACCA INHIBENEL CRE-
CIMIENTO DE UNA BACTERIA ASOCIADA CON LA CUBIERTA DE LA SEMILLA DE ESTA PLANTA.

A cAusA DE LA OBVIA SIMILITUD DE LOS SITIOS DE ACCION DE LAS LECTI--
NAS A LOS DE LAS GLUCOSIDASAS, ESTAS PODRAN CONSIDERARSE COMO ENZIMAS QUE HAN
PERDIDO SITIOS CATALITICOS O, ALTERNATIVAMENTE, LAS ENZIMAS PUEDEN CONSIDERAR-
SE LECTINAS GUE HAN ADQUIRIDO SITIOS CATALITICOS. TAMBIEN ES POSIBLE QUE LECTL
NAS “ IN SITY “ POSEAN ACTIVIDAD ENZIMATICA ALTAMENTE LABIL Y QUE DURANTE LA -
PURIFICACION LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA LECTINA SE PIERDA; MIENTRAS QUE LA
ACTIVIDAD ENLAZANTE ES RETENIDA.

OTRA ESPECULACION ES QUE LA LECTINA EN SEMILLAS SECAS SON PROTEINAS
INACT IVAS ENZ IMATICAMENTE QUE ADQUIEREN PROPIEDADES CATALITICAS DURANTE LA GER
MINACION, LA RECIENTE DEMOSTRACION DE QUE UNA LECTINA DE FRIJOL MUNG ALTAMENTE
PURIFICADA ESPECIFICA PARA GALACTOSA POSEE ACTIVIDAD DE GALACTOSIDASA Y -PUEDE
SERVIR COMO ESTIMULO PARA LA BUSGUEDA DE ACTIVIDAD ENZIMATICA EN LECTINAS Y --
ACTIVIDAD DE LECTINAS EN ENzimas ( Lis, 1981a ).

TAMBIEN SE HA SUGERIDO GUE LAS LECTINAS PUEDEN JUGAR UN PAPEL EN EL -
CRECIMIENTO DE LAS CELULAS. LA INTERACCION REVERSIBLE DE UNA LECTINA COM SU RE-
CEPTOR: GLICOPROTEINA 0 GLICOLEPIDO EN LA MISMA MEMBRANA, PODRIA SER USADO POR
EL ORGANISMO PARA REGULAR EL POTENCIAL DE UNION A LOS CARBOHIDRATOS DE LA LEC-
TINA DURANTE EL CICLO CELULAR O EVENTOS DE SU DESARROLLO.

DADO QUE NO HAY EVIDENCIAS DETERMINANTES PARA NINGUNA DE LAS FUNCIO--
NES PROPUESTAS, Y YA QUE MUCHAS PLANTAS ESTAN APARENTEMENTE LIBRES DE LECTINAS
PERO QUE VIVEN Y FLORECEN, ES POSIBLE QUE LAS PROPIEDADES BIOLOGICAS DE LAS LEC
TINAS, COMO SE HA OBSERVADO EN EL LABORATORIO, NO TENGAM RELACION CON SU FUN-=—
CI6N EN LA NATURALEZA ( Evzier, 1980 ),



4,~ PROPIEDADES QUIMICAS Y BIOLOGICAS

LA ONICA CARACTER{STICA COMUN A LAS LECTINAS ES QUE TODAS
SON PROTEINAS.
LA MAYORIA CONTIENEN AZUCARES ( HASTA UN 507, coMO EN LA LECTI' .
DE LA PAPA ) UNIDOS COVALENTEMENTE Y PUEDEN AS! CLASIFICARSE Cu-
MO GLUCOPROTEINAS.
MuCHAS LECTINAS SON RELATIVAMENTE RICAS EN ACIDO ASPARTICO, SERL
NA Y TREONINA, HASTA UN 30% DE SU CONTENIDO DE AMINOACIDOS Y ES-
TAN CASI LIBRES DE AMINOACIDOS SULFURADOS A EXCEPCION DE LAS A--
GLUT ININAS DEL GERMEN DE TRIGO Y LA PAPA QUE SON RICAS EN CISTEL
NA. .
EL ALTO CONTENIDO DE ENLACES DISULFURO EN LA AGLUTININA DEL GER-
MEN DE TRIGO LA DOTA DE ESTABILIDAD TERMICA, LA PROTEGE CONTRA -
ENZIMAS PROTEOLITICAS Y CONTRA AGENTES DESNATURALIZANTES TALES -
COMO DETERGENTES, UREA, ALCALIS Y ACIDOS.

LLAS LECTINAS DE LA PAPA Y DE DATURA STRAMONIUM SON RICAS
EN HIDROXIPROLINA, UN AMINOACIDO QUE ESTA CONFINADO A UM LIMITA-
Do NOMERO DE PROTEINAS. LA LECTINA DE LA PAPA TAMBIEN CONTIENE -
ORNITINA, QUE PARECE ESTAR PRESENTE EN PROTE{NAS ARABINOGALACTA-
NAS DE YARIAS PLANTAS PERO NO HA SIDO ENCONTRADA EN OTRAS PROTE]
NAS .

Con POCAS EXCEPCIONES, TODAS LAS LECTINAS EXAMINADAS CON
TIENEN METALES Y EN ALGUNOS CASOS SE HA EVIDENCIADO LA PRESENCIA
pE Mn++ v/0 Ca++ PARA LA ACTIVIDAD. EL MN++ EN LECTINAS PUEDE --
REEMPLAZARSE POR UNA VARIEDAD DE IONES METALICOS SIN DISMINUIR ~
LA ACTIVIDAD BIOLOGICA COMO SE DEMOSTRG PARA LA CONCANAVALINA A
¥ PARA LA AGLUTININA DE sovA., Et CA++ EN LA CONCANAVALINA A PUE
DE REEMPLAZARSE POR (D' PERO NO POR BA!
L0S METALES CONFIEREN UN ALTO GRADO DE ESTABILIDAD ESTRUCTURAL A
LA CONCANAVALINA A PROTEGIENDOLA CONTRA INACTIVACION TERMICA E -
HIDROLISIS ENzIMATICA ( Lis, 1981m ).



LA cONCANAVALINA A A PH NEUTRO ES UN TETRAMERO EL CUAL -
ESTA COMPUESTO DE CUATRO SUBUNIDADES IDENTICAS DE PESO MOLECULAR:
26000 FORMADO POR UNA SOLA CADENA POLIPEPTIDICA DE 237 AMINOACI-
pos. CADA SUBUNIDAD CONTIENE DOS SITIOS DE ENLACE DE METALES UNO
coN Mn++ v OoTRO con CA++ Y OTRO SITIO PARA UN RESIDUO DE AZUCAR.
TAMBIEN SE HAN PRESENTADO EVIDENGCIAS DE SITIOS HIDROFOBICOS.

CONDICIONES ESTRUCTURALES ANALOGAS PREVALECEN EN MUCHAS
LECTINAS DE LEGUMINOSAS QUE CONSTAN DE DOS A CUATRO SUBUNIDADES
Y CONTIENEN IONES BIVALENTES,
LAS SUBUNIDADES PUEDEN SER IDENTICAS Y SU DISOCIACION PUEDE SER
IRREVERSIBLE O REVERS.IBLE DEPENDIENDO DE LAS CONDICIONES A LAS -
QuE se soMeTA ( Lis, 1981; Jarrg, 1980: Jarrf, 1973 ).

CoN RESPECTO DE SUS PROPIEDADES BIOLOGICAS, PODEMOS DE--
CIR QUE: LAS LECTINAS EJERCEN DIVERSAS ACCIONES EN LAS CELULAS,-
DE LAS CUALES LAS MAS ESTUDIADAS SON LA AGLUTINACION Y LA ESTIMY
LACION MITOGENICA.OTROS EFECTOS INCLUYEN TOXICIDAD " IM YITRO “-
E-" INVIVO ” E INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE HONGOS.
LoS DIFERENTES EFECTOS'BIOLOGICOS, SIN EMBARGO, NO SON EXHIBIDOS
POR TODAS LAS LECTINAS.
EN SEGUIDA SE ENUMERAN ALGUNOS EFECTOS BIOLOGICOS QUE LAS LECTI-
NAS EJERCEN EN LAS cfruras ( Lis, 1981 B ).

1.~ AGLUTINACION DE ERITROCITOS Y OTROS TIPOS DE CELULAS
2.- ESTIMULACION MITOGENICA DE LINFOCITOS

3.,- GENERACION DE CELULAS SUPRESORAS

4.~ TOXICIDAD A CELULAS HUMANAS Y ANIMALES

5.- INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE CELULAS

6.~ INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE HONGOS

7.~ INDUCCIO6N DE FORMACION DE VACUOLAS EN MACROFAGOS
8

"

.- EFecTOS IMMUNOSUPRESIVOS “ IN. vIVO "

5,- AISLAMIENTO Y PURIFICACION

EL AISLAMIENTO DE LECTINAS EMPIEZA GENERALMENTE POR LA --
8



EXTRACCION DE LA SEMILLA FINAMENTE MOLIDA CON SOLUCIGN SALINA.
SUELE REALIZARSE UNA PREEXTRACCION CON SOLVENTES ORGANICOS PARA
REMOVER LiPIDOS Y OTRAS SUSTANCIAS OUE PUEDAN INTERFERIR EN LA -
PURIFICACION.

EN EL PASADD SE UTILIZABA EL METODO CONVENCIONAL DE ---
FRACCIONAMIENTO PROTEICO, EN EL PRESENTE, LA MAYOR{A DE LOS Mf-
TODOS DE PURIFICACION DE LECTINAS EMPLEAN CROMATOGRAFIA DE AFE-
NIDAD BASADA EN LA HABILIDAD DE LAS LECTINAS PARA UNIRSE A SACA
RIDOS DE MANERA REVERSIBLE, CON LA DESVENTAJA DE QUE LAS LECTI-

e MAS DISEREN CONTAMIMARSE CON GLUCOSIDASAS QUE FRECUENTEMENTE ES-
TAN PRESENTES EN LOS EXTRACTOS VEGETALES { Lis, 1981 a ).

