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BSA 
Da 
EDTA 
ORC 
tgo 
N-Ac-Oal 
nm 
PDS 
PBSA 
SDS 
2-11E 

LECTJNA: 

APA 

••• CJA 
ConA 

••• HPA 
LCA 
LPA 
LTA 
HCA 
PHA 
PLA 
PNA 
PSA 
PWH 
RCA 
SBA 
STA 
LlEA 
VCA 
WFH 
WFH 
WOA 

ABREVIATURAS 

Albumina •erica bavtn• 
1 Dallan • 1.661 x 1e-•4 9. 
Etllendlamtno•ttJletrac•llco 
Olabulo• rojo• de carnero 
In1nuna9lcbullna G. 
N-acettl-D-9alactosamtna 
nanaaetro r1e-• •J 
soluclan ••llna amortiguada con fosfato• 
PBS + a2lda d• sodio al e.1%. 
Dodectl euJfato de sodio. 
2-mercaploqtanol. 

Abrlna precatortus, aglutlnlna. 
Dand•lra•• stmpl!clfolia 1 agtuttnina • 
Cratolarla Juncea 1 aglutlntna. 
Canavalta •n•lfor~l• 1 Concanavaltna A, 
Dollchos blflorus, aglutlnlna • 
Hattx pomatla 1 aglullntna. 
Lans cuttnarls 1 agluttntna, 
Ltnulua polyph••u•, a9lullntna. 
Lotus tetra9onolobu• 1 agluttnlna. 
Hormordl• charandla, aglutinlna. 
Ph•••olu• vulgarla, fltoh•••glutJnlna. 
Pha••olu• lunalu•, aglutlnlna. 
Arachi• hypogan••• Peanut, aglutlnlna. 
Plaum satlvum, aglutlnlna. 
Phytolacca am•rlcana. Pok•w••k mltogan, 
Rlclnvs ccmmunl• 1 aglutlnlna. 
GJycln• m•~. Soy B••n 1 a9luttn1na. 
Solanum tub•rosum, aglutlnlna. 
Liie- eurcpeauw, aglutlntna. 
Vicia cracca 1 aglutJntna. 
Wl•tarta floribunda 1 h•••91uttntna. 
Wtntarla flortbunda 1 mttogenica, 
Trtttcum vulgarts. Wh•at 9•rM 1 agJuttnlna, 

* S• utllt~an I•• alglaa conv•nclonal•~ para las lecttna• qu• la• 
tten•n 1 en Cill!JO ccntratrto ••asignan tolfl•ndo en cuenta el g•n•r·o 
y ••D•cl• d• dond• •• obtuvieron. 



1 • ". JNTBQQLJCCIQN. 

1.1. Mtft'" 'MM'· 

Lo• organl••o• vivo• po•••n una gran varl•dad d• prote(na• con 
h•bllldad d• unir•• ••p•ciflca••nt• a dlf•r•nt•• compu••ta•. 
D•ntra d• la• rna• tmpcrtanl•• 
y la• r•c•ptor••· otra 9rupo 
••P•cíflco d• untdn •on 

••t•nt la• anttcu•rpo•, la• •nztmas 
d• prot•(na• qu• po•••n un sitia 
la• lectlnaa, cuya principal 

caractert•tlca •• la capacidad qu• tt•n•n para r•acclonar con 
asd.car•• •n tar•a r·•v•r•lbl• y •in inodtftcarlo• qut111tca••nt•, 
Alguna• l•ctlna• tntaractuan •xclu•lv•••nt• can un azdcar •lmpl• 1 

otra• tt•nan ••P•clftcldad para un grupo d• ••c•rldas 
r•laclonada• y atr•• 
••cártda• ca•pl•J••• 

raacctcnan con ••tructuras 
CDl'IO la• qu• .. ••• 

gllcaprat•fna• y •n la• •up•rficla• calularas. 

Dabtdo a qu• •l·t•no•ana ma• ••ludiado•• la capacidad d• Inducir 
la agluttnacldn da c•lula• anlM•l•• •n •uap•n•ldn y qua fuaron 

tntctalmante datactada• an veg•t•I••• ta•bt9n •• l•• canee• cenia: 
agluttntna• vagetale•, fltoa9lutlntna• o fltoha111a9lutintna• 111. 
Sin a•barga, como alguna• da ellaa llenan la habtltdad da 
dl•llngulr antr• arltrccttas d• dlf•rantaa asp•cl••• tipos 

aangufnaos y poblacton•s 

tuant•• na vagatal•• 1 

llnfocltartas, ada•~• de abt•n•r•• 
•n 19S4, loyd y Sharplalgh [2] 

•• 
••• 

denomln•ron l•clln••• derivado d•l latín .lASt.t.1.1 qu• •t~ntftca 

••coger, ••l•cclonar. 

A trevllf's d• su ettto da untdn, la• 
••paclfica••nt• con pDltsac,rldas y 

• 1 • 

l•ctlna• pu•d•n tnt•ractuar 
9llcoprotefn•• pera far•ar 



pr•ctpltado•• E•t• r••cctdn •• almllar •la Pr•clpltactdn •ntr• 

•1 antí9•no y •I antlcu•rpo ya qu• •• ••p•cfflca 1 •• dap•ndl•nt• 
d• 1a conc•ntractdn d• lo• r•actant•• y pu•d• ••r inhibida por 
azdcar•• de bajo pe•o molecular, actuando •n far111a almtlar a lo• 

hapt•nos, 5 t n •rnbar90 hay 111arcada• d l terenc l •• entr• 1 o• 
anttcu•rpos y las lectlna•: 

al. Loe •ntlcu•rpou aon elnt•tlzado'll! por •I •l•tema lr1111une 

d• loa anlm•I•• en re•pueata a un •atfmulo antt9•ntco, 

ni•ntrae qu• las l•cttna•, apar•nt•m•nt• 1 •• •lntetlzan 
aln la n•c••ldad de un •atfmula, 

bJ, Ea poatbl• obtener anttcuerpoa contra ca•I cualquier· 

tipo de compueato 1 ml•ntraa qu• laa l•ctlnaa par•c•n 

estar r••trln9lda• para r••cctonar con carbohldratos. 
el. Htentra• qua loa anticuerpo• preaentan una eatructura 

blf.'alca coMlin, 1•• lectlna.a poaaan aatructur•• muy 
dtvaraaa. Ea ••a, dentro de una mtaaa fa•llla 1 94naro a 

tnctuao eapecle 1 •• puaden ancontrar lactina• qua 

dlflaran en •U• propl•dadea flatcoquCMlcaa y bloláglca• 
[3-~1. 

tndapandlantam•nta da au capacidad h•••9luttnante 1 la• lecttnaa 

aon d• 9ran lntar•• por •u habilidad de Interactuar con lo• 

ltnfocltoa, de Inducir dlfar•nt•a producto• cetular•a y 
tranafor•aeldn bla•talda t6,7J. 

1,2. Hl9IOf!IA, 

Al raviaar la htatarla da 1•• lecttn•• le-1•1 aa oba•rva una 
ralac:tdn •uy aatracha antra au aatudla y at da•arralla da I• 

tn•unolawfa, Fu• H. Stlll•ark 1 •n 1889, •l prl•ara an cba•rvar al 
fandtlano de h ... 91utlnaeldn an un •xtraeta d• fticlnu• cqamunta. 

Paca tla•pa de•pu~a, Paul Ehrllch lntraduca • 1•• lacttn•• •n la 
lnv••tlqaeldn in•unald9lca •I utlllaar la• axtracta• tdxlcaa da 

Allc».a ar•catqrlq y B.· cn=·n••, par• d••a•trar l• aapaclflcldad 

' . 



de la re•pu•ata ln•une y la tranaferencla de Inmunidad d• madr• a 

hijo duranl• •1 ••barazo y a lrav'• d• la l•che. 

En 19•81 Landsteln•r y Raublt•ch•ck lrab•J•ndo can varia& 

exlractos d• •••111•• aba•rvaran dlf•r•ncla~ •n la acllvtdad 
h•da9lutlnante r•laliva cuando •• probaran can eritrocitos d• 

dlf•r•nt•• ••p•ct•a anlnal••• Pe•• a fata d•mo•lracldn de 
especte-•ap•clflcldad, durant• al9una• d4cada• •• aoaluvo que las 

l•cltnaa no •ran ••pecfflcaa y, par lo cual, no fueran r•t•rtdas 
con tr•cuencta •n la literatura. E• h••l• 194~ cuando la prtM•ra 
t•cltna específica es d•acubterta en la semilla d• Pb1w1glu1 

luna\u• tlll 1 aunque loa r••uitadoa fueron publicados •n 1949, 

E•tudta• tndependtenle• publicado• por R•nkon•n •n 1948 t121, los 

cual•• Indican que el extracto d• ~ ~ a9tuttna mrJcr a 
la• erltrccltoa tipo •A•, preceden en ta publtcacldn a lo• 

trabajos d• Boyd y R•9u•r• Clll. 