LA PURIFICACION DE LECTINAS PRESENTA PROBLEMAS QUE NO -
SON COMUNES EN LA PURIFICACION DE OTRAS PROTE{NAS. LAS LECTINAS
PUEDEN APARFCER EN FORMAS MULTIPLES QUE TIENEN MAS O MENOS SIML
LAR ACTIVIDAD BIOLOGICA Y DIFIEREN LIGERAMENTE EN SUS PROPIEDA-
DES FISICAS Y QUIMICAS.

MUCHAS LECTINAS ESTAN COMPUESTAS DE SUBUNIDADES LAS CUALES PUE-
DEN SUFRIR REACCIONES DE ASOCIACION-DISOCIACION.
~EL CcOMPORTAMIENTO CROMATOGRAFICO Y OTRAS CARACTERISTICAS DE --
LAS LECTINAS PUEDEN DEPENDER DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES
ESPECIALMENTE DE LA PRESENCIA DE 1ONES METALICOS,

POR LD TANTO, LOS RESULTADOS DE LABORATORIOS DIFERENTES
SON DIFICILES DE COMPARAR PORQUE NO PUEDE DETERMINARSE SI LAS -
DIFERENCIAS EN LAS FROPIEDADES DESCRITAS SON DEBIDAS AL HECHO -
DE QUE SE OBTUVIERON DIFERENTES FRACCIONES O QUE LAS FRACCIONES
HOMOLOGAS DE VARIAS SEMILLAS TIENEN DIFERENTES PROPIEDADES.

La AFINIDAD ESPECIFICA POR CIERTOS RESIDUOS DE AZUCAR -
PUEDE USARSE PARA LA PURIFICACION DE LECTINAS. FRECUENTEMENTE -
PUEDEN OBTENERSE EN UN SOLO PASO EN FORMA RELATIVAMENTE PURA Y
CON EXCELENTE RENDIMIENTO POR CROMATOGRAF{A DE AFINIDAD.

LA VENTAJA QUE PUEDE TOMARSE DEL HECHO DE QUE LA MAYO--
RIA DE LAS LECTINAS SON GLUZOPROTEINAS ES QUE PUEDEN INTERACTUAR



CON OTRAS LECTINAS. AS! LA CONCANAVALINA A UNIDA COVALENTEMENTE
A LA SEPHAROSA PUEDE USARSE PARA AISLAR LECTINAS DE DIFERENTES -
EXTRACTOS VEGETALES crubos { Jarr€, 1980; Lis, 1981a; JarFe, -~
1973 ),

6.- DETECCION Y ENSAYO

CoMO LO INDICA SU NOMBRE, LAS HEMAGLUTININAS SE DETEC--
TAN Y CARACTERIZAN POR SU ACCION SOBRE LOS GLOBULOS ROJOS Y ES
LA AGLUTINACION LA MANIFESTACION MAS ESTUDIADA DE LA INTERAC---
CION DE UNA LECTINA CON CELULAS, CARACTERISTICA QUE LAS DISTIN-
GUE DE OTRAS MACROMOLECULAS ENLAZANTES DE AZ(CARES TALES COMO -
GLUCOSIDASAS Y GLUCOSILTRANSFERASAS.

PARA QUE LA AGLUTINACION SE LLEVE A CABO LA LECTINA DE-
BE UNIRSE A LA CELULA. SIN EMBARGO NO HAY UNA RELACIGN SIMPLE -
ENTRE EL NUMERO DE ENLACES DE LECTINAS Y AGLUTIHACIGN. SE CONO-
CEN CASOS EN DONDE CANTIDADES CONSIDERABLES DE UMA LECTINA SE -
UNEN ACELULAS SIN CAUSAR AGLUTINACION. ESTO ES POR QUE LA AGLUTL
NACION ES AFECTADA POR MUCHOS FACTORES TALES COMO LAS PROPIEDA-
DES MOLECULARES DE LA LECTINA ( NOMERO DE SI1T10S DE ENLACE, PE-
$0 MOLECULAR ), PROPIEDADES DE LA SUPERFICIE CELULAR ( NUMERO Y
ACCESIBILIDAD DE LOS SITIOS RECEPTORES, FLUIDEZ DE MEMBRANA ) Y
ESTADO METABOLICO DE LAS CELULAS. LA RELATIVA CONTRIBUCION DE -
LOS DIFERENTES FACTORES DEPENDE DE LAS LECTINAS Y DE LAS CELU--
LAS EXAMINADAS. ADEMAS LA AGLUTINACION ES AFECTADA POR LAS CON-
DICIONES EXTERNAS DEL ENSAYQ TALES COMO TEMPERATURA, CCHCENTRA-
CION CELULAR, MEZCLADO, ETc. ( Lis, 1981 B ).

LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LAS LECTINAS SE MIDE GENE
RALMENTE MEDIANTE UNA TECNICA DE DILUCION SERIADA CON ESTIMACION
VISUAL DEL PUNTO FINAL. LA TECHNICA DE MICROTITULACION HA ENCON-
TRADO AMPLIA ACEPTACION, YA QUE UTILIZA UNA MINIMA CANTIDAD o
MUESTRA Y POR LA RAPIDEZ CON QUE SE REALIZA LA DETERMINACION.



SE REQUIERE DE LA PRESENCIA DE NACL U OTRAS SALES PARA LA AGLU-
TINACION, LOS GLOBULOS ROJOS LAVADOS DEBEN ACTIVARSE CON UNA --
PROTEASA COMO PAPAINA, PRONASA O TRIPSINA ( JAaFFE, 1980 ),

LIENER PROPUSO UN METODO CUANTITATIVO QUE SE BASA EN LA
VELOCIDAD DE SEDIMENTACION DE LOS ERITROCITOS POR EFECTO DE LA
CANTIDAD DE HEMAGLUTININAS PRESENTES ( LIENER, 1955 ),

UN NUEVO PROCEDIMIENTO PARA LA DETECCION DE LECTINAS ~-
LLAMADO ELECTROFORESIS POR AFINIDAD SE HA DESARROLLADO, EN EL -
CUAL SE COMBINAN LOS PRINCIPIOS DE CROMATOGRAFIA Y ELECTROFORE-
sts { Lis, 1981 A ).

7.- CITOTOXICIDAD DE LECTINAS

EN EXPERIMENTOS REALIZADOS POR INVESTIGADORES DETECTA--
RON QUE CON EL USO DE GLOBULOS ROJOS DE DIFERENTES ANIMALES SE
LOGRA DISTINGUIR CUATRO TIPOS DE ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE EN --
LOS EXTRACTOS DE DIFERENTES VARIEDADES DE FRIJOLES: AQUELLOS --
QUE AGLUTINAN ERITROCITOS TRIPSINIZADOS DE CONEJO Y DE VACA LLA
MADOS TIPO A, LOS QUE AGLUTINAN SOLO GLOBULOS DE CONEJO LLAMA--
DOS TIPO B, LOS QUE AGLUTINAN SOLO GLOBULOS DE VACA LLAMADOS TL
po C Y LOS QUE NO ACTOAN SOBRE WINGUNO DE LOS DOS TIPOS DE GLG~
BULOS LLAMADOS T1Po D. SE DETECTS TAMBIEN QUE LOS TIPoS Ay C -
SON TOX1COS CUANDO SE ADICIONAN A LA DIETA DE ANIMALES EXPERI--
MENTALES ( JaFrg, 1972 ).

LAS LECTINAS TOXICAS GENERALMENTE SON SELECTIVAS EN SU
ACCION EN CELULAS. EN PARTICULAR, LAS CELULAS TRANSFORMADAS SON
FRECUENTEMENTE MUCHO MAS SENSIBLES A LOS EFECTOS CITOTOXICOS DE
LAS LECTINAS QUE LAS CELULAS NORMALES.

TAMBI£N SE HA OBSERVADO QUE LAS LECTINAS ( ESPECIALMEN-
TE LA CONCANAVALINA A ) INHIBEN EL CRECIMIENTO DE TUMORES; PERO
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POR DESGRACIA, A LA CONCENTRACION DE CONCANAVALINA A REQUERIDA -
PARA LA SUPRESION DEL TUMOR DICHA DOSIS ES TOXICA.
RECIENTEMENTE SE HAN REALIZADO EXPERIMENTOS DEL USO TERAPEUTICO
DE LA LECTINA DEL RICINUS COMMUNIS CON PACIENTES DE CANCER QUE -
"HAN DADO RESULTADOS ALENTADORES ( Lis, 1981 a ).

LA TOXICIDAD DE LAS LECTINAS TAMBIEN DEPENDE DE LA ESPE-
CIE ANIMAL Y DE LA RAZA ESPECIAL QUE SE EMPLEE.
PorR EJEMPLO, LA SOYA CRUDA PUEDE CAUSAR LA MUERTE DE CERDOS DE -
GUINEA PERO NO LA DE RATAS. DIFERENTES RAZAS DE RATONES PRESEN--
TAN DIFERENTES VELOCIDADES DE MORTALIDAD CUANDO SE INYECTAN CON
UN EXTRACTO DE FRIJOLES crRupos. En 1962 SE OBSERVO QUE LA LECTI-
NA DE LAS JUDIAS INHIBE EL CRECIMIENTO Y CAUSA LA MUERTE DE RA--
TAS CUANDO SE ADMINISTRA AL 0.5Z EN LA DIETA. EN 1963, EN UM EX-
PERIMENTO SIMILAR CON POLLOS SE OBSERVO QUE LA DISMINUCION EN EL
CRECIMIENTO FUE MUCHO MENOR QUE EN LAS RATAS Y NO HUBO ACCION LE
TAL.

SE HA OBSERVADO QUE LAS LECTINAS DE FRIJOL ADMINI[STRADAS
POR VIA ORAL A RATAS REDUCEN LA ABSORCION DE TODOS LOS NUTRIEN--~
TES., EXPERIMENTOS " IN VITRO " CON ASAS INTESTINALES TOMADAS DE
RATAS ALIMENTADAS CON LECTINAS REVELG UNA IMPORTANTE DISMINUCION
EN LA ABSORCION DE GLUCOSA A TRAVES DE LA PARED INTESTINAL EN --
COMPARACION A LOs cowTRoLEs ( Jarrg, 1980 )

PUEDE CONCLUIRSE QUE LA ACCIGN DE LA LECTINA ES DEBIDO A
QUE ESTAS SE COMBINAN CON LOS AZOCARES DE LA MEMBRANA DE LA MUCO
SA INTESTINAL, CAUSANDO INTERFERENCIA NO ESPECIFICA DE LA ABSOR-
c16N DE NUTRIENTES. En 1974 se APOYO ESTA HIPOTESIS AL ENCONTRAR
QUE UN NOMERO DE DIFERENTES LECTINAS REACCIONABAN CON FoLfcuLoOs
Y VELLOSIDADES DEL INTESTINO PERO A DIFERENTES REGIONES DE ESTE,
DEPENDIENDO DE LA ESPECIFICIDAD DE LA LECTINA.

ASIMISMO, SE PROPUSO QUE LA TOXICIDAD DE LA LECTINA DEL
FRIJOL PODIA SER ATRIBUIDA A SU HABILIDAD DE UNIRSE A SITIOS RE-
CEPTORES ESPECIFICOS EN LA SUPERFICIE DE LAS CELULAS DE LA PARED

INTESTINAL-
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LA APARICIGN DE LESIONES Y RUPTURAS EN EL DESARROLLO DE -
LAS VELLOSIDADES ACOMPARA A LA UNION DE LA LECTINA DEL FRIJOL CO-
MON CON LA CELULA.

LA HABILIDAD DE LA LECTINA PARA DISMINUIR LA CAPACIDAD AB
SORBENTE DEL INTESTINO DELGADO NG ESTA CONFINADA A LOS AZUCARES.
PoR EJEMPLO, LA LECTINA PURIFICADA DE CHICHARO DISMINUYE LA ABSO™
CION DUODENAL DE HISTIDINA EN RATONES. Y LA ADICION DE LECTINA &
FRIJOL COMUN A UNA DIETA DE CASEINA PARA RATAS PROVOCG UNA MALA -
ABSORCION DE LIPIDOS, NITROGENG Y VITAMINA 812 ASI COMO UNA INTER
FERENCIA EN EL TRANSPORTE DE 1ONES.

PARECERIA QUE LOS EFECTOS DE LA LECTINA EN LA HABJLIDAD ~
ABSORBENTE DEL INTESTINO DELGADO ES MAS QUE UNA CONSECUENCIA EN -
LOS CAMBIOS DE PERMEABILIDAD .INTESTINAL. EN 1984 SE ENCONTRO QuE
LA INTRODUCCION DE LECTINA DE GERMEN DE TRIGO EN EL INTESTINO DEL
GADO DE LAS RATAS DISMINUIA LA PERMEABILIDAD DE PEQUENAS MOLECU--
LAS DE POLIETILENGLIcOL C P.M, 600 ), PERO AUMENTABA LA PERMEARI~-
LIDAD DE GRANDES MOLECULAS DE DEXTRAN ( P.M, 3000 ), MIENTRAS QUE
CON LA CONCANAVALINA A PRESENTABA UN EFECTO CONTRARIO.

ESTOS DESCUBRIMIENTOS PUEDEN TENER [MPORTANTES IMPLICACIONES CON
-RESPECTO A REACCIONES ALERGICAS A ALIMENTOS QUE CONTIENEM LECTINAS
ESTA INTERFERENCIA NO ESPECIFICA CON LA ABSORCION DE NUTRIENTES -
ES SIN DUDA UNA DE LAS RAZONES DE QUE LAS PROTEINAS DE LEGUMINO--
SAS SEAN POBREMENTE UTILIZADAS,.O SEA, QUE PRESENTEN UNA BAJA DI-
GESTIBILIDAD ( Liener, 1986; Hara, 1986 ).

8.~ PRESENCIA DE LECTINAS EN LA DIETA HUMANA

EL HECHO DE QUE LAS LECTINAS ESTEN AMPLIAMENTE DISTRIBUI-
DAS EN LOS ALIMENTOS COMUNMENTE CONSUMIDOS POR HUMANOS SURGE LA -
PREGUNTA IMPORTANTE SI ELLO POSEE UN RIESGO SIGNIFICANTE PARA LA
SALUD DE L 0S MISMOS.



A PESAR DE QUE LAS LECTINAS EN LA MAYOR[A DE LAS PLANTAS
COMESTIBLES SON INACTIVADAS POR TRATAMIENTOS TERMICOS, LA POSIBL
LIDAD DE EFECTOS TOXICOS PRODUCIDOS POR CONSUMIR ESTOS ALIMENTOS
CRUDOS O EN ESTADO INADECUADO DE COCIMIENTO ES REAL.

LAS LECTINAS TAMBIEN HAN SIDO DETECTADAS EN ALIMENTOS --

"QUE HAN ESTADO SUJETOS A ALGUN PROCESO, TALES COMO CEREALES SE--
COS Y CACAHUATES, GERMEN DE TRIGO Y FRIJOLES SECOS.

TAMBIEN SE DEBE CONSIDERAR EL HECHO DE QUE LAS LECTINAS
ENCONTRADAS EN MUCHAS LEGUMINOSAS, GERMEN DE TRIGO Y TOMATES, --
SON RESISTENTES A LA ACCION DE ENZIMAS DIGESTIVAS.

EX1STEN VAR10S REPORTES EN LA LITERATURA DE CASOS DE HU-
MANOS [NTOXICADOS EN LOS CUALES LAS LECTINAS PARECEN HABER SIDO
LOS AGENTES CAUSANTES. EN 1929 SE DESCUBRIERON DOS CASOS DE ENVE
NENAMIENTO EN NINOS QUE HAB{AM CONSUMIDO FRIJOLES crupos ( P. co
ccineys ). Asimismo EN 1964, FUERON DESCRITOS ALGUNOS CASOS DE -
NINOS QUE HABIAN ENFERMADO DE UNA MANERA EXTREMA nE;buEs DE LA -
INGESTION DE BAYAS { DE PHYTOLAGCA AMERICANA )} O EXPOSICIONES --
SISTEMATICAS DE SU JUGO EN LA MANO. UN EXAMEN DE LA SANGRE REVE-
L6 UN MARCADO AUMENTO DE LINFOCITOS PLASMACITOIDES Y DE HECHO ES
TA OBSERVACION LLEVO A DESCUBRIR EL AHORA BIEN CONOCIDO EFECTO -
MITOGENICO DE LAS LECTINAS.

En 1948 s& PRESENTO UNA EPIDEMIA DE GASTROENTERITIS EN--
TRE LA POBLACION DE BERLIN QRIENTAL DEBIDO AL CONSUMO DE FRIJO--
LES PARCIALMENTE COCIDOS, QUE HABIAN SIDO DISTRIBUIDOS EN LA CIU
DAD DURANTE SU BLOQUEO., EN TANZANIA SE DETERMING QUE UNA MEZCLA
DE MAfZ Y FRIJOLES QUE HABIAN RECEIBIDO COCIMIENTO INSUFICIENTE -
ERA POTENCIALMENTE NOCIVA PARA LOS INFANTES A LOS QUE SE HABIA -
DESTINADO. ESTE PROBLEMA SURGIO DEL HECHO DE QUE UN COCIMIENTO -
INADECUADO ES FRECUENTEMENTE EN LOZA DE BARRO SOBRE UN FUEGO DE
LENA, SE FORME UNA MASA VISCOSA Y GRUESA COMO LOS FRIJOLES Y EL
MAIZ ¥ POR LO CUAL EL CALOR PUEDE SER INEFICIENTE, PUES EN AUSEN
ClIA DE UN CONSTANTE Y VIGOROSO MOVIMIENTO GRANDES CANTIDADES DE
LECTINAS PUEDEN ESCAPAR DE SER DESTRUIDAS.
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UNA DISMINUCION EN EL PUNTO DE EBULLICION DEL AGUA, TAL COMO SU-
CEDE EN CIERTAS REGIONES MONTANOSAS DEL MUNDO, PUEDE TAMBIEN RE-
SULTAR EN LA INCOMPLETA DESTRUCCION DE LA LECTINA.

UNA MAS RECIENTE APARICION DE INTOXICACION EN INGLATE--
RRA HA SI1DO DESCRITA Y SIRVIO PARA ENFATIZAR EL RIESGO ASOCIADO
A LOS FRIJOLES CRUDOS O INADECUADAMENTE cocipos. En 1970 nNifios
ESCOLARES EN UN DIA FESTIVO COMIERON FRIJOLES QUE HABIAN SIDO RE
MOJADOS EN AGUA PERO NO ESTABAN COCIDOS. LoS NUEVE NIROS QUE co-
MIERON LOS FRIJOLES COMENZARON CON AGUDAS MAUSEAS Y EN EL LAPSO
DE HORA A HORA Y MEDIA EMPEZARON A VOMITAR SEGUIDO DE DIARREA. -
Tan P0OCOS COMO U4 0 5 FRIJOLES FUERON SUFICIENTES PARA PRODUCIR -
ESTAS REAcciones ( LieMer, 1986; Benper, 1983 ).

TODAS LAS LECTINAS TOXICAS i’RODUCEN TRANSTORNOS PARECI--
DOS, DE MAYOR O MENOR GRAVEDAD, ENTRE LOS QUE RESALTA EN PRIMER
LUGAR LA INTENSA. INFLAMACION DE LA MUCCSA INTESTINAL, CON LA POS
TERIOR DESTRUCCION DE LOS EPITEL10OS, EDEMA Y HEMORRAGIA DEL TEJI1
DO LINFATICO. EN EL HIGADO SE OBSERVA DEGENERACION GRASA Y NECRQ
s1S. TAMBIEN EL MIOCARDIO SUFRE ALTERACIONES DEGENERATIVAS. En -
LOS CAPILARES DILATADOS DE TODOS LOS GRGANOS SE PUEDEN OBSERVAR
TromBos (Linpner 1978 ).

9.- APLICACIONES

LA PRIMERA APLICACION DE LAS LECTINAS FUE EN LAS INVESTL
GACIONES DE INMUNOLOGIA. CoN EL PASO DEL TIEMPO SE FUE AMPLIANDO
SU USO EN MUCHAS OTRAS AREAS DE INVESTIGACION QUIMICA Y BiOLOGI-
ca ASt COMO EM LA MEDICINA CLiNICA.

- ALSLAMIENTO DE' GLICOPROTEINAS Y GLlCObEPT[DOS.