E•t•• ob•ervactane• orl9tnal•• •• 
tdenttttcar lectlna• que pudieran 

fueran •Mpltando con el fin dt 
utilizarse en la tlplflcacldn 

de grupo• san9u(neoa, Un •xten•o ••ludio fue presentado por Allen 

y Brllltantln• en 1969 (131 1 qutene• prepararon material de 2 1 633 

planta•, de la• cual••: 1,63~ •xtracto• fueran tnacttvo•, 111 

•o•lr•rcn a91uttnactdn p•ro na ••pectflctdad y 98 pre1entacon 

a9luttnac1dn ••pecCftca. Actual••nte ae canecen 1ectlna• 
••pecfflcas para lae tlpoa •A•, •o•, •H• y •N• t18l, lnclu•a 

al9una• que pu•d•n dtattn9utr lo• aub9cupa• A~ y Aa [14 1 1~). Una 
lecttna antl-1 fu• •l•l•da de ta •e111111a de landetctt• 

•l•pltcttglta (16 1 111 1 •In ••bar90 na•• co•pl•l•••nte ••P•c(ftca 
para el 9rupo a tl81 por lo que na puede utlltz•r•e ca•o reactiva 

en la ttptflcacldn h••atolé9lca. Otra t•pactant• parttctpactdn d• 

las tectlna• en he•atolo9Ca fu• •u utlltzactdn para d••o•trac que 

tes determinante• de la• 9rupoa •anguCn•o• aon aidcar••· Esto •• 

to9rd' trabajando con la• l•ctln•• antt-A, obtenida• d• e.ti.• 
lyna\u• y ~. ~' y la• antt-H(O) obtenlda1 d• An9ullla 
anaullla y \.sl..S.llJl t•traagnptpbuw [19,28J, Lo• estudios IDbre la 

••p•clftctdad de I•• l•cttnaa ~ su• apltcactcnew en la 
tlplftcactdn han atda •xtensa•ent• r•vt•adc• Cl,8 1 9,211 • 

. ' 



l1trlll1CtlD1 

Sin embar9c la• lectlna• no llamaban la atención •lnD ha•ta 

principio de I~ d#cada de loa 6B cuando •• de•cubrld la actividad 

mttc9lnlca de la PHA C221 y la a91ullnacldn preferencial d• 
cllula• nall9nas por- WGA [23-2S], CcnA [26] y SBA [27J. 

J,3. PURJFJCACJON. 

Aunque laa l•cttna• m•• coMunmente ••ludiada• han sida eMlr-a(da• 

de planta•, partlcular••nle de ••millas d• 1•9umlno••• CJ,281, se 

han e•pleado dlf•rent•• fuente•, •ntr• eltaa: otras parte• de la• 
planta• [29-341, hcn90• [35-381, moho• [39-421, mlcrcor9anl•ma• 

C43-4B1, protozoario• C49-S1J, huevos de sapo• CS21 Y peces 
CS3-S5J 1 aves CS6-621 1 •oluaco• CS3 1 63-69J, artrópodos C7B-7SJ, 

an9utla eléctrica C?'6-'?8J y •••(tero• C79-BBJ Incluyendo 
plaqu•t•• hu•ana• C89J 1 llnfocltos C9BJ y macrdfa9os C91 1 92J, 

En MUC:ha• casas la purlflcacldn ha •Ida pasible utilizando 

•ftada• tradicional•• •• qu(mlca d• prote!na•, 

afinidad •• 

aunque •n la 
1111.1y utilizada, actualidad 

explotando 

la 

la 

cra•atc9r-af ra 
capacidad que 

•• 
tienen 

car-bchldratas, Por 
la• lect.lna• •• 

•J••plo, ConA 

unir-se 

puede 

purificar•• facll••nte par la capacidad que tiene de unir•• a 
8ephade11""' 1 siendo posible elulrla pcstertornente con soluclon•• 

de 9Jucasa 1931 a dl••lnuyendo •I pH C941. En ter•• •lmtl•r, la• 

lactina• qu• •uestran attnldad por 9•1actos• tal•• cono RCA, APA, 
"CA y CJA 1 pueden ••r purlflc•d•• por- cro••lo9raf(a d• •fintdad 

•n S•Ph•rase""' IBS-97J. 

Para otra• l•ctlna• •• r•quler-e I• untdn d• un r•c•ptor 
eapecfttco a un •atrlz lnsclubl•, P••• •uc1na 9••trlc• o fetutna 
•capl•da • Sepharose. Esto es posible por la acttvactdn de l• 

S•Pharaae con br011uro de cland9•na C98 1 99J o par copoll••rtaact6n 
del r•ceptar can el anhtdrtda N-carbo11(ltca d• la L-l•uclna 

Cl .. -l.3J. Ulll•• .. nte •• ha de•arrollada un •4tado de afinidad ... 



hlrHiulH 

utt1lzanda ••trD•• para la purlftcacl6n d• aquella• l•etln•• cuya 
l t9anda na h• •Ida precl•ada lt•4J. 

Varia• de la• dificultad•• encontrada• •n la purificación•• han 
r•laclanada can •1 h•cha d• qu• al9una• l•ctlna• pr•s•ntan 
dtfer•nt•• estada• d• polt••rlzactón. Por •J•mpla, CanA •Ml•l• 
ca•a dÍ•ero •n •aluctone• con un pH ••nor d• ~.6 y coma un 
tetri••ro a un pH sup•rtor C18!5-187l, Ad•m'• 1 co•o h• sido 
el •r•••nt• de•a•trado 1 la pro•enct a de tan•• e t•e 1 189 l a 
az~car•• Cl18J ta•bt•n pued•n •f•ctar la pollN•rlzacldn, así coma 
•U camportamt•nto cromato9r ... ftco y •u actividad blold9tca 
Clll-1141. 

La purtftcactdn tambl•n pU•d• complicar•• por la pr•••ncla en el 

•xtracta d• mis de una forma d• la l•ctlna, E•l•• forma•, 
d•na•tnad•• l•alec~tna•, tl•n•n la •I••• ••P•Clftctdad y •l~tlar, 
p•ra na td•nttca, ••tructura ll&J y han •lda ld•nttflcada• •n 
vart•• tu•nte• 1 par 
cullnarl• ll16 1 ll?J 1 Pbas•plua 

pql lcbpt 
lunatuw 

bif lpruw C11!5l 1 Id.na 
[1191, eh• yulqarl• 

tll9-12ll 1 olyctn• UJl [122-1231 1 JT'r"tutc•"••YY•L-->VO•L''Lª .. ª"""ll1• [31 1 1241 y 

ptctypatwl1u• purpur•u• t12SJ, Por otra lada, aunqu• paco 

tr•cuenl• 1 en la ••••• tu•nte 1e pueden encontrar lecttn•• con 
diferente• e1tructura1 y e•p•ctflcldad, eJ••plo d• •ll•• •an: 
leodttre«• •i•pliclfptta [1261 1 \llJtJ!. turgptau1 [127,129), ~ 

~ 1129-1321, M1sbewrpc•ru1 ~ [331 y Wla\ar\a flgtibunda 

[133-13!51. 

1.4. ESTRUCTURA. 

La dntca caract•rí1tlca CD9dn d• 1•• 1ecttna1 •• 1u naturaltaa 
prot~tca, ya que varlan en co•Po•lctdn 1 Pe•a •alecu11r 1 n~•era y 
e1tructura de 9ubunldade1 y nda•ro d• •ltto• de unldn por 
aalfcule, H•• adn, 1e ha d•MDllrada que 111 lectlna• na tlwnen 

. ' . 



hlro"1ttlu 

un• eatructura común que tunclcne come caracter(sltca de untdn 
(1361, 

Hlentra• que muctias lectlnaa ne ccr1ttenen ctatetr1a, WOA 
t137,138J, STA C311 Y PWM t139 1 14Bl •an muy ricas •n '•l• 
&Mlnaáctdo. Varia• l•clin•• •en gllccprct•ína• y alguna& tienen 
un alto conlenldc d• az~cares coma en el caao de STA 1 que 
ccntten• un SS%. Por el centrarte, ConA, WGA y PNA no ccnlt•nen 
carbohidrato• unidos ccvalent•m•nt•. El peac nol•cular d• la• 
tecttna• varia deade 36 Kda para WOA t130l hasta alguno• ciento• 
de Kda, como la lectlna de f.b., ~ de 26~ Kda tt411 y la de 
Llmult1• pplyptiemua de 33S Kda t 1421, 

Aunque la •ayor(a d• las lectlnaa eatan conalttu(daa par 
subunldad••, el 
C 138, 1431 1 HPA 

nd•er·c de tf'stas puede variar; WOA 

lt•n• ••t• [641 y LPA tiene 19 
llana do• 

t12,142l. 
Oeneral•ente la• aubuntdadea de l•• lactinas aon tdtf'nttca• entra 
ar, •tn e•bargc •• canecen vario• •Je•ploa dende 4•t•• son 
dlferent••I en el caso da SBA t144l y DBA t14Sl au• aubuntdade• 
aólo difieren un poco, paro en ctroa ca•oa tienen marcada• 
dlfarencta•, par •Je•plo •n au peso molecular; 19 y 1 Kda para 
LCA [1461. Generalmente hay un mltlc de unldn por aubunldad, atn 

eabargo WOA tienen de• C13B,141,1481 1 •l•ntra• qua, por otra 
lado, SIA Cl49l y PSA t1sa1 tienen do• •lttca de untdn en cuatro 
eubuntdadea. Par eu parte, el attlo da untdn varía en dlmen•ton•• 
de•d• aquella que ccrreaponde aparente•ente a un aonaaac~rtdo 

•l•ple, por eJ••plo en SBA t15111 e un dtaacártdo come en PNA 
ll92,IS3J ha•t• aqu•ll•• que ofrecen un •ttlo má• •-t•n•o cc•a 
WOA t13?J o PHA Cle4J. 

E• t•partante Menctanar qu• ta• lectln•• qu• tten•n eapectttcldad 
•l•llar h•Cta •anoaacártda• pu•den dlf•rtr en •u aftnld•d por 
dt•ac•rtda•, oll9oaac.trtdaa y 9ltcoptf'pttdoa. Por· eJ••plo, ConA y 
LCA, atiba• lnhlbldaa en far•• •t•ll•r por •anc•• y 9lucaaa, 
pr•••ntan dlf•rentea 9radoa de lnhlblctdn cuando •e hacen 
r•acctanar can gltcop4ptlda• d• ovoalbdetna a de tranaferrtna 
11991. Ta•blén •• abaervan diferencia• entre ••t•• l•cttnaa •n su 

. '. 



11\rMctlDI 

lnteracclán con la •Uperflcl• de •rltrocitD•I mientra• que CanA 
•• une exclu•tva•ente a una 9ltcaprateCna de la m•mbrana 
Cprate{na 1111, LCA ••une a 4•ta y a la 9llcotorlna [1~6 1 1S?l. 