A causA DE LA ANALOGIA DE LAS INTERACCIONES LECTINA-SACARIDOS A
LAS REACCIONES ANTICUERPOS-ANT{GENOS, LA APLICACION DE LAS LEC-
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TINAS, YA SEA EN SOLUCION O MAS FRECUENTEMENTE INMOVILIZADAS, PA
RA LA PURIFICACION DE GLICOPROTEINAS Y GLICOPEPTIDOS FUE UNA EX-
TENSION NATURAL DEL USO DE ANTIGENDS PARA EL AISLAMIENTO DE ANTL
CUERPOS ESPECIFICOS. AUNQUE LA ESPECIFICIDAD DE LAS LECTINAS ES-
TA CONFINADA A AZUCARES, SU APLICACION TIENE MUCHAS VENTAJAS.
PRIMERO, LAS LECTINAS SON FACILMENTE PURIFICADAS EN GRANDES CAN-
TIDADES; SEGUNDO, LAS GLICOPROTE {NAS O GLICOPEPTIDOS PRECIPITADOS
0 ABSORBIDOS ESPECIFICAMENTE PUEDEN ELUIRSE FRECUENTEMENTE CON -
MONOSACARIDOS DISPONIBLES; TERCERO, LA ELUCION PUEDE LLEVARSE A
caBo A PH NEUTRO 0 CERCA DEL NEUTRO CON MINIMO EFECTO DETERIORAN
TE DE LA GLICOPROTEINA. SIN EMBARGO, EN ALGUNOS CASOS PUEDE PRE~
SENTARSE LA ADSORCION NO ESPECIFICA ( HIDROFGBICA O IONICA ) DE
LAS LECTINAS,

SE HA EMPLEADO CROMATOGRAF{A DE AFINIDAD EN LA PURIFICACION DE -
GLICOPROTEINAS SOLUBLES O GLICOPROTEINAS DE MEMBRANA.

- AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS GLICOSILADOS.

UNA INTERESANTE APLICACION DE LAS LECTINAS HA SIDO EL AISLAMIEN-
10 DE TRNA, CONTENIENDO BASES GLICOSILADAS.

ENTRE OTRAS APLICACIONES ESTA EL ESTUDIO ESTRUCTURAL DE CARBOMI-
DRATOS, CARACTERIZACION DE LA SUPERFICIE CELULAR Y SEPARACION CE
LULAR,

LA AGLUTINACION CON LECTINAS ES TAMBIEN DE USO EN EL SE-
GUIMIENTO DE CAMBIOS EN LA SUPERFICIE CELULAR DURANTE PROCESOS -
FISIOLOGICOS Y PATOLOGICOS. Muy IMPORTANTE ES LA AGLUTINACION SE
LECTIVA DE UNA POBLACION PARTICULAR DE CELULAS EN UNA PREPARACION
CELULAR HETEROGENEA PORQUE PROVEE UN MEDIO SIMPLE Y EFICIENTE PA-
RA EL FRACCIONAMIENTO CELULAR.

- Usos cLinicos.

LAS LECTINAS MITOGENICAS HAN SIDO EMPLEADAS EN MEDICINA cLiNIcA -
PARA RECONCCER DEFIC]ENCIAS INMUNOLOGICAS ADQUIRIDAS Y CONGENITAS,
PARA DETECTAR SENSIBILIZACION CAUSADA POR ENFERMEDADES INFECCIOSAS,



PARA MONITOREAR LOS EFECTOS DE VARIAS MANIPULACIONES INMUNOSUPRE
SIVAS E INMUNOTERAPEUTICAS Y EN EL DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES =
GENETICAS CON DEFECTOS CROMOSOMALES.

EN BANCOS DE SANGRE LAS LECTINAS SON USADAS PARA DETECTAR
E IDENTIFICAR LOS TIPOS Y SuBTIPOS DE SANGRE ( Lis, 198) a ).
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1.~

IHI.OBJETIVOS

CARACTERIZAR LAS LECTINAS PRESENTES EN LAS LEGUMINOSAS ESTU-
DIADAS EN BASE A SU ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE SOBRE ERITROCI-
TOS DE CUATRO DIFERENTES ESPECIES.

CONFIRMAR LA ALTA SENSIBILIDAD DE LOS ERITROCITOS DE HAMSTER,
PARA DETECTAR LA PRESENCIA DE LECTINAS EN EXTRACTOS DE LEGU-
MINOSAS .

OBSERVAR EL EFECTO DE LA CONCENTRACION DE EXTRACTOS DE LEGUML
NOSAS EN LA DETERMINACION DE LECTINAS, PARA VER LA POSIBILI--
DAD DE REDUCIR LA CANTIDAD DE MUESTRA CON EL FIN DE FACILITAR
SU PREPARACION Y OBTENER UNA MEJOR REPRODUCTIBILIDAD.



IV.PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

EN EL PRESENTE EXPERIMENTO SE EMPLEG EL METODO DE MICROTL

TULACION DESCRITO POR JAFFE ( 1974 ). EL CUAL SE BASA EN LA DETE-
CION SEMICUANTITATIVA DE HEMAGLUTININAS O LECTINAS EN EXTRACTOS

VEGETALES i"OR MEDIO DE DILUCIONES SERIADAS EN DONDE SE DETERMINA -
EL PUNTO FINAL POR UNA ESTIMACION VISUAL DE LA AGLUTINACION DE E-
RITROCITOS EN ESTUDIO, QUE DEBEN SER LAVADOS Y SENSIBILIZADOS POR

UNA

PROTEASA ( PRONASA, TRIPSINA O PAPAINA ) YA QUE LA REACCION -

DE AGLUTINACIOMN SE MEJORA CONSIDERABLEMENTE CON ESTE TRATAMIENTO.

1.-

REACTIVOS Y EQUIPO ESPECIAL

SANGRE DE HUMANQ TIPO A.

SANGRE DE coNEJo ( PROPORCIONADA EN EL BIOTERiIO DE LA FacuL--
TAD DE Quimica, UNAM ).

SANGRE DE HAMSTER { PROPORCIOMNADA EN EL BIOTERIO DE LA FACUL-
TaD DE Quimica, UNAM ).

SANGRE DE VACA { PROPORCIONADA EN LA FACULTAD DE Mepicina VE-
TERINARIA, UNAM ),

Soruci6n 1soTonica ( 0,857 pe NaCL )

Soruc1én pE NaCL aL 17,

TRIPSINA, Activipap: UNA PARTE DE TRIPSINA CONVIERTE 250 PAR-
TES DE CASEINA A PROTEASAS, PEPTONAS Y AMINOACIDOS ( FNsavo -
U.S.P. )

PronAasA ( PURIFICADA ) Tipo V PROTEASA DE STREPTOMYCES GRI~--
seus, 0.7-1.0 U/M6 DE PESO SOLIDO DILUIDA CON ALMIDON.
SOLUCION ANTICOAGULANTE DE CITRATO DE SODIO.

SOLUCION ANTICOAGULAMTE ALSEVER CUYA COMPOSICION ES LA SIGUIEN
TE:
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GLucosa 0.6833 ¢.

C1TRATO s6DICO 0.8080 &.
Acipo ci{TRICO____ 0.0550 6.
NaCl 0.4200 ¢,
Acua PESTILADA (cBP)____ 100 M.

- EspecTroFoTémMETRO COLEMAN JUNIOR 11 A

- ADAPTADOR PARA CELDAS DE 10 x 75 MM (ACONDICIONADO A UNA ABER
TURA DE 1 cM ),

- MicrRoTITER KIT (Cook ENG-ALEXANDER VIRGINIA USA).

2,- MUESTRAS

LAS SEMILLAS ESTUDIADAS EN ESTE EXPERIMENTO FUERON ELEGIDAS
AL AZAR; TRES MUESTRAS TOXICAS EN SU ESTADO CRUDO Y TRES NO TOXL
CAS EN FORMA CRUDA, LAS CUALES SE ENLISTAN EN EL SIGUIENTE CUA-

DRO
CUADRC HNo. 1
NOMBRE CONUN NOMBRE CIENTIFICO LUGAR DE ORIGEN
Hlos tixices en forma_cruda
- - 1 Phasealus wigaris : ;
Frijol negro jomapo (Sep.1987) wariodad de olfo rewdimiento L.N.I.A., Chapingo, Texcoco,Edo. de Méx.
Alverjon {Nov. 1975} Jock Beon, Haba Blanca | Canavalio ensiformis cultive BOOOK./ha) San Andres Tuxtlo | Veracruz.
Frijol de! monte Phoseclus lunatus wariedad silvestre Singlog.
Semilles no toxicas en formas cruda
Lenteja Lens cullnarfs Mercado locol, D. F.
Chicharo Pisum sativam Mercado local, D.F.
Haba Vicia fabo Mercado local, D. F.
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‘ UNA VEZ OBTENIDAS LAS SEMILLAS SE LIMPIARON Y MOLIERON -
PARA TENERLAS EN FORMA DE HARINA, CUYO TAMANO DE PART{CULA FUERA
DE APROX [MADAMENTE 1 MM DE DIAMETRO, EQUIVALENTE A PASAR POR LA -
matLa # 20. Es IMPORTANTE MENCIONAR QUE SE TUVO LA PRECAUCION DE
UTILIZAR UN MOLING DE cuUcHILLAS ( Marca ARTHUR H. THomas CompaNy
PHiLADELPHIA, P.A., USA; THomas WiLEy MoDELO 4 ) coN EL FIN DE

EVITAR EL SOBRECALENTAMIENTO DEL MATERIAL DURANTE LA MOLIENDA.

3.- METODOLOGIA

] La soLucion saLina DE NaCL AL 1% ONICAMENTE SE UTILIZA -
PARA PREPARAR LOS EXTRACTOS, MJENTRAS QUE LA SOLUCION ISOTONICA -
( NACL AL 0.85% ). 5 EMPLEADA EN LA PREPARACION DE LA SANGRE Y -
EN LA MICROTITULACION,

PREPARACION DEL EXTRACTO. SUSPENDER UN GRAMO DE MUESTRA FINAMEN-
7€ MoLIpA EN 10 ML DE soLuci6n pe NaCL AL 17, AGITAR MECANICAMEN
TE DURANTE DOS HORAS A 300 RPM A TEMPERATURA AMBIENTE. DESPUES -
DE ESTE TIEMPO CENTRIFUGAR EL EXTRACTO A 1200 RPM DURANTE 10 MI-
NUTOS, FILTRAR EL SOBRENADANTE Y AFORAR A 10 ML CON SOLUCION DE -
NaCL AL 17%.

PREPARACION DE LA SANGRE. RECIBIR LA SANGRE EN SOLUCION ANTICOA-
GULANTE Y CENTRIFUGAR DE 10 A 15 MINUTOS PARA OBTENER SOLAMENTE -
LOS ERITROCITOS, LOS CUALES SE LAVAN TRES VECES CON SOLUCION ISQ
TONICA., DESPUES DE LA TERCERA LAVADA, DILUIR EL PAQUETE DE GLOBY
L0S ROJOS AL 47 PARA LO QUE SE ADICIONAN 24 ML DE SOLUCION 1S0TG
NICA POR CADA ML DEL PAQUETE DE ERITROCITOS. )

POSTERIORMENTE AGREGAR UN ML DE TRIPSINA AL 0.1% Por capa 10 mL -
DE SUSPENSION DE GLOBULOS ROJOS AL 4Z E INCUBAR DURANTE UNA HORA
A 37 °C. Para LA SANGRE DE HAMSTER GE UTILIZA PRONASA AL 0,27,
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PASADO ESTE TIEMPO, CENTRIFUGAR PARA ELIMINAR LA ENZIMA SOBRENA-
DANTE Y, NUEVAMENTE, CENTRIFUGAR TRES VECES CON SOLUCION 1SOTONL
cA. DESPUES DEL ULTIMO LAVADO SE RESUSPENDE EL i’AOUETE DE ERITRO
CITOS AL VOLUMEN ORIGINAL,

FINALMENTE SE AJUSTA LA CONCENTRACION DE LA SUSPENSION DE GLOBU-
LOS ROJOS PARA LO CUAL SE UTILIZA EL ESPECTROFOTOMETRO ACONDICIQ
NANDO CON EL ADAPTADOR DE CELDAS, A UNA ABERTURA DE 1 cM®, CON -
AYUDA DE CINTA ADHESIVA NEGRA.

PARA EL AJUSTE DE LA CONCENTRACION ES NECESARIO DILUIR LA ANTE--
RIOR SUSPENSION CON SOLUCION 1S0TONicA ToManpo 0.5 ML DE LA sus-
PENSION DE GLOBULOS DILUIDA CON DOS ML DE ESTA SOLUCION SALINA Y
SE LEE EN EL ESPECTROFOTOMETRO A UNA A= 620 nM. EL MARGEN aquE -
SE DA PARA ESTE AJUSTE Es DE 25.0%3,0%T,

MICROTITULACION. EN LAS PLACAS DE LEUCITA RIGIDA TiPo " V ” (f1g.
No. 1) DEL MICROTITER.COLOCAR CON LA MICROPIPETA uUNA GOTA ( EQUI-
VALENTE A 50 41 ) DE SOLUCION ISOTONICA EN CADA POZO PROCURANDG -
NO TOCAR LAS PAREDES DEL MISMO. ENSEGUIDA, CON EL MICRODILUTOR TQO
MAR 50 41 DEL EXTRACTO PROBLEMA Y COLOCARLOS EN EL PRIMER POZO DE
LA HILERA ELEGIDA Y DILUIR SUCESIVAMENTE INTRODUCIENDO EL MICRODL
LUTOR EN LOS SIGUIENTES POZOS Y ROTANDOLO SIN EXCESIVA PRESION —-
( Fi6. No. 2 )., DEJAR UNA HILERA SIN EXTRACTO PARA UTILIZARLA CO-
MO CONTROL.

FINALMENTE, COLOCAR CON LA MICROPIPETA UNA 6OTA ( 50 41 ) DE sus--
PENSION DE ERITROCITOS SENSIBILIZADOS Y AJUSTADOS. ROTAR SUAVEMEN
TE LA PLACA EN FORMA CIRCULAR E INCUBAR A 37°C DURANTE UNA HORA. -
LEER EL TiTULO EN EL DISPOSITIVO MIRANDO A TRAVES DEL ESPEJO EL -
FONDO DE LOS POZOS UTILIZANDO LA HILERA DE CONTROL COMO PRUEBA NE
GATIVA Y COMPARAR CON LAS HILERAS DE LAS MUESTRAS ( FIG. No. 3 ).
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FIG  No.
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FIG. No, 2
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FIG No, 3
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Prueba de Aglutinacion (+)
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ESTUDIO DEL EFECTO DE LA CONCENTRACION DE EXTRACTOS. La mopI-
FICACION QUE SE HIZO PARADICHO ESTUDIO CONSISTIO ESPECIFICA~-
MENTE EN VARIAR LA CONCENTRACION DEL EXTRACTO. PARA CADA UNA
DE LAS SEIS LEGUMINOSAS, ADEMAS DE PREPARAR EXTRACTOS CON ---
1000 MG. DE MUESTRA (CONCENTRACION FINAL DE 100 me/ML soLucic
SALINA AL 1% QUE ES LO PROPUESTO EN LA METODOLOG IA, TAMBIEN SE
HICIERON con 25, 50, 100, 250, 500 v 1,250 MG. PARA OBTENER -
CONCENTRACIONES FINALES 2.5, 5.0, 10, 25, 50 v 125 ms/ML DE so
LUCION SALINA aL 1% RESPECTIVAMENTE.

A LOS EXTRACTOS SE LES DETERMING LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE -~
CON ERITROCITOS DE HUMANO (TIPO A), CONEJO, VACA Y HAMSTER.

4.~ ANALISIS ESTADISTICO

DEBIDO A QUE LA PRUEBA EN S[ TIENE ALGO DE SUBJETIVIDAD FUE
NECESARIA LA APLICACION DE UN ANALISIS ESTADISTICO, Y CON ESTE~
FIN, EN EL PRESENTE ESTUDIO SE UTILIZARON LAS SIGUIENTES PRUE-~
Bas (Wayne, 1979; Duncan, 1955: Krevszie, 1978).

PRUEBA DE 7 DE STUDENT., PRUEBA QUE SE UTILIZA PARA DETERMINAR -
SI EL COMPORTAMIENTO DE 'DOS GRUPOS INDEPENDIENTES DIFIERE SIGNL
FICATIVAMENTE,

EN ESTE CASO SE TRATA DE DETERMINAR SI EXISTE DIFERENCIA SIGNI-
FICATIVA ENTRE DOS POBLACIONES DE DATOS SUi’ONIENDO QUE TALES DA
TOS CORRESPONDEN A DOS MUESTRAS ALEATORIAS INDEPENDIENTES Y CA-
DA UNA EXTRA[DA DE UNA POBLACION NORMALMENTE DISTRIBUIDA.

HIPOTESIS:
Ho: 4, -4, = 0.
HAigy -4 # 0
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PRUEBA DE 1 APAREADA. £s UTILIZADA PARA DETERMINAR LA DIFERENCIA -
SIGNIFICATIVA ENTRE DOS POBLACIONES DE DATOS QUE NO SON INDEPEN=--
DIENTES Y QUE TIENEN EL MISMO TAMAROG, ES DECIR, QUE A CADA VALOR ~
DE LA PRIMERA MUESTRA LE CORRESPONDE PRECISAMENTE UN VALOR DE LA -
OTRA.

EN ESTE CASO SE UTILIZO CON EL MISMO FIN QUE EN LA.PRUEBA.ANTERlﬁn
ESTO ES, OBSERVAR SI HAY DIFERENCIA SIGNIFICATIVA ENTRE LAS MEDIAS
DE LAS DOS POBLACIONES DE DATOS.

ANALISIS DE VARIANZA. Con ESTE ANALISIS SE INTENTARA PROBAR LA HIPQ
TESIS NULA DE GUE TODAS LAS MEDIAS DE LAS POBLACIONES SOMN IGUALES,
CONTRA LA ALTERNATIVA DE QUE AL MENOS UN MIEMBRO DE ESTE GRUPO ES -
DIFERENTE AL RESTO, LO CUAL SE.PUEDE REPRESENTAR DE LA SIGUIENTE -
FORMA

HIPOTESIS:
Ho: Hy=4r=4s ... = 4
HA: AL MENOS UNA 4 ES DIFERENTE DE LAS DEMAS,

ANALISIS DE VARIANZA DOBLE CON REPLICACIONES. Con EL MISMO FIN QUE
EL DE LA PRUEBA ANTERIOR, ESTA PRUEBA SE EMPLEA PARA DETERMINAR DI
FERENCIA SIGNIFICATIVA ENTRE LAS MEDIAS DE LAS POBLACIONES PERO UT]
L1ZANDO DOS NIVELES Y A SU VEZ REPLICACIONES. LA HIPOTES!IS A PROBAR
ES LA MISMA QUE EN LA PRUEBA ANTERIOR., ADEMAS, SI EXISTE, SE OBTIE-
NE EFECTO DE INTERACCION.