La nece•ldad de metal•• para la actividad de ta• lectln•• •e ha 
abeervada en al9una• ca•a• coma loa de CanA tl~B,1~91 1 PHA t160] 1 

PSA t1131 y PLA tll1 1 l411, •u9trlendo que eon metalaprate(na•. En 

et ca•a de otra• l•cltn•• la• r••Ultada• •an cantradtctarlD• y el 
requerl•lento de metal•• no ha quedada bien e•lablectdo. 

1,~, FUNCJQN, 

P••e a ta 9ran cantidad de lnve•tl9actane• •abre la lacalltactdn, 
purtflcacldn y caractert%acldn de 1•• propiedad•• química•, 
tt•lcaa y blal69tca•, la functdn de la• lectlna• no•• ha podido 
e•tablecer totalmente. En al9una• ca•o• •e puede proponer una 
functdn ba••ndo•e en la 1acatl%acldn y/a prcptedadea, pero no 
dejan de •er •JeNplaa y •ayare• eatuer%o• deberán realizara• para 
••l•blecer can prectatdn el papel que ••taa proteína• llenen en 
la• •ere• vlvoa. Par otro lada, aunque la• lecttna• •en 
predo•tnanle•ente tnlracetut•r••• t .. bt~n ••pueden tocalltar en 
laa •uperftclea a extracelul&rNente y 4•t•• parecen ••lar 
rl••t f,nadaa a t nteractuar can eac'-r Ida• cD•p 1 e1~enlar lo• 
lacalltada• en l•• •Upertlctea celularea, en •l material 
e'ittr•ce1u1ar a en ealuclan••· La mll)lor{a de lo• eatudlo• que 
intentan d•flnlr et papel bto1d9tca de l•• tectlna• •e h& 
de•arrotlado car1 il•le material exó9eno, por la que '!lu• funcione• 
intracelular•• e•t'n• adn, .~. 1•Ja• de deftnlr••· 

Una poatbl• funcldn d• la• tectln••• que ha r•clbido •Ucha 
atencldn, •••u partlctpaclón •n ta untón de b•ctert•• fijadora• 
de n1tra"99no 
la bacteria 

a la• rafe•• de 1•• l•9U•lna•a•. En e•t• reaccidn, 
del 99nero Rblzpbiue, •• une a la •uperficle de 

c61utaa diferenciada• de ta ra(z y •e tnt•rnalltan para far•ar el 



l•htkttln 

nódulo ftjador d• nltróg•no CJ61J. Esta slmb1osl• •• •spwcfflca, 

Y• que ciertos Rhtipbium untcam•nl• pu•d•n asociar•• con una 
••p•cl• particular d• l•gumlnosa C162,J63J y J• untdn pu•d• ••r 
inhibida por •I azdcar conpl•m•nlarlo CJ64J, Por otro lado, ••ha 

d•Mastrado la pr•••ncta d• l•ctlnas •n t•Jldas a9r•o• d• la• 
plantas, la• cu•l•• dlfl•r•n de aqu•lla• localizadas •n las ••mi­
lla• C162J y, aunqu• ••han pr•••ntada •vld•nctas qu• •ugl•r•n su 
r•gulacldn y •xpreaión [165 1 1661, su functdn no•• ha podido 
•stabl•c•r. Adem~• •• ha observada que, durant• la tnf•ccldn par 
hongoti. 1 la cantidad d• lectlna en hojas y talla••• tncr•hl•nta 
CJ6? 1 169J ta qu• •ugler• que las Jectlnaa tl•nen un P•P•I •n lo• 
••c•nlsmoa V•g•t•le• de defensa contra agent•• tnfecclaaoa. 

Loa mohos han sida de utilidad para sugerir otra de las poatble• 
funciones de laa lectinas, d•bida a que al dtfer•nclarae de una 
far•• v•g•t•ttva a una forma a9r•9ada y adhesiva pr•••ntan, entr• 
otras cambia• celular••• un lncr•m•nta •n la s(nl••I• d• lectlna 
la cual puede ll•gar a conatttutr el 1~ del cant•nlda prot,lco 
total y pu•de s•r d•tectada •n la superficie celular 
[42,1781171], Par otra lado, •• pu•d• obs•rvar la farmactdn d• 
rosetas cuando •• Incuban eritrocito• y •I moho en pr•aencta d• 
la l•ctlna C17" 1 172J lo cual lndlc• que. en la superficie d•I •aho 
existen receptar•• para la l•ctlna. Lo ant•rtor· sugl•r• que la 

l•ctina •• nec•••rl• para la for•acldn d• a9r•9adas c•lul•r••• 

agluttnlna •n la 
pplyphe1ya, Debido a qu• ••ta prot•Ína circulante 

aglutinar •9•nte• patdg•no• •• 1• ha atribuido 
protectora C173l. Sin e•barga. loa ••tud1oa 
d•t•ralnar •1 papel btaldgtco de la• l•ct1naa 
ant••I•• S• han dlrtgtdo por do• htpdtesls. Una 
utlltaaclán d• laa l•ctlnaa •n la plnocltoala 

L.· 
•• capaz d• 
Un• functdn 

enfocado• a 
en atat•n1aa 

propone la 

••diada por 
receptor•• para gltcoproternaa 
prac••o d• catabalta101 la otra 

parcialmente d•gradadaa en •l 
propon• qu• laa l•ctlnaa •n loa 

vertebr•doa pu•d• t•n•r un papel en 1 •a 
Intercelular•• durant• I• dtf•r•nctactdn ttaul•r • 

• 1 • 

lnteracctan•• 



r•vl••d• Cl74l y Ion ••P•rl••nto• •• b•••n 
••l•la9l1coprat.•ína por c~Julaa h•páttca• d• 

dond• •• pudo ai•lar y car•clert~•r I• l•tltna 

•n la 

cona Jo 
h•p,t.lc• 

unldn da 
179, l7SJ 1 

[ 1'16] 1• 

cual, •d••'•• ~u•d• inductr •tta•t• •n lintactto• p•rtf~rlcoa 

ll??J. Cuando anltcu•~PO• antt~l•cttna •• tntroduc•n vt• ~•n• 

porta• un hf9ado d• rata •i•lada y P•rfundtda 1 ant.•• d• 1• 
tny•ccf.d'n d• ••t•laoro•t>Mucatd• o bilirrublna, •I influjo de 
••ialooro•OWiucald• •• reduc• •n un s...,, •l•ntra• que la 
tncarparactdn d• biltrrubina na•• afecta t17BJ. 

L• otra hlp6t•ata •• v• apoyad• al ob••rv•r que lo• ntv•I•• d• 
l.ctlna •n •l •~•cuto p•ctoral dat ••bridn d• pallo •• •l•v•n an 
•l "°'"nta an qu• .-•t•• c•lula• •• fusionan para far••r 
•lot~buto• pollnuct•ado• 1179 1 1881 ~ porqu•, aunqu• la ••yorfa d• 

ta l•ctfna •• tntracelular, ••t• puad• ••r d•t•cl•d• 
•Ktracetul•~••nta dur•nte ••t• procaaa [68,1811. Un• prueba 

•'recta •• qu• •I ttodtgatactd•tda, un potant• lnhibldar 4• Ja 
l•ctlh•1 pu•d• blQque•r la tu•tdn d• •iabla•lD• 1.n. ldlta tl82J. 

Otra• prueba~ y 1• d•ttntctdn d• pa•lbl•• vía• par I•• cual•• I•• 
l•cttfta• .P•rtlctpan •n ta dlfaranctactdn c•lul•r han 
~r•••ntad•• can ••yar d•t•ll• [193J. 

Por otra l•da 1 •xl•t•n avtdanct•• lndtcando que 1•• lecttn•= 

parttctpan tanto •n la pr•v•nctdn d• tnf•ccion•• •h planta• [t••> 
ca.o, paradoJlc.,..nt•, •n ta facllttacldn d• tntecclan•• 
bacterl•n•• •n c~lula• ant••••• 1184-1861. En el dltlaa caaa 1 I•• 
lecttna• bacteriana• •P•r•nt•••nt• •an Jae ••dtadar•• d• la 
adheatdn ••t •lcroar9ant••a a alt")Oeac,rldae de la• c4lulaa 
.•nl••I••• co•D un paaa tnlctal d• ta tnt•cctdn [184-1861. En 

r••u .. n1 parac• ••r QU• I•• 
•n 10• dlv•r•o• •i•t•••• 
COll,.~\•ft •u c•ract•~t•tl~• 
dltt•r•n •n eatr~ctura, 

aocel laactcln. 

l•ctlna• poae•n •tt•r•nte• funclon•• 
••tudlada•~ por lo que Uhlc .. ent• 
de Uftldn • aadc•~•• ya qua, •d••'•• 

co.p~atctdn, ••P•Clflcldad y 

. ' . 
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poseer 

~•P•Cldad heMa9luttnante, lo• cual•• pued•n dtvidtr•• 1 d• acuerda 

• •u ••P•ciflcjdad, en do• 9rupo•: una repr•••ntado por f!h. 
yylaar!w. cuyo• •i••bros a9JutJnan •in dtferencl•• si9niiicatiV•• 

toda• loa tipa• de erttrcclta• humana• y otra, can ••P•Ciftctdad 

para •rttraclto• •A•, re~reaentada par eh.· lyn1tu1, Se podr(a 

d•finlr un tercer 9rupa, car1cterlzado por ta au•encJa de 

capacidad a91ut1nant• t1B?l. 