PRUEBA DE DUNCAN. UN cOMPLEMENTO DEL ANALISIS DE VARIANZA ES LA ---
PRUEBA DE DUNCAN QUE DETERMINA CUAL DE LAS MUESTRAS ES DIFERENTE DE
LAS DEMAS, YA QUE EL ANALISIS DE VARIANZA SOLO NOS DICE S! HAY DIFE
RENCIA EN EL BLOQUE, PERO NG DISCRIMINA ENTRE CUALES, POR LO QUE ES
NECESARIO CONOCER LAS DIFERENCIAS INTERNAS DE ESTE, COSA QUE SE OB-
TIENE CON ESTA PRUEBA ESTADISTICA.
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ANALISIS DE REGRESION SIMPLE., ESTA PRUEBA NOS SERVIRA PARA AVERI-
GUAR LA FORMA PROBABLE DE LA RELACION ENTRE DOS VARIABLES; CUYQO -
OBJETO FINAL ES PREDECIR O ESTIMAR EL VALOR DADO A LA OTRA VARIA-
BLE. EN EL MODELO DE REGRES!ON SIMPLE SE TIENEN DOS VARIABLES X Y
Y, EN DONDE POR LO COMON LA VARIABLE X SE LE CONOCE COMO VARIABLF
INDEPENDIENTE Y LE CORRESPONDE A CADA VALOR UNO O MAS VALORES Di 7,

UNA DE LAS SUPOSICIONES A PROBAR ES LA ESTIMACION DE LA -
LINEARIDAD, LO CUAL SE i’UEDE EXPRESAR COMO:

A =exs B
A LA MEDIA DE LA SUBPOBLACION DE VALORES DE Y

A%

X = COEFICIENTE DE REGRESION, REPRESENTA GEOMETRICAMENTE LA -
ORDENADA AL ORIGEN

i

Eg = COEFICIENTE DE REGRESION, REPRESENTA LA PENDIENTE

DE LA ANTERIOR PRUFEBA SE REALIZARON DOS TRANSFORMACIONES DE LA VA
RIABLE INDEPENDIENTE, PARA PROBAR LA ESTIMACION LINEAL LAS CUALES
FUERON ;

TRANFORMACION LOGARITMICA

Y=A+BLNX
TRANSFORMACIGN EXPONENC 1AL
Y=aeP* . INY=BX + LNA
PRUEBA DE PARALELISIDAD ENTRE DOS RECTAS. EN ESTA PRUEBA LO QUE -

SE ANALIZA ES LA PENDIENTE ( B ) DE LA ECUACION DE REGRESION, TRA
TANDO DE VER At. COMPARAR DOS ECUACIONES ( RECTAS ) SI $US PENDIEN
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TES SON IGUALES O DIFERENTES ESTAD{STICAMENTE, PARA LO CUAL TENE-
MOS LA SIGUIENTE HIPOTESIS:

Ho: g =0
Hy: B#0
LA ANTERIOR HIPGTESIS A PROBAR B= 0 SE REFIERE A LO MAS -
USADO EN LA PRACTICA, PERO ESTE VALOR PUEDE SER DIFERENTE A CERD =

Y ES LO QUE EN EL PRESENTE TRABAJO SE UTILIZARA COMO LA HIPOTESIS
NULA O SEA, UN VALOR DIFERENTE A CERO.
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V.RESULTADOS

EN LOS curbros 2 Y 3 SE PRESENTAN LOS T{TULOS OBTENIDOS DE LA DETERML
NACION DE LECTINAS EN LAS SEIS MUESTRAS CON LAS CUATRO ESPECIES DE ERITROCITOS.

CUADRO Mo. 2 TITULOS PARA SHMILLAS TOXICAS EN FOR'A CRUDA

FRIJOL, NEGRO JAMAPA (Phaseolus vulgarls) (FN) )

Concentracian
mg. muestra/ml

TIPO DE SANGRE

Conelo (Sc} *

Humono (SH) *

Vaca{sv)®

Homster (Sh)™®

2.5 3,3,3 4,4,4,3 2,22 4

5.0 4,4,3 5,5,5 3,3,3,2 5

10.0 5,5,4 6,6,6 4,4,4 8

250 6,6,6 8,7.8 6,5,5 7.1,6,8
500 6.,7.7.6,7 9,9,9,9,8 6,6,6 8.9,8,7
100.0 8.8,8,8,7 10,13,00,9,10 7.,7,7,7,.8 | 10)0,010,9,10
125.0 8,9.9.8,7 10,10,0,40 8,8,8,7,8 |I00J0OL011

ALVERJON (Ccnavalia ensiformis} (A)

25 5,5.5 0.1,0 2.1,2 .6

50 7,77 N 3,2,3 7.8,7
10.0 8.8.8.8,7 2,22 3,4,4 9,8,8
250 9.9.9 3,3,3 5,5,5 10,0,0,1,12
500 11,00,11 3,44 6,5,6,6,6 [12)2021L1
1000 12,42 1342 4,5,4,5,4 7.7,6,7,7 1131343

1250 12,1312 12 5.6,6,5.5 7.6,7.7.7 |1BI5I5

FRIJOL DEL MONTE {Phaseolus lunatus) ( *

2.5 - 3,3,3 - 3,33

5.0 - a,4.,4 - 5,5.5,4,5
100 - 5.5,5 - 6,6,6

250 - 6,.6,6,7.7 - T, 7,7,7.8
0.0 - 7.7,7.7.8 - 8.8,8.7.7
1000 - 8.8.8,9,9 - 9,9.9,9.8
1250 - 9.9,9.8,0 - 9.0,0,8,9,9

* DICHAS SIGLAS SE UTILIZARAN

COMO ABREVIATURAS A LO LARGO DEL PRESENTE ESTUDIO.
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CUADRO Mo, 3 TITULOS PARA SEMILLAS MO TOXICAS EN FORVMA CRUDA

LENTEJA (Lens cufinaris) (L} "

Concentracisn TIPO DE SANGRE

mg. muestra/mi| Conajo{Sc) * Humano {SH) * Vaco (S Homster {Sh}¥

2.5 2,2,2 - —

50 3,
100 a4,
250 s,
50.0 6,
100.0 7.
1250 6,

CHICHARO (Pisum sativum) (CH)

2.5 2,2,2 3

50 3,23 4
100 3.4.4 5
250 5,5,5 — — 6
300 6,6,6 7
I000 7,7.7 8
1250 8,8,7 8

25
50
1Q0
250
800
1000
1250

|
i

OO b oNN
N

N

N

|

Nouhwn-
NP H NN
NN e N

* Dickas SIGLAS SE UTILIZARAT COMD ABREVIATURAS A LO LAEAS TEL PPESENTE ESTUDIO.

LOS DATOS ANTERIORES SE AMALIZARON ESTADISTICAMENTE CONSINFORIDOST COMNM PRINER ESTI-
DIO UN SOLG EXPERIMENTO, PARA TENER EL MISM) HOMERD DE REPLTICIONCS, YA QUE AS! LO -
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REQUIERE DICHO ANALISIS DE VARIANZA. LA SIGUIENTE INFORMACION CORRESPONDE AL
AMALISIS DE VARIANZA Y A LA PRuUEsa DE Duncan. Los HIVELES ANALIZADGS FUERON:
CONCENTRACION DE EXTRACTOS { HILERAS ) ¥ ESPECIES DE ERITROCITOS ( COLUMNAS )
POR SEPARADO PARA CADA LMA DE LAS SEIS MUESTRAS.

CUADRO Mo. 4 SHAILLAS TOXICAS EN FORYA CRUDA

FRIJOL NEGRO JAMAPA (Phaseolus vulgaris) (FN)

ANALISIS DE VARIANZA

PRUEBA DE DUNCan &}

Fuente de Grados de Fs Diferencia
variacion hibertad significative
Subgrupos 27 (8)
FNi FNp FHy FNg FN; FNg FN
Hileras & 859.21 ' 2 3 4 s Pl 7
Columnas 3 36l1.26 Si
Interaccion 18 3.22
) S
Error 56 v Sc Sn Sw
ALVERJON {Canovalia ensiformis) {A)
Subgrupos 27 A A, A As A A A‘B)
Hileras & 42392 Pone e Me s Bs Te By
Columnas 3 162091 st H— -
Interaccion 18 952 Sy Su Sc Sn
Error 56
FRIJOL DEL MONTE (Phaseolus lunatus) (FM) - -

Subgrupos 27 FM FMz FMy FMs FM; FM Py
Hileras G 628.66 ' 3 PTe T TN T
Columnas 3 12235.3 Sl
internccion 18 2l2.44

Sc Sy Sk S
Error 56 C_3Y 2K oh

A
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CUADRD Mo 5 SEMILLAS N TOXICAS EN FORMA CRUDA

LENTEJA (Lens culinaris) (L)

ANALISIS DE VARIANZA

PRUEBA DE DUNCAN®A)

Fuente de Grados de Fs Diferencia
¥Qrigoign libertad siqnificativa
[{:}]

Subgrupaos 27
X L L.
Hileras 6 22373 @ bs be b s I
Columnas 3 3663.2 Sl
Inferaccion 8 79.2

Sy Sy S¢ 3
Error 56 (A))Y———AH ¢ o

CHIGHARO (Pisum sativum) {(CH)

Subgrupos 27 fm
Hiteras & 3550 €2 G G G5 G G
Calumnas 3 5723.0 s
Interaccion §:] 119.88

Sy Su Sc S
Error 56 (a) LI e oh

HABA (Vicia faba) (H)

Subgrupos 27 {8}
Hileras 6 204.45 Mo Ha My Ha o He My
Columnas 3 285831 Sl | e
Interaccion ia 102.9% v Su Sc S
Error 56 (A} b——t

S

{ A ) DorDE SE PRESENTAM BANDAS ENTRE LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS,

NO HAY DIFERENCIA SIGHIFICATIVA.
( B ) Los SUBINDICES COPRESPONDEN A LAS DIFERENTES CONCENTRACIOMES Y VAN Efl OR
DEM ASCEMDEMTE, O SEA 52 2.5 1o/ (1) A IS meiL (7)),

ke
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DEBIDO A QUE LA INFORMACION OBTENIDA CON ESTE ANALISIS -
ESTAD{STICO NOS INDICA, EN TERMINOS GLOBALES, QUE HAY DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA TANTO ENTRE LAS CONCENTRACIONES COMO LA ESPECIE DE
ER1TROCITOS TRABAJADOS, SE RECURRIO A UN ANALISIS ESTADISTICO --
DONDE SE PUDIERA MANEJAR TODA LA INFORMACION SIN PERDIDA DE NIN-
GUN DATO.

LA PRIMERA PRUEBA QUE SE HIZO FUE LA DE T DE STUDENT, -
COMPARANDO LOS TITULOS OBTENIDOS DE LAS SANGRES DE HAMSTER Y CO
NEJO CON LAS SIETE CONCENTRACIONES DE CADA LEGUMINOSA.

SE ELIGIERON ESTOS DATOS PORQUE FUERON LAS SANGRES MAS -
SENSIBLES EN TODOS LOS EXTRACTOS.

CUADRO No. 6 PRUEBA DE 7

Pruesba Grodos de liberted T Diferencia Significativa
T apaoreada 42 6.02 S|
T simple 250 5.688 sl

UNA VEZ QUE SE OBSERVO QUE Sf HABIA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA EN-
TRE LAS DOS POBLACIONES DE DATOS EN DONDE LA SANGRE DE HAMSTER -
MANIFESTABA MAYOR SENSIBILIDAD, SE REALIZO EL ANALISIS DE VARIAN
ZA SIMPLE Y LA PRUEBA DE DUNCAN CUYOS RESULTADOS SE MUESTRAN A -
CONTINUACION, SE COMPARARON LOS TITULOS OBTENIDOS DE ESTA SANGRE
COM CADA CONCENTRACION DE EXTRACTO.
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CUADRO No. 7

Analisis de varienza (a)
Muestra - - Prueba de Duncan
F ' Diterencio
significotiva
E B Frijo! negro Jomapa (FN) 123.35 S FN, FN, FMy; FN, FNg; FNg FNg
=L .
M x
[
t g Alverjon (A} 30.81 S Ay A, Az A Ag Ag Ay
A s
s Frijol del monte (F.M.) 78.73 S| M, FMp, FMy; M, My FMg FM,
N Lenteja (L) 144,04 S L L. L. L L L L
g o] B ) 2 3 4 5 [ 1
M T
|I_ g)( Chicharo (C) 128.86 St c C, Cy C ©Cs Cg Cp
Lo
C
ég Haba  (H) 83.13 s H  Hy Hy Hq Hs Hg Hy

(A ) = DoiGE SE PRESENTAN PANDAS ENTRE LAS DIFERENTES CONCENTRACIONES, IMPLICA QUE NO HAY DIFERENCIA

SIGNIFICATIVA,




DESPUES DE HABER REALIZADO EL ESTUDIO PARA DETERMINAR EL
MEJOR AJUSTE DE REGRESION, SE ELIGIO LA LOGARITMICA PORQUE SE OB
TUVIERON COEFICIENTES DE CORRELACION { R ) MAS CERCANOS A UND., =
Ya QuE R DETERMINA CON QUE APROXIMACION SE AJUSTAN LOS DATOS A -
UNA LINEA RECTA; PARA EL CASO DE R = 1 LOS DATOS CAEN EXACTAMENTE
SOBRE UNA LINEA RECTA DE PENDIENTE POSITIVA. EN EL cuADRO 8 SE P 2
SENTAN LAS ECUACIONES DE REGRESION PARA CADA UNA DE LAS SEIS MUES-
TRAS,

. CUADRO No. 8

ANALISIS DE REGRESION

Muastra l R —I Ecuncign

Semillas toxicas

~

Frijol negro Jomopa {FN) 0.9858 Y =2.3896+3.5492 log. X
Atverjon (A) 0.9873 §=3.8209+4.8709 log. X
Frijoi del monte  (FM) 0.9871 J=2.2141 +3.3433 log. X

Semillas no toxicos

Lenteja (L) 0.9957 Y= 1.4909+3.5265 log. X
Chicharo (c) 0.9933 G=1.8929 +2.9873 log. X
Habo {(H) 0.9957 G=0.7067 +3.2132 log. X




COoN RESPECTO A LA PRUEBA DE PARALELISIDAD NOS INDICO QUE EL cOM
PORTAMIENTO DE LAS SIES LEGUMINOSAS SE CLASIFICA EN DOS GRUPOS:

EL PRIMERO FORMADO POR CHICHARD, HABA, FRIJOL DEL MONTE, LENTE-
JA Y FRIJOL NEGRO JAMAPA, Y EL SEGUNDO POR EL ALVERJON.

EN LA GRAFICA SIGUIENTE PUEDE APRECIARSE MAS CLARAMENTE DICHA -
AGRUPACION LA CUAL SE REPRESENTA DE LA SIGUIENTE MANERA, DONDE -
LAS MUESTRAS ESTAN ORDENADAS EN FORMA ASCENDENTE EN BASE AL VA~

LOR DE LA PENDIENTE.

CH H FM L FN A
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EFECTO DE LA CONCENTRACION DE EXTRACTCS DE LEGUMINOSAS PARA LA DETERMINACION
DE LECTINAS,

Y=Titulos

0 v T v -

ot 02 03 04 05 | 1 2 25 30
%X=log. conc.(mg./mi.)
GOm0 ALYERION  memem LENTEJA
SIMBOLOGIA ¢ ==> FRWOL N. JAMAPA  wowcvmna HABA
AA/VVL FRIOL DEL MONTE ~ 8-8—8—8+ CHICHARO



VI.DISCUSION DE RESULTADOS

EN BASE A LA CLASIFICACION PROPUESTA POR JAFEE vy cOL. ~--~
( 1972 ), QUIENES DISTINGUIERON 4 TIPOS DIFERENTES DE LECTINAS,
DE ACUERDO A LA AGLUTINACION SOBRE ERITROCITOS DE VACA Y CONEJO;-
PODEMOS VER DE LOS CUADROS 2 Y 3, QUE LOS EXTRACTOS DEL FRIJOL NE
6RO JAMAPA Y ALVERJON SE PUEDEN CLASIFICAR COMO DEL TIPO A, YA —-
QUE AGLUTINAN TANTO LA SANGRE DE VACA Y CONEJO Y POR LO TANTO SE
PUEDEN CONSIDERAR COMO TOXICAS POR ViA ORAL., LO ANTERIOR CONCUER-
DA CON LO REPORTADO coN LINDER ( 1964 ), vA QUE ESTE INVESTIGADOR
CONSIDERA QUE LA TOXICIDAD DE ESTAS LEGUMINOSAS SE DEBE PRINCIPAL
MENTE A LAS LECTINAS QUE CONTIEMNEN
EN ESTOS CUADROS TAMBIEM SE OBSERVA QUE LOS ERITROCITOS DE HAMS--
TER SON LOS (NICOS QUE SE AGLUTINAN CON TODOS LOS EXTRACTOS DE CA
DA UNA DE LAS SEIS MUESTRAS, LO CUAL SE ESPERABA POR SER LA MAS -
SENSIBLE E INESPECIFICA PUES SEGUN SE HA INFORMADD ( Jarre, 1972)
CON ESTOS ERITROCITOS TRATADOS CON PRONASA SE PUEDE DETECTAR ACTL
VIDAD HEMAGLUTINANTE EN EXTRACTOS QUE CONTENGAN CUALQUIER HEMAGLU
TININA.

Con RESPECTO AL FRIJOL DEL MONTE, SE HA INFORMADO QUE SUS
LECTINAS sON ESPECIFICAS PARA LOS ERITROCITOS DE HUMANO TIPO A --
( Wester, 1971 ) v QUE Su TOXICIDAD SE DEBE PRINCIPALMENTE A LOS
G6LUCOSIDOS CIANOGENICOS QUE CONTIENE; LO CUAL FUE CONFIRMADO YA -
QUE SOLO AGLUTINO A ESTOS ERITROCITOS Y A PESAR DE SER TOXICO NO
INTERACCIONO COH LA SANGRE DE VACA. POR LO TANTO, SE PODRIA CLASI
FICAR COMO DEL TIPO B, COSA QUE PUEDE PARECER CONTRADICTORIA POR-
QUE EL TIPO B ES REPORTADO COMO NO TOXICO; SIN EMBARGO, ESTO PUE-
DE TENER UNA EXPLICACION LOGICA, ST MENCIOMAMOS GUE CN ESTE TIPO
DE FRIJOL, LOS COMPUESTOS RESPONSABLES DE TOXICIDAD ESTAN ASO~--
CIADOS A LA PRESENCIA DE LOS GLUCOSIDOS CIANOGENICOS.

- TR TESIS M1 MEBE
o ot sndTioh




LAS SEMILLAS NO TOXICAS EN FORMA CRUDA COMO LA LENTEJA,
CHICHARO Y HABA SE CLASIFICAN DENTRO DEL TIPO B, PUES SOLO PRE-
SENTAN ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE SOBRE ERITROCITOS DE HAMSTER Y
. DE CONEJO. EN EXPERIMENTOS EN ILOS QUE HAN ALIMENTADO A RATAS --
CON DIETAS QUE CONTIENEN ESTAS LEGUMINOSAS, YA SEA CRUDAS O CO-
CIDAS, SE HA NOTADO EN AMBAS QUE SE CAUSA UN EFECTO SIMILAR EN
EL CRECIMIENTO DE LOS ANIMALES, EsTo bUEDE INDICAR QUE LAS LEC-
TINAS DE ESTAS SEMILLAS NO SONM TOXICAS O QUE SU CONCENTRACION -
EN £STAS ES TAL QUE NO PRODUCE UN EFECTO IMPORTANTE.

CON TODAS LAS MUESTRAS SE OBSERVA QUE CONFORME AUMENTA
LA CONCENTRACION DEL EXTRACTO, AUMENTA TAMBIEM EL TITULO, PERO
APROXIMADAMENTE A UNA CONCENTRACION DE 100MG/ML ESTE AUMENTO ES
MENOS NOTORIO, Y EN ALGUNOS CASOS MO LO HAY, SIENDO TAL VEZ LA
RAZON LA SATURACION DEL EXTRACTO PROVOCANDO LA INVARIABILIDAD -
DEL TiTULO.

Por OTRA PARTE, LOS RESULTADOS DEL ANAL1SIS ESTADISTICO
NOS INDICA LO SIGUIEMNTE!:

LA PRIMERA PRUEBA QUE SE HIZO FUE EL ANALISIS DE VARIAN
ZA DE DOS NIVELES Y LA PRUEBA DE DUNCAN POR SEPARADO PARA CADA
UNA DE LAS SEIS MUESTRAS., DESAFORTUNADAMENTE, ESTE AHAL[SIS SO-
LO NOS DA UNA INFORMACION A NIVEL GLOBAL YA QUE COMO SE PRESEN-
TA EN LOS CUADROS 4 Y 5 SE ENCONTRG QUE SI HABIA DIFERENCIA SIG
NIFICATIVA ENTRE LOS EXTRACTOS Y QUE CADA UNO ERA DIFERENTE DE
LOS OTROS, A EXCE?CIéN DE LA LENTEJA DONDE [LAS CONCENTRACIONES
lg ¥ L7 RESULTARON IGUALES.

CON LAS SANGRES SUCEDIO ALGO SIMILAR PUES SOLO LAS QUE NO PRE--
SENTARON AGLUTIMACION RESULTARON IGUALES.