Aunque •ucha• Jectlna• del 9•n•ro Pha119tu1 •on •Imitares •n P••a 

•olecuJar y en estructura de •U• •ubunidad•• 1 •• han encontr•da 

diferencia• en •I contenido de carbohldr•to•, propiedad•• 

tJaJcoqu(mlc•• y actlvldade• bial~9lc••• l•• cual•• pueden 

daber•• a f•ctorea 9enltica• 1 diierent•• m~todaa de purlflcactdn, 

ld•nttfic:.•cldn l•prapl& d• las ••peci•• y vartedade•, y un 

ln•d•cuado criterio d• hcma9•nlcldad. Por otro lado, le• ••ludie• 

btaqu(MICD• •abr• aeta• aglutlnlna• ••han complicada par •l 9ran 

rult11ero de variedaefe• •xlat•nte•, prtnc:.lpalnt•nte de f!h, yul9art1, 

Ai9•• y 0•9oad •n 19S~, cbtlen•n d• Red Ktdn•y la 

fltch•••~luttnln• tPHAI, una prote!na que •• h0Na9'n•• por 

•l•ctrofor••••• pa••• 3.4S d• •uatanct•• r•ductar••• un pi de 6.~ 

rtBSJ y 1• capacidad d• inducir tran•forM•ctÓh bJaatald• C22J, 

Una purJficacidn po•t•rlor d• la leclina [J99] lndtc:.d que la 

molécula tl•n• un P••o •olecula~ 
al•nlna cama aminoácido N~t•rMinal, 

d• 129 ~Da y que canll•n• 

•• rlc• en •ctdo ••p4rtlca, 
l•ucln•, ••rlna, y treanlnai pero no cantt•n• 

a~ufrada•. 

tPHA-PI 1 .. , 
craM•tograt(a en carbo"l••tll-catuloaa fCH-celulo••I y S•Ph•d•~ 

0-J~•, •• pu•d•n ••P•r•r fr•ccicn•• con dJf•r•nt•• •cttvldad••• 

Una de ella•, d•naMlnada ''"-'CD••lutlnln• tL·PHAI, pr•~•ntJ alta 

capacl~•d l•uco•9SutlnAnt• y mtto9Jnica1 mt•ntr•• que otra, 

- JI. 
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llamada •rttro•gluttntna (H-PHAJ pre••ntd alta capacidad erl­

lraagtutlnant•1 P•ra baja actividad can leucactta• tl99J. La l•c­

llna de R•d Kldn•y tambl8n ha •Ida ai•lada par cromatografía de 
afinidad uttltzanda ttraglabullna porcina C191l a fetu(na C192J 

conjugada a Sepharcse y, cuando pc•tertcrMent• •• ••paran par 

cranatagraf(a d• Intercambia tdnlco, •• produc•n Cinco prat•!na• 
dl•tlntaa cada una con un pesa molecular de 11~±4 KDa [193]. 

SI bien la• primeros lnt•ntas para ••parar las dtv•r•c• 

componentes reapon&abl•• d• la• propiedades biológica• d• la• 

lectlna• de Red Kldney dieron' r••ultada• contradtctorla• 1 le• 
trabajo• que dernc•traron la presencia de das tipa• de 

•ubunldade•, de•lgnada• cc•o L y E le•ta dltl•a ta•btén 
denominada RI, aclararon mucha• dudas [12B, 

•ubuntdada• •• coMblnan para dar una familia de cinca proteCna•, 
cada una tor•ada par cuatro •ubuntdade• unidas por enlace• no 

covalante• c121, 196-198 1 2ee,2e11. 

da a•tnoácidoa en el ewtre•o N-termtnal, pt )' 
btoldgtcaa C128l. La subunldad L, con •erina ccao 

propiedad•• 
a•tno'5'ctdo 

N-t•r•tnal )' un pi de s.2s, nueatra una fuerte afinidad por la• 

receptar•• pre•ente• en ta membrana de lo• linfocito•, paro baja 
par la• arltrocíttca• t128,199ll mt•ntra• que la •ubunldad E 1 

lt•n• alantna ca•o a•tnoácldo N-termlnal, po•ee un pJ de S.9~ y 
pre•enta atta afinidad par receptare• de la• erltraclta• t19BI, 

Cada l•Dlacttna cantlena diferente cantidad de •Ubunldade• L y E 

por lo qu•, cct10 can•ecuencla de la e•peclftcldad, •I t•tr'••ro 
d• •ubuntdade• L 1 la leuca•glullntna 1 llene alta actividad leuco~ 

agluttnantel •t•ntr•• que la erltroagluttnlna, formada par cuatro 

•ubunld•d•• E, tiene alta capacidad erttroagluttnante. Tre• pro­

tetnaa tnter•edl•• •an tetra••ra• qu• canttenen varia• propar­

ctan•• d• cada •ubunldad: LE•, L.E., y L.E. La ••zcla de 

acttvtdada• que pa•••n ••t•• t•ol•cttna• r•fl•Jan •u estructura 
hfbrl~a y 1a Inducción de •tto•I• par e•t•• proteína• e• 
praporclanal al contenida d• I•• •ubunldadas L. 
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L•clln•• de otra• variedad•• de eh• yulg•r*• han •Ida aislada• y 
caracterizadas. D•I frijol ll••ada Wax Cfb., yula•tl• var. •ure 

crap •trtn9l••• Maxl •• ha purificada una 
ca•paslcldn d• a•tna~ctdas •• •tmttar a la de 

h•1na9tutlnlna 
Red Kidney, ya 

cuya 

qu• 

•• no contiene anlnoJclda• azufrada• y tiene alta• proporcione• 
'clda asp~rtlco 1 ••rlna y 

132 KD• y cantl•n• 18.4% 
variedad, eh• yul9art1 

h•••9luttnlna1 tetramérlca• 

la• cu•I•• •an Mlta9 ... nlca• 

traontna, tiene un pe•o 1nal•cular de 
de azdcares total•• 12021, De otra 

var Drlttle-wax, •e at1laron do• 
con un pe10 molecular de 125~5 KDa, 

Y llenen la propiedad de reaccionar 
can celula• transformad•• a concentraciones 1BB vece• menare• que 

la• neceaarta• para celula• normal•• 11921. 

A partir d• eh• yyl9art1 var. Blu• Lak• 1 •• han alalado da• 
t•cttn•• C283J, Una de etlaa, la PHA-a• 1 ha sida purificada en 

for•a ho•Dte'n•a Y tienen un pa10 molecular de 83 KDa 1 por to que 

•• can1lderable••nt• aenar que otra• tectln•• del ml••o 9'n•rol 
poi•• capacidad Mlta9~ntca, erltro y teucaa91utlnante y la• 
tnl•nta1 para ••Para e1ta acttvtdade1 han fraca•ada t283 1 2B~l. D• 

eh• yul9•tl• ver Navy •• al•td'una l•ctlna Ja cual ae parece a la 

PHA en P••D ~olecular, campa1tctdn de amlno•c1do1 y contenido de 
carbahldrata1, 1tn ••b•r90 pre1•nta alta capacidad erltro y 

1eucoa9luttnant• en la mt••• •ol9cul• CZB~l. 

Otraa variedad•• de fb., yyl9ari1 1 cuyas l•ctlna1 han •Ido 

atalada1 1an: Oarbanctlla C93J, R•d Kidn•y •Harlcct• c1211, Black 
Kldney [2961 1 Pinta IJl C2B1J 1 Tora C2S8J 1 Rica 23 t2B91 y Red 

[ 21•1. 

Par otra l•do 1 de la• ••Millas d• Pha11glu1 c;gcclneu1 V•r 1car·let 
runner, uttllzanda preclpttacldn can 1ulfato de ~menta y 

cramatogr•f(a de lntercaMbla tóntco 1 1e han •l•lado da• lect1nas 

C2lll. Amb•• tl•n•n un p••o •alecutar de 129 KD• y ••t•n 
can1tttu{da1 par cuatro •Ubunldad•• ld9ñtlc•• 1 ,Pr••entar• 
actividad heMa9luttnant• hacia cualquier tipo d• erltractto1 1 son 

Inhibida• par NMAcROal ~ par un 91tccp9pttdc •l•lado d• Ja 

neltbrana del •rltroctla hu••na c2121. Sin eMbar90 1 1olaMent• una 



d• •llas •• mltcglntca y la razdn precisa de ••ta dlf•r•ncta •• 
d•sconoclda. A partir d• Eh• cgcclntu1 var alubia se atsld por 

cr0Mato9rafía d• afinidad una ltctlna con p•so MDl•cular dt 112 
KPa 1 cu•tro subunldad•• td9ntlca1, 20~ de azdcar•• totales, p•ro 

no pudo ser Inhibida por f'l-Ac-Gal y al9unas 91 lcoprot•(nas 

probadas <2131. Dtsafortunad•m•nt• su actividad mltogéntca no ha 

•Ido estudiada. 

La aglutlnlna dt eh· lun1tuw Cslnónl•o E!b, • .lJ..Ju.n.lll fu~ 1• 

prl••ra ltctln~ qu• mcstr~ ••ptclflcldad para un tipo sangutnta 

1111 y su actividad ha•aglutlnant• radica en dos ••P•cl•• 
aol•culares, cada una con Ja MISMA co•pastctdn dt &111tno,ctdo1 y 

carbohldrato11 pero una de •llas tl•n• un P••o •oltcutar d• 12~ 

KDa 1 •ltntras qu• la otra le tl•n•n dt 247 KD1 [111 1 141, 2141. 

Por •l•ctrofor•sls tn 9•1•• dt poltacrllamlda, tn prestncl• de 
9DS y 2-~E, ••b•• ltctlnas praduc•n una subuntdad td9ntlca dt 31 
KDal sin embargo en ausencia dt 2-ME ti peso dt las subunidadtl 

•• dt 62 KDa apro•t•ad•m•nt• 121~J. Por lo tanto, la• l•ctlnas 
son díatro1 y tetr•aero• de tata subunldad ••yor y prtsentan dos 

y cuatro 1ltlo1 d• unldn1 r•spactlvaa•ntt 12161. El tetr~atro 

presenta aayor actividad ht••91utlnant• 121~J y altog~nlca 121~] 

qu• ti d(•ero y t•t• caablo dt actividad no partea dtbtrst 1 tn 

faraa directa, al lncr•••nto de la valtncl• •lno, •4• bien, a Ja 
facilidad o prababllidad dt foraar pu•ntt• tntrt lo• receptor•• 

celular••· 



2. l • MTIGIMMttp • 

A P•••r d• la l•partact• d• 1•• l•cttna•, •u ••pila ullllzacidn 
en c .. pa• ca•a la ••dlctna y la blola9Ca y la 9ran dlv•r•ldad d• 

tu•nt••, •n nu••tro Pa(• han •Ido r•al~•nl• poco• lo• trabaJo• •n 
••ta ~r•• y lo• tnv••tt9adar•• d•dicado• a ••t• c••PO •• pu•d•n 
contar con lo• d•do• d• una •ano. Una d• I•• Nayor•• apartacton•• 
•an la• trabaja• dtrt9tda• por •1 Dr. F~ltx Cdrdaba, qui•n •n 
1969 ala1a anttcu•rpo• dtrl9tdo• contra •l altlo activo d• la 
can A l219J, •n 19?6 reparta la actividad ln•unoaupr••ora d• lo• 
••tracto• d• eb.s.. yul••r•• var. 
alubia l2191 y, ulll••••nt•, 
l•ctln•• •n ID• cactua d• la 

9arbanclllo y eh.a.. cgccin•y• var. 
ha d•mD•trado la pr•aencta d• 

p•nCnaul• de BaJa California Sur 
l3~ 1 2291. Otra t•partant• contrtbuct~n aan toa trabajo• d•I Dr. 
J.L. Dchoa qul•n no aola••nt• ha purificado l•ctln~• d• la flora 
••Mtcana tt•4 1 2131 2211, atno qu• ad••~• h• po•tulado al9uno d• 
lo• ••cenl••a• y factor•• qu• •f•ctan la lnl•raccldn d• ••la• 
protefna• can au• llgandaa l136,222 1 Z231. 

•u• variada• propiedad•• 
••P•ciftcldad y •atructura 

y laa dlf•r•nctaa lmpartant•s en 

encontrada• •n I•• tr•• ••peci•• 
••ludiad••· Par otra lada, la rtqu•z• d• vart•d•d•• •n nu•atra 
Pata, la apartunlded de d••crtblr le prt••r• l•ctin• ai•l;1da de 
Ph11pqlu• acyt1faltu1 y la pa1tbtlldad de brindar una alt•rn1llv1 

a qut•n•• uttltzan l•cttna1 1 han •ida I•• matlveclon•• para Ja 
•labarectd'n y r••llzactdn d• ••l• proy•cto • 
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Chiapas dorod• &• I• 
cultiva y canwuma 
genérica d• Ja forma 

P1rlt fl'9Pl1t1l1I 

conoce can •I nombre d• e•cu•tt• y, su 
••t•n ampllam•nt• difundida•. El nambr• 

cultivada •• Ph••1plu1 1cutttpltu1 var. 
latlfallus [2241 1 pera tambl•·n •• I• canee• cama: t1par1, )'url 
•unl y·pavl, •ntr• otras ncmbr• qu• ha r·eclblda, 

Siguiendo una t~cnlc• d••crtta para •I al•l•ml•nto d• l•ctlna• 

d•1 g~nero Ph•••olu• (1941, •• utlll•d' ••trama-S•Ph•d•X ca•D 
•aporte de •flnld•d )' cro•atcgrafCa d• flltracldnt aln ••b•rgo 
t•Wtbl~n fueran nece••rlo• otra• pracedJmtentas. En ••la te•I• •• 
pres•nta la caracterlzacldn de la lecttna purificada y •• 
descrtb•n algunas de au• propiedad•• btaldgtc••· 

2.2. MtQIM,11 y mtppot, 

2o2,I. CLASIFJCACJONo La claatflcacldn fu• aMable••nte ll•vada a 
cabo por el Dr. o.ar Agundl• del Dapart .. anta de central d• 
"•l•••• del ln•tttuta d• tnveatlgactane• Agr(cola• de 1• SARH, a 
quien ae le agradece la lnfar-•cldn, 

2.z.2, ~RE~ARACION DEL EXTRACTO SALINO. Laa •••ll!as d•I frijol 
fueran fln .. enl• putverl•adaa y , .. 9 de la harina obtenida •• 
~u•pendt•ron en un litro de •alucldn salina ••artlguada can 
toetatoa ~ adicionada can •.ts de ••Ida de •odio cPaSAI. La 
au•pencldn ae agttd durante toda la noche • t••c y poatertor••nte 
9e fllt~cf en'ªªª d• al9oddn para ell•tnar •I •atarl•I 9ru••c. El 
filtrada •e centrlful)d a 2s .... 9 durante 3• •inuto• a J••c1 el 
p~eclpltada .. de•cartd y el •obrenadante, referida ca•o extracta 
eellfto, •e con'9ld a -4--C ~••ta •u utltlaacldn. 

2.2,3, ~~ARACIDN DEL ESTROHA. El aaporta de afinidad fu• 
p~•parado •l9ut•ndo Ja .. tadalo9ta da•crtta por Ochaa ~ 

KrJatlan••n lt•4J. Do• Jltraa d• 91ábuloa rojos hu•anoa tipa •o• 
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fueran lleadaa par lavada• repettdaa can agua de•ltlada, 

c•ntrlfu9anda a 3B,8809 durant• una hora a. 18-C. La• 7B rnl de 

paqu•t• abt•nlda• •• r••u•p•ndl•ran •n ª'ª mi de PBSA y ae l•s 

agregd 78 mi d• glutar•ld•h(da al 2SS 1Ea.•tmanl 1 agitando duranl• 

16 hora• a 

••zcla •• 

1.er-c, Para 

c•ntrlfu9á a 
eliminar el glutaraldehída r••ldu•l, 

2,8889 durante 28 mtnuta• a S-C y 
•• 
•• 

paqu•t• •• lavd lr•• vece• can PBSA 1 centrtfuganda a las mi•••• 

f tnah11ante abt•nldo l48 mi 1 •• candlclan••· El paquete 

reauap•ndtd en 288 mi d• gltcln• 8.~ H y•• 11antuva en agttactdn 
durante teda Ja noche. La glicina ae •ll•lnd par lavada• 

r•s»eltdaa can PBSA centrifugando a 2,8889 durante 2• atnutaa. Par 

~ltlma 1 el ••trama ae a•zcld can 48 MI d• Sephadex 0-7S-128 

CS1991a Ch••· ca.1 1 ae aapacd •n una columna da 2,6 x 14 c~ y •• 

lavó can 2S8 •l da P8GA y 2S8 mi d• gJlclna~HCJ B.2" tpH • 2.s1. 

2,z,4, FILTRACIDH EN OEL. La cra•atagraffa d• flltracldn •• hlz6 
en una calu•na d• J,6 x es ca e11pacada can S•phadex o-288-128 

191911• Ch••· Ca.I y calibrada can PBSA a un fluJa de~ Ml/h, 

2.2.e. ELECTROENFO&UE PREPARATIVO, Se preparó una placad• 188 mi 

•• Ultrad•x.,.... y anfaltna pH • 3,S-18 Ca•ba• praductan da LKBI 
•l,ulendo la• lnatrucctan•• del fabrlcant•. La •lactrafar••I• •• 

hla6 •urante 16 her•• a 18•c Mant•ntenda una fuerza can•tant• de 

e Watt•• El pH •• d•t•r•lnd dlr•cta••nt• •n la •uperflcl• d• la 
placa, la cual fue paatertar••nt• cortada •n 3• part• t9u•I••· El 

,., d• cada •• .. •nto •• Javd can agua d••tttada y •n •I elufda •• 
••t•r•ln6 cancentractdn de protefna y actividad he•a9lutinante. 

2.2.6, Dl:T&R"INACJON DE ltROTEIN~. La cancentracldn d• pral•fna •• 

••t•r•lnd at9ulenda el •itado da•crlta par LDMrY y cale, (22SJ 1 

utlltaanda •I r••cttva de Falln-Clacalt•u IH•rc~J y albdMlna 

•~rica bovina C8l911a Ch••· Ca.) ca•a prat•lna de referer,cta. En 

l•• tracclan•• abtentd•• durante lo• dtveraaa pa•a• d• 

purlftcactdn, la pr•••nct• de p~atelna• •• deter•ln6 mldl•nda la 
••n•tdad dptlca a 21• na, 
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2.2.,, ACTIVIDA[' HEHACLUTINANTE. Para 1Eler111lt1iH 

h•111a~l~tl~,·~l~ ~~ la~ f1ac~¡~r,e~ o~le~.d~s L~ ~t11.zd la t~cn11·~ 

de 11lcr-otlt••l;>cldn or ple.ce h.:.c1er1dD d11•1c:1or1•!i ro•1 lada~ cr;u 

•:)Juci&n sul In• a.Mn: t:gu1it1a con fosfalc.b tr.1'!5 MI t 1 u1M it .. cac1. 

fpH.,. 7.:-'I, adlrtnnll'r,dole pno;tr,rlonoenle 9ldbulos rojo& de burr-o 

al :?~. El t ft.ulo G9 tSt>lE-l'"1íllr.5 desp1.1¿11 d• d•Jar r•po1oar la placa 

una hora a ternp•ratura Alílbi•nle. Con la ml•ma m•todalog(a •• 

U••ron eri trae 1 loii d• otra• •sp•c i •• par a co1nparar- ¡ ._ ac l l vi dad 

h••aglut.lnant.e d• la lectlna. La actividad usp•c(ftca •e. d•fardda 

co110 •I lag. del tnver-so d•l t(tulo 1 a una conc&-nlractón de 1 mg 

d• prat•tna/ml. 

2.2,e. PURJFJCACJON DE LA LECTINA, El •xtracto •allna •• aplicd a 
ta colunina d& ••tr-oma-Sephad•ll 1 prevl•••nl• equlllbr·ada can PBSA 

y•• lavd con la •i•ma solucidn hasta que la densidad dpttca fu• 

cera. La l•cllna tu• elu(da lavanda la columna can una •olucldn 

d• gl lcln11-HCI "·2 H lpH • 2,'!5) 1 laa fracciones apropiada• e.e 

juntaron y •• concentr-aron con •acara••· D••Pu•• •• dlallz6 

contra PISA_y ••aplicó a una colu•n• d• S•phadex 0-2•1. Las 

fraccione• qu• •aatraron actividad h•••glutlroante •• Juntaron, •• 

dlaliaaron contra glicina al 1 'lo lp/vl y •• ••zclaron con •l 

Ultrodex y I•• •nfollna• en la placad• •l•ctro•nfaque. Una v•z 

•nfocada, la l•ctlna abt•nlda •• dlallzé contra agua 7, 

flnal•ente, •• lloflllzd. 