DEBE CONSIDERARSE QUE ESTO FUE UN SOLO EXPERIMENTO PARA TENER -
IGUAL NOHERO DE REPLICACIONES, Y EN DOHDE HUBO NECESIDAD DE SA-
CRIFICAR ALGUNOS DAT0OS.

DEBIDO A LO ANTERIOR, SE REALIZO LA PRUEBA DE T EMPLEAN
DO GNICAMENTE LOS TITULOS DE LA SANGRE DE CONEJO Y HAMSTER POR -
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SER LAS QUE PRESENTARON MAYOR SENSIBILIDAD HACIA LAS SEIS LEGU-
MINOSAS ESTUDIADAS.
EL RESULTADO DE ESTA PRUEBA NOS INDICO QUE LA SANGRE DE HAMSTER
ES LA MAS SENSIBLE DE TODAS LAS ESTUDIADAS Y FUE LA CUAL SE SE-
LECCIONG PARA EL POSTERIOR ESTUDIO ESTADISTICO.

EN BASE A ESTE HECHO SE REALIZO EL ANALISIS DE VARIANZA
SIMPLE Y LA PRUEBA DE DUNCAN, Y COMO SE MENCIONG ANMTERTORMENTE ~
SOLO SE ANALIZARON LOS TITULOS DE LA SANGRE DE HAMSTER CON RES-
PECTO A LA CONCENTRACION DEL EXTRACTO; ENCONTRANDOSE QUE HABIA -
DIFERENCIA SIGNIFICATIVA; SIN EMBARGO SE MANIFESTO UNA TENDENCIA
A LAS MAS ALTAS coNcENTRAcIonges ( 50, 100 v 125 me/ML ) DE no DL
FERENCIA, ES DECIR, EN ESTOS EXTRACTOS YA NO SE DISCRIMINA EL Tf
TULO ADECUADAMEHTE LO CUAL PUEDE DEBERSE A UNA SATURACION; ESTOS
RESULTADOS SE PRESENTAN EN EL cuabro No. 7 .
PARA EL CASO DEL ALVERJON LOS TITULOS OBTENIDOS SE DESVIAN CON -
RESPECTO A LOS DE LAS DEMAS MUESTRAS, PUES ESTA TENDENCIA SE OB-
SERVA EN LAS PRIMERAS CONCENTRACIONES LO CUAL ?UEDE DEBERSE A ~-—
ERROR EXPERIMENTAL DURANTE LA MANIPULACION.
EN GENERAL, AL AUMENTAR LA CONCENTRACION DE LOS EXTRACTOS LA DIS
CRIMINACION DEL TITULO SE DIFICULTA MAS.

INDEPENDIENTEMENTE DEL ANALISIS ESTADISTICO, OBSERVACIO-
NES PERSOMALES PERMITEN AFIRMAR LO ANTERIOR, PUES DESPUES DE LA -
CONCENTRACION DE 100 MG/ML SE DIFICULTABA DEFINIR EL PUNTO FINAL
DE LA DETERMINACION., A LAS CONCENTRACIONES MAS BAJAS ESTO ERA --
MUY FACIL YA QUE DE UN POZO A OTRO SE DISTINGUIA CLARAMENTE HAS-
TA DONDE SE PRESENTABA LA AGLUTINACION, MIENTRAS QUE CON LAS MAS
ALTAS CONCENTRACIONES SE DUDABA MUCHO EN DISCERNIR EL POSITIVO -
DEL NEGATIVO, HACIENDOSE LA PRUEBA MAS SUBJETIVA Y POR LO TANTO =
PRESEMTANDO MAYOR VARIACION, SOBRE TODO CON LAS MUESTRAS CUYO CON
TENIDO DE LECTIMNAS ES MAYOR. COMO ES EL CASO DEL FRIJOL NEGRO JA-
MAPA Y EL ALVERJON.
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OTRO PUNTO INTERESANTE ES LA CONSERVACIGN DE LOS EXTRAC
TOS PUES SE ALMACENARON A TEMPERATURA DE REFRIGERACION OBSERVAN
DOSE QUE LOS DE MENOR CONCENTRACIGN, EN UM LAPSO DE UN MES APRQ
XIMADAMENTE, NO PRESENTARON MODIFICACIONES COMO CAMBIO DE COLO-
RACION, FORMACISN DE NATA EN LA SUPERFICIE O PERDIDA DE ACTIVI-
DAD HEMAGLUTINANTE, MIENTRAS QUE LOS DEMAS sf,

DURANTE LA PREPARACION DE LOS EXTRACTOS AL UTILIZAR CAN
TIDADES DE MUESTRA MAYORES DE 500 MG DISMINUIA LA EFICIENCIA DE
LA EXTRACCIGN PUES SE DIFICULTABA LA MANIPULACION.

EN CUANTO A LA CANTIDAD GPTIMA PARA PREPARAR EL EXTRAC-
TO SE coNsiDERA QUE 100 Mg DE MUESTRA LLEVADO A 10 ML ES LO ADE
CUADO, PORQUE A DICHA CONCENTRACION NO SE PRESENTAN LOS PROBLE~
MAS MENCIOMADOS ANTERIORMENTE Y S$E TIENE LA VENTAJA DE QUE LA -
DETERMINACION ES MAS REPRODUCIBLE Y PRECISA.

FINALMENTE, ENM EL CUADRO 8 LAS ECUACIONES DE REGRESION
LOGARITMICA PRESENTAN PENDIENTES MUY SIMILARES QUE HACEN PENSAR
QUE LAS MUESTRAS TIENEN COMPORTAMIENTOS SEMEJANTES A EXCEPCION -
DEL ALVERJON. EN LA GRAFICA PUEDE APRECIARSE MAS FACILMEMTE TAL
DIFERENCIA,

LA PRUEBA DE HIPOTESIS PARA ENCOMTRAR DIFERENCIA O SEME
JANZA EN EL COMPORTAMIENTO DETERMING QUE LAS MUESTRAS PUEDEN --
CLASIFICARSE EN DOS GRUPOS FORMADOS POR; HABA, FRIJOL DEL MONTE,
LENTEJA Y FRIJOL NEGRO JAMAPA Y OTRO POR CHICHARO, HABA Y FRI--
JOL DEL MONTE, QUEDANDO FUERA DE LOS DOS GRUPOS EL ALVERJGN.
ADEMAS, EN ESTA AGRUPACION NO INFLUYE EL HECHO DE QUE LAS MUES-~
TRAS SEAN TOXICAS 0 NO TOXICAS. £ INCLUSO SOLO SE HUBIERAN CLA-
SIFICADO EN UN SOLO GRUPO QUE INCLUIA AL CHICHAROD, DE NO SER --
POR UNA PEQUENA DIFERENCIA CON EL VALOR DE T EM LA COMPARACION -
POR PAREJAS DE LAS PENDIENTES.

POR LO TANTO, SE PUEDE DECIR QUE LAS MUESTRAS TIEMEN COMPORTA--
MIENTO SEMEJANTE, SEAN TOXICAS O NO TOXICAS Y ES FACTIBLE HACER
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LA DETERMINACION DE LECTINAS CON UNA CANTIDAD DE MUESTRA MENOR,
YA QUE UNA YEZ DETERMINADA SU ECUACION, POR SIMPLE EXTRAPOLACION
SE PUEDE PREDECIR EL VALOR QUE CORRESPONDE AL MANEJAR LA CANTI--
'DAD DE MUESTRA PROPUESTA EN LA METODOLOGIA ORIGINAL.
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VII. CONCLUSTONES

LAS LEGUMINOSAS ESTUDIADAS PUEDEN CLASIF ICARSE COMO SIGUE:

FRIJOL NEGRO JAMAPA Y ALVERJON Tiro A
FR1JOL DEL MONTE Tiro B
LENTEJA, HABA Y CHICHARO Tiro B

EN CUANTO A LAS SANGRES PODEMOS CONCLUIR QUE:

LA SANGRE DE HAMSTER ES LA MAS SENSIBLE E INESPECIFICA POR LO
CUAL SERIA LA MAS RECOMENDABLE PARA UNA PRUEBA DE SELECCION -
{ SCREENING ) DE LA PRESENCIA DE ESTE TIPO DE TOXICOQ; EN TAN-
70 QUE PODEMOS MANIFESTAR QUE LA SANGRE DE VACA NOS CORRELA--
CIONA MEJOR PARA VER EFECTO DE TOXICIDAD Y AUNQUE PARA EL CA-
SO DEL FRIJOL DEL MONTE ( PHASEOLUS LUNATUS ), NO DIO PRUEBA -
POSITIVA, SE SABE QUE EN ESTE TIPO DE FRIJOL SU ACTIVIDAD TO-
XI1CA SE ASOCIA MAS A LA PRESENCIA DE GLUCOSIDOS CIANOGENICOS -
QUE A LAS LECTIMNAS ESPECIFICAS QUE CONTIENE.

EL EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL EXTRACTO DE LAS LEGUMINOSAS
ESTUDIADAS, TAMNTO TOXICAS COMO NO TOXICAS, ES DIRECTAMENTE --
PROPGRCIONAL, ES DECIR, AL AUMENTAR DICHA CONCENTRACION AUMEN
Ta EL TiTulLO; SIN EMBARGO ESTA RELACION DESAPARECE A MEDIDA -
QUE AUMENTA LA CANTIDAD DE MATERIAL PUES SE EMPIEZA A MANIFES
TAR UNA SATURACION DEL EXTRACTO. )

POR LO TANTO LA CANTIDAD QUE SE PROPONE PARA PREPARAR EL EX--
TrRACTO Es DE 100 MG; CON LA VENTAJA DE REALIZAR DETERMINACIO-
NES CON MAYOR REPRODUCIBILIDAD, FACIL MANIPULACION Y UTILIZAN
DO MENOR CANTIDAD DE MUESTRA QUE SI SE EMPLEARA UN GRAMD DE -
LEGUMINOSA QUE ES LA INDICADA EN LA METODOLOGIA ORIGIMAL. ADE
t1AS SE OBSERVA UNA MEJOR CONSERVACION DE DICHO EXTRACTO AL Al
MACENARSE A LA TEMPERATURA DE REFRIGERACION,
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