2.2.9. ELECTROFORESIS, Loa eatudtos •l•ctrofarétlcoa •e hlcler-on 

•n placa• d• pollacrtla•lda con un gradl•nt• lineal d•l 4 al 

28 'lo, utlliaando solución ••ortlguadora d• Tr-la-gtlclna-aalda 

fpH • B.91 atgui•nda baslca•enl• la técnica d••crlta par Hargoll• 

y K•nr·tch t226J. D•apu•• del corr-lml•nto, el gel •• f 1jd car1 un11 

aoluctdn de ~Ido aulfosalicíllco al lB'I. durante 39 111lr1utaa, La 

placa•• lavd' car1 agua d•stllada .1 •• efeclud la t1nc1ór1 durar1l• 

una hora can aau.t d• Cocm1aaale ccaotna.•sl• Bluw R-2~il, Bto-Rad1 •I 

8.2 'lo, El •xceso de cciloranl• •• tri imlr16 con una aolucldn far•ada 

por 25 parte• de eta.1101, lB partua d• a'"cldo acético / 65 partes. 

d+ a.g•.ia. 
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2.2,18, ELECTROENFOOUE ANALITICO, Para d&t•rmlnar el punta 
l•a•léctrlca y cana una 

hlzd el •lectra•nfaque 

prueba d• hamag•nlcldad de la l•ctlna •• 

utilizando A~phallne PAOE-Plate•"" ILKBI 
can un ranga de pH d• 3.~ & 9.~ •tgutendD la• r•CD~endacton•• d•l 

fabrtcant• para •u carrtmtenta, El pH •• det•rmtnd dlreclaM•nt• 
en la 9uperftct• d•l g•ll •1 cual, pasl•rlarn•nt• 1 •• fljd y tlffó 

d•I Nl••D moda cona •• d••crlb• •n •l•ctrafar••I•, 

2.2.11. ESPECIFICIDAD. Para d•t•rmtnar la ••peclflcldad, •• 

lncubd toda Ja nach• • 1o•c una mezcla de 288 uJ de la lectlna 
purtflc•da tul• un valu••n Igual de una aalucldn s.1 l'I del azdcar 

a probar. De•pu•• •e cuantlftcd la actividad he•agJutlnant• par 
mtcratttulactdn, an la far•• de9crlta, 

2.2.12, ESTil'IACION DEL PESO "OLECULAA, Para calcular •1 pe•a 

•olecular d• I• l•ctina •• uttltz6 una columna de 1,6 x 96 cm 
••pac~da can S•Phad•x G-2•8-48 (SlgNa CheM. Ca.J y calibrada can 
una aaluctdn a•arttguadora d• taafato• 8,1 H CpH • 7.21. Ca•a 

proteln•• de r•f•r•ncta •• uttllzaran: Igo, tr•n•ferrtna, BSA, 
ovoalbdMtna y lt•ozl•• ISl911a Ch••• Ca, lo La pr•••ncla y •1 p~ao 

•olecutar de la• 9ubuntdad•• •• det•r•lnd utilizando 

•lectrafore•l• en g•l•• d• paltacrtla•ld• can dodectl aulfata de 
•odia 18081 y 2-nercapta etanol 12-HEl •lgutenda •l •4tado 

d•acrlto por W•b•r y D•barn [2271, Ca•a prot•(na• de r•ferencla 

•• uttltzaran: BSA, avoalbd•lna, P•P•lna, trlpalnd9eno1 b•ta 
lactaglabullna y ll•ozl•• ISlgwia Ch••· ca.1 

2.2,13, ANALISIS DE AHINOACIDOS, La l•ctlna purificada •• 

hldroltz6 •n vacro con HCL 6 N durante 24 1 48 y ~2 hora• a 11e-c 

•n tuba• ••liada•. El cont•nldo d• .. 1na4ctda• d•I hldroltzado •• 

analtzO b••tc•••nt• d• acuerda con •I •#todo de spack•an y cola, 

EZ29J, Lo• valar•• d• ••rtna y tr•on1na fu•ron obt•nlda• por 
•xtrapolactcfn al tl••po cero. El trlptofana fue deteralnado 

fatametrtcam•nt• ••9an •I método de B•nc• y Schmtd C229J • 
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2.2.14. CUANTIFICACION DE AZUCARES, El cantentda total d• 

carbahldrataa &• d•t•rmlnó par •I mitada d• f•nal-áclda sulfúrica 

C238J utlltzanda 9lucaaa cama r•f•rencta, 

2,2.1~. ESTUDIOS DE HE"AOLUTINACION. Para d•flnlr la intluencla 

d• callan•• •n la a9lutlnacldn, •• Incubaran lada 1• noch• 

vol~••n•• l9ual•• de la lectlna y EDTA 1 MH. Pa•t•rlarm•nt• la 

••zcla •• dlaltzó exhau•ttva11ont• para •ll•lnar •l EDTAI la 
actividad h••a9lutlnant• •• midió adicionando •oluclan B,S mH d• 

CaCl•• HnCI• a H9Cl•• La lnflu•ncla d• la l•mp•ratura &• 
d•t•r•lnó Incubando la• placa• a 4, 18 1 Z4 y 3.,..C, 

2,2.16, ESTUDIOS DE HITOOENICIDAD, La• célulaa fu•rDn abtentdaa 

d•l basad• ralan•• CD-1. La• •rltractlaa •• •ll•lnaran par 11•1• 
can •aluctán d• NH.CI al B,9 S y lo• linfocito• fu•ran lavada• 3 

v•c•• can •alucldn balanc••d• d• Hank• y flnal••nt• r••u•p•ndlda• 
a una cancentracldn d• s x 18ª c4lula•/ml en •l media d• cultivo 
RPttl-164• COlbcal •upl•••nlada can au•ro f•tal d• lern•ra al 
18 S 1 lff Ul•I de penlcl 1 lna, 188 ..u.9/MI de eatreptamlcina y 2 mtt 

d• L-91ut .. 1na C"•rckJ, Se Incubaran cultivo• par 

cont•nl•ndo 1•• pi d• la auapencldn de llnfoctta• y 

triplicado 

1B µI d• 

dlv•r•a• •oluclonea d• la l•cllna o l•ucaa9Juttnlna tL-PHAI, en 

mlcroplac•• CFalcon Pl••tlcal a 37•C en pr•••ncla d• ~ ~ de co. 
durante 72 hara•. S•l• hara• ant•• d• t•r•lnar el cultiva, •• l•• 
adlclond 1 pCI de ªH-tlmldina lC•HJ-dThd, 2Cl/n•al, NeM En9land 

Nucl•arJ y la lncorparacldn de tritio •n •I ADN tu• ••dld• ••9~n 

Hartz•an y cal• [2311. La lncarporacldn basal fue e•tablecld• en 

far•• •l•llar, pera •In l•cttna. Lo• valorea d• lncorparactdn de 

tritio aon reportado• cama la ••dla d• loa tr•• cultivas deapu•• 
de r••tarle el valar d• la tncorporacldn basal. 

2.2.17. ESTUD106 DE INMUNOSUPRESJON, Para d•mo•tr•r •1 efecto 
tn•una•upr•sor de la l•ctlna, se •19Ul6 la metadola9ía descrita 
por Cald•rdn t C:drdaba [219], Raton•• CD-S fue~ .,, tnaculn.doti 

intrap•rttonealmente cori A. I •I de dlferenlE-'4 Lancentractan&ti de 

la lectlna o •oluctdn sal in,., Do d(aa r.le11puéa •• tn11un1za.ran par 

la •I••• v(a con 7 lea 91Óbulaa rajas de carn•ro IGRCI en 9,1 
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•1 d• PBS. La• ant111al•• fueran sacrlfJcadas ~ días despu9• de I• 

tn•untz•cld"n y la r••Pu•sta Jn111un• humoral •• m1dld par- el mftada 
d• h•Magluttnactón directa en placa, utlllzanda PBS cama 

dlluy•nt• / GRC al l.~~. 

2.3. MllK,IApPI, 

2.a.1. EXTRACCION. El •xtracta ••ltno obtenida par ••t• 

prac•dlMienta tt•n•n un• canc•ntr•cld'n d• J3.S •g d• prat•fna par 
•I y una actividad ••p•cíftca d• JJ.6S.!,2.4S para cualqul•r tipo 

de eritrocito• hu•anoa. 

2.3.2, PURIFICACJON DE LA LECTJNA, Cuando el extracto •atina •• 

apltc6 a la columna d• ••tro•a-Seph•d•x y 4ata •• lavó can PBSA, 
•• abtuv6 una fracctdn sin actividad h••agluttnant• 1 ca•o •• 

aprecia en la figura J. Toda la actividad •• lacaltzó en el 
••9undo pica, •I cual fu• •luída can gltctna-HCI. Sin ••bar90 1 

cuan•o •• an•ltza por •l•ctrofor••I• •• pudo d•t•rmln•r ta falla 
d• hot109•nictdad por lo cual •• conc•ntrd y •• aplicd a una 
colu•na d• Sephad•x 0-288, P••• a abt•n•r•• varia• fracclan•s 1 •1 

8211 d• I• actividad Inicial •• recup•rd en un •dio pica, cama 

pu•d• v•r•• •n la figura 2 1 can un lncre .. nto 
••P•ctftca de ca•t 6S9 vec•• y, aunque 1• 

prat•fna• canta•lnantea ••evidente, el an•lt•t• 

•o•tr6 Ja prea•ncla d• coMponent•• aln actividad 

•n I• actividad 

•l lmlnacldn d• 
el ec lrofar.::t t ca 

hema9Jultnant•. 

Por lo tanto, laa fracctan•• 

dtaltzaron contra gllclna al 

con actividad •e ¡untaron .. 
J,, •e ••aclaren con Ultrod•M y 

anfDllna• para au ••P•racldn por •nfoque laoe1•ctrlco. M•dtant• 

••t• prac•dlMt•nta •• lagrd Ja •ll•lnacldn de prol•ln•• 
conta•inant•• Cflgura 3J y•• obtuvd una h••aglutlnlna enfocada a 

pH de S.8.!,l'.2 1 cuya actividad •e lncr•••nt6 aprDMimada1o•nle •n un 

26S, r••Pecto al paao anterior, )1 au actividad ••P•C(fica fu• 990 

v•ce• Mayor qu• la d•l extracto •altno, co•o •• pued• apr•clar •n 
Ja tabla 1 1 dond• •• pr•••ntan lo• dato• obtenido• •n lo• 
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dtt•r•nt•a pa•o• d• purlftcactán. La prole(na abl•nld• moalrd ••r 
homog•n•a 1 al dar una adla banda por eleclratore•I• f •nfaqu• 

lsoellctrlco •n 9•1•• d• pollacrllamtda lftgura ~1 1 aat como un 
adla pico •n Sephade~ G-288 (figura e1. 

TABLA t. PURIFICACJON DE LA AOLUTININA DE e.b.• acutltpl!ua, 
·············--·-····--··-······································· F"ACCION Actividad Factor de Actividad 
------------------~~~!~!!~~~!~!!:~----~~~!!!~~~!~~--~!~~~!~~~~!~~ 
Extracta •· 615S 

-----------------------------------------------------------------1.tra.a-&•Ph•d•x 347 t53B 97 

:!!!~~!!~:!:~:::: ::::: =~~~=: :: :: :: :::::: :~~~:: :: :: : : ====~~ ~ -~ ~ -~ 
El•ctro.nfaqu• 1534 ete 69 

-························--·························--··········· 
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2.3,3. PROPIEDADES SUIHICAS, El P••a •al•cular d• I• l•ctlna 
purificada, ••tl•ado par flltr•cldn en S•phad•M 0-298, fue de 93 
~Da. Por otro lada, uttltzando •l•ctrofare•I• en gel•• de 
poltacrtl••tda can SOS y 2·ME, •• d•t•r•lnd la pr•••ncla d• un 
dnlco tipo d• •ubunldad•• con un P••a Molecular aproMt•ada d• 21 
~Da (figura 6f. cuando la •uestra •• lncubd Pr•vl•••nl• con un 
•••nt• dl•aclant•, p•ra •n au•encla d• 2-"E y ae efectua la 
•tectrofareala •n pr•••ncla d• sos, •• abtuvd •I •l•Mo tipo d• 
aubunidad••· Lo anterior Indica que la• aubunldad•• •• encuentran 
unidas por enlace• no cavatent•• y ••t• reaultado •• cangru•nt• 
can et obtenida en el an~ll•I• de &111tno~cldaa. Par otro lada, ta 
h••••luttntn• pea•• un punto laaetectrtco de 4,9 1 det•r•ln•da par 
electraenfaque analtttco en placa. 
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TABLA tt, CO"POSICtON DE A"INOAClDOS DE LA LECTlNA DE tb.,. 
•rutttel lua, .•..•••.......................................................... 

A•lno•c ldo •al 1938~1ª ~d'A~ª P~~t:'?~~o•c l do,"1 ...•...•...••.................................................... 
Acldo ••ptrllco ee 13.29 
Acldo 9lu lllatco 44 6, 6'!5 
Alantna 46 6, 95 
""''n\n• 16 2,42 
~!~}r.r:n1na ~= g::: 
Oltclna 4" 6,84 
Hl•tldlna 4S 6,84 
l•Dl•UCln• 2e 3,92 
L•uctna 64 9,6? 
Ll•lna 28 4,23 
"•tlanlna li!l8 8.1118 
Pral tna 24 3,63 
&•rlna e• 12.li!IB 
Tl.ra•tna 12 1,81 
Treantna oae e. ?6 
~~lf~~tana 1.1 ~~ ~:~~ --------
TOTM.. 662 

P••a aolecular de la parte prot4lc•; ?6,486 1••, ··································-······························ .......... -·-··--1 ...... ltil. Cíiül• • _h-. • •1-* ,.. 1 .. 11U11ln ft 19i t11l" 11 atu •• 1111111• ••1 01111 
..... rfttlill. 

L• cot1po•lción de a•lnoáctdo• de la h•-•glut.tntna obt.entda d• eh· 
•sytttp1tq1 •• pr•••nta •n la tabla 11, donde •e ob•erv• que l• 

protefna ne contiene ci•te[na nt .. ttontna1 •In embargo contiene 

alta• proporcione• de ácido a•pártlco, ••rtna, t.recntna, leuctn• 

y valtna. El nttrág•no prat9tcc fue recup•r•do •pro~lm•d•~•nt• en 

un 92"1 tndtcando que la l•ct.lna cont.t•ne 8'1. de 111at.•rlal no 

protltco. E•to concuerda con la• re•ultada• obtenido• par el 

anll'll•l• de carbohidrato•, donde •• det.er•ind que ta l•~llna es 

una gltcoprotefna que contlen• un ?.42" de az~care9 t.otale•, El 

p••D aolecular de la •o19cula catnpleta, ba••'hdo•• en el n.,111era de 

r••tduo• de a•lno~ctdo• y •1 peea de la fracctdn •aca~tda e• de 

82.9 t:Pa. 

2,3,4, ESTUDIOS PE HE"AOLUTlNAClON. La lecttna d• fb....... •cutlfgltu• 

varta en •u capacidad he'lllagl11t.tnante cuando •e hace reacctanar 

con •rtlroctto• d• dlfer•nl•• ••P•C.i••· Cene §e pued• apreciar •r• 

la labia 111 1 la aayar reacttvtdad la pr•••nta con erttrccttoa de 

burro y caballo, la cual •• 56 vec•• tnayor que par·a e-r i\rccito• 

. ,, . 



humana•• 

r•accldn 

Sin •mbar·9a, la• lnt•nta• 

de h•ma91utlnaclón can mana y 

h•cha• p•r• lnhlblr Ja 

dl•ac,rlda• traca.aran. La 
N·Ac-Gal aa•trd un efecto 

canc•nlraclane• 1>25B mHI, 

mtnlma cuando •• u•aran 

TA8LA tJJ, COHPARACJON DE LA ACTIVIDAD HEHAGLU11NANTE DE LA 
LECT!NA DE fb.... agutttpttMIPi2~E~~JTROC11DS DE DIFERENTES 

···············································-··············· 
-----~!~!~!!------------~~~!~!~~~-~!~!~!~~!~!~~!-~!!~~!~~~-----

Hu•ana• J,8B 
1avtna •.ee 
c~Y1a ~1:ii 
carnero 8,44 

~=:r:r ~:~$ 
~al lo 8.44 
•atdn 8.62 
•ata 9.62 
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FJOlM:A 7, EFECTO DE LA TE"PERATURA. La actividad h•••9lutlnant• 
de I• lectin• frente a erttroclt?• di burra fu• ••dlda par 
~~~~;l~l~~cl~ar:~ placa a 4 1 •, 4 y 31•c, Tl••pa de 

. ". 
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Por otro lado, la •Ctlvldad he11a9luttnant• e• afectad• por la 

le•p•ralura d• lncubacldn y por 1• pre••ncta d• C•lton••· Co•o •• 

•ue•lra en la ft9ura ?. la Mayor actividad hema9luttnanle •• 

•anltle•l• a 4•C y di•fnlnU)'• al lncre11enta1 se la le1np•r•tura. La 

nec••ldad de callan•• •• manlft•sla purque la lecllna pierde au 

capactdalS hell't&glutlnante cuando se Incuba con EDTA 1 ltnth, co1no se 

mueatra •n la tabla IV. Deapue5 de eliminar por di,ll•ls el EDTA, 

la actividad h•ma91uttnanle •• de untc•mente un le' de 1• 

actividad art9lna1 1 pera puede 9er reconalllufda catol totalmente 

por adición de solucione• 0.!5mtl d• CaCl111, 119c1. o HriCta • 

LECTINA NATIVA 1.ee 
LECTINA + l i" d• EDTA B.11 
LECTINA Lt9~ ni: r.ETAL B.19 

• •· ... d• cac1. e,97 • •.s 11tt d• H9c1. B.96 • •.s "" d• "nct. B.96 ·-····-·····-·-·-·---·······-·····-·-·--········-··-·········-· 111 1uu.- ttH,.llll,. -.,11, 

2.3.9. ACTIVIDAD BIOLOOICA. CD•D •• puede ver en la f i9ura e, 1• 

lecttna purificada •• un potenl• •lld9ena que esltmuta a menor 

doal• que la L-PHA, pero ta11bt4'n con Menor tnlen•ldad •. En loa 

experl••nla• •• deter11tn6 que la da•l• a ta cual ta lecltna d• 

'1u.. acut1fn1Jup tiene un efecto de 11á'll:ilh& e•tl1nu1acldn •• de 

9)191•1 de culttvol tnlenl1-•• qu• p•r• la L·PHA fu• de 1ep9lm1. 

Por otra te.do, 1 • eapai::idad 

lnoculactdn previa de la tectln• 

d• Inducir tnmunosuprealdn por 

~· mantfe~ld al reducir c••I a 
cero la respu•ata humoral co~tra ORC cuando se Inocularan tea u9. 

CDlllD •• pu•d• apreciar en la tabla V. 

11 
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FIOUltA 8. "lTOOENlClDAD. La capacidad de la l~ctln• 
•ltD•l• ca~---•• •n tlntocltaa ••pl•nlcoa d• ratdn fu• 
DO~ .. •tct. n d• 1• tncorpor•cldn d• •H-ti•ldln•• Co•o 
úttttzd L- A ca---01. 

de Inducir 
d•l•r•tnada 
contro1 •• 

I AIL.A V. EFECTO lNttUHOSUPRESOR DE LA LECTlNA DE eb,. •cytttpllu• 
N RATDNS8 CD-1 • •.•••••.••..•.•..•..•.............•..••...•••............•..... 

___ !!!!!_!~!! _______________ ~!~~~!~~~-~~~~:~~~-!~~!!-~~~~~~~---
• ?.29 .. • ••• 4 2• ,.... • •• 3 

,1 •·1t f •.a2 
¡¡ ~: ..... :::~ t•• •. 2• ! •.•• .••.••••.••.•.•••.••.••..••.....•.........•.••................. 

'~~,,~. 4~0~·~,.~n ~~t~~· d• •:¡~ªf n~~:t~:d~:ª~~~ ª32~. ~ª~r:• 1 d:~pu~: 
d• 1• tn•unlaactdn fu•ran aacrlflcada• y la r••pu••ta tnMUn• 
huaoral h•ct• .ORC fue d•t•r-mtn•d• par- h•••gluttnacli:Sn dlr•ct• •r• 
p111c••· 

... 



2.~. CQNCLUBIQN. 

L• s&mlll• d• l!hl~ acutlfp!tu1 var, J•tifollus contt•ne una 

t•cttna 1 la cual •• 1Jmllar •n a19unas propiedad•• a otras 

deacrttas d•I 9in•ro Ph•••olus, La l•cttna tu• obtenida •n forma 
ho•oglnea como se demostrd por enfoque lno•l4ctrlco 1 

electrofor••t• •n 9•1•• d• pollacrtlamld• y cromato9raf(a de 
flltracten. El prac•dlml•nta d• purtftcacldn Involucra 

cro•atograf(a de afinidad en ••trc•a-S•phadex, flltractdn •n 9•1 

fl•phadex 0-28SJ y •l•ctraenfoque, Aunque otro• Jnveatlgadorea 

rt•4,213J utlllz•n aola••nl• toa do• primero• pasos para la 
purlftcactdn d• lecttna•, en eate ca•o el •nfoqu• l•o•19ctrtco 

iue co•pleta••nt• necesario. 

El peaa Molecular aparente de la lectlna •• de 83 KDa y cor11la d• 
4 aubunldadea de 21 l<Da cada una. Carece d• ctste(na y mellontna 1 

•l•ntr•• qu• conlt•n• alta• proporclon•• de ~ctda aapárttco, 
aerlna y treontna. La anterior ea una caracterl•tlca que comparte 

La preaencta de metal•• par•c• ••r t•portant• para la actividad 
h .. agluttnante y eata actividad ta•bl9n puede a•r modificada por 

1• te•peratura de lncubactdn. 

actividad eapecfflca cuando •• hace reaccionar con •rltrocltos d• 

diferente• ••p•cl••· Sin e~bargo, los intentos h•cho• para 
Inhibir la r•accldn d• t11tmd.9lultnacldn con azúcar•• fr-ac.;aaaran y 

ta r•accldn cor. f-etull'la fue muy dé'btl. 

"º" otro Jado 1 la 1•ctlna paae• la capacidad d• suprlMlr Ja 
r••pue•ta tn•un• t.·1111aral antt-GRC y de inducir tr•n•formac1dn 

b1tnlttca en ltntacltaa ••Pl~lca• d• ratdn. 

". 



s.ra. prscusroN. 

Lo• dlv•r•o• • lnt•r••antes 
c91ula• de aamffero• han 

efecto• de la fltohemagluttnlna• en 

atrafdo la mucho• 

lnv••ligadore•. Por •J•mplo dentro d• las l•ctlnas de 1•• 

legu•lno•••• aqu•tla• al•lada• del g'n•ro Ph•~•olu• ad•m~• de 
inducir h•maglutlnacidn tten•n otra• actlvidad•s bloldgtc~s tales 

co•o la e•tt•ulactdn •ttog•nlca de las linfocito• Cl93 1 232-~361 1 
•f•cta lnftunasupresor [219 1 23?1 y agtullnacldn de cierta• c'lula• 

tu•aral•• [238 1 2391. 

Varia• l•cttnaa d•l g9n•ra Ph•••olua •• han alalado ••pleando 
••tadalog(a dtu•r••i Incluyendo: dlfer•nle• forma• de ••tracctdn, 

pr•ctpltacldn con autfato d• a•onta o vartacton•• d• pH, 
•l•ctroenfoqu•, flltractdn •n 9•1 1 cromatograffa d• lnt•rcamblo 
tdntco y craaatograf(a da afinidad. En la actualidad, po•lble­

•ent• ••ta ~ltl•a ••• I• t9cnlca ~•• utilizada, sin ••b•rgo la 
falta d• ••p•ctftcldad d• la• tectlna• d•l glnero Ph•a•olu• ha 
ll•ttado au t1•a y aala111ente •• han ut.lllaado tlragiabultna 
tl91 1 248J, tetu(na C1921 y CanA t2881 acoplado9 e B•phara•e. 

L• crOS1&ta9raf(a de afinidad utlll&ando eatroaa caMa •aporte ha 

per•lllda la purtflc•ctdn d• al9una• lecttna• de eate 94nero 
Cl84 1 213l. Sin et11bar90 la• autor-•• encuentran que d• una coluftn• 

d• lep.hade)C-•WlrOS1• we •luyen do• fr-acctan•• activa•: una d• 
ella• •• elu(da can 9ttetna•HCl y la otra con agua deattlada, 

tndependt•nt• .. nte dal arden en qu• ID• •luyent•• •e apltquen y 

•In diferencia• •l~nlftcattvas entr• ella•. ~•( •l••o 1 et lo• 
proponen que e•te fenó.eno •• debe a la parttclpactdn de fuer••• 

htdrafdbtc•• •n la unldn de la lecttna can el eoparte y otra• 

expert•entaa r•altzado• apoyan e•t• Idea t222 1 223 1 241J • 

. . . 
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Las resultado• obtenidas en ••t• trabajo de tesis difieren de la 
anterior ya que unlcamentu •• lo9rd obtener una fraccldn activa, 

la cual puede •er eluCda d• la columna can 9llclna~Hcl a con a9ua 

detitllada IFl9ura 91 'lin que •e pudieran ab•er·var dife-renci••· En 
far•• comparativa •e uttttz6 1Jna cotu111na de Sepharoee-felutna 

conslde~anda qua, •I bien Ja fetulna na •• un buen tnhlbtdar de 
Ja lec.tina en la reacción de h•ma9lutlnactdn, la l•cllna puede 

••r retenida en la columna. Se utlltad una columna de Sephara••­

fetulna fSl9ma Ch••· Co,1 y cuando ••aplica •l eaqu••• d• 

elucldn, •• obtie-nen la• re•t1ltadoa de la fi9ur·a 111, •n ta cual 

•• d••ueatra que la lec.tina aalamente puede ••r •lu(da de ••te 
soporte con gllclna-HCl. Lo anterior Indica que la lectlna ••une 

en far•• dtfer•nt• o bien que •e.luan dlf•rentea •l•t•••• de unión 
can cada uno de los •aporte• de afinidad empleadas debido, 

po•lbl•••nte, a que los ca•ponantes de membrana presentes •n el 
••trDNa Modifican IA lnteracctdn d• ta lec.tina can et ll9anda, 

Ext•ten otra• reportes que Indican la lnter&cctdn de la• lec.tina• 

can •u•t•ncla no ••c,rld••· La ConA puede unir•• a ad•arbente• 

htdrotd'blca• 1 ca•D tas derivado• alqull·•9aro•a [2221 1 y alguna• 
•uperflcl•• tnert•• incluyendo: blcapa• de foafoltptda•, vidrio y 

pl'°•tlco [242~246J 1 pudiendo Inducir l• far•acldn de ve•tcul•• 
[246] o •Iterar la pre•ldn •llperf letal t243J y ••to• efecto• 

pu•d•n lnhtbtr•• con 
de que CDMponent•• 

l tigando- l•ct tna. 

el azdcar ••pecfflco1 la cual apoya la id•• 
hldrafóbtco• participan en la lnleracctdn 

Por otro lada, hablando de la• lec.tinas d•l 9•nero Pha••olu• 1 t 

•n fara• cancr•ta de PHA) de 119ando• pr•••nt•• •n la meabran• 

de ID• •rltroclto• 1 Kornf•ld y Karnfeld •n 197• al•1an un 9llco­
pej>tldo del •rltrocito hu•ano que Inhibe la actividad hema9lutt~ 

nante de 1a PHAJ pera la capacidad lnhtbldora de ••t• 9llca~ 

pll'ptldo Stl pierde cuando la 111olll'cula es dt9er tda por tr IP•lna 

[2.q7J, Un r1>sultarto 011,\l lar •• obtenido por Strauchen y cols 1 

trab•Jandn con 'liuo;itancta• pr•••r•t•s en la sal tva d• Individua• 
••e- retores t 2"81. Esta1; r ••u l lados 1nd1 car. que la par le pr 0141 ca 
tl•ne un papel lmport.ant11 en lll .1nldn de la lec.tina • 

. " 
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FIGU~A 9. ESQUE"A DE ELUCtON DE LA LECtlNA EN ESTRO"A~SE,HADEX. 
La• dl••n•lone• d• 1• cclu•na y 1•• ccndlclon•• d• ca~rl•l•nta •• 
encuentran tndtcada• en 111aterlat•s y •titado•. El volu••n d• cada 
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SI bl•n algunas l&ctinas, ir1cluyenda d• Phs.seaJ<11> 1 se pueden 

als1ar por cromatograi(a de aflnttJad en ~·n •dlo pa&a, otra<a han 

requerida procesos de purlflcactd'r. adlc1onsl••· Par"" 1•• lectlnas 

dttl gdnera Phaiseol•JB ••ha utilizado mu; poco la cro1n•lo9raiía de­

tntarcambla ldnlco, nll'I que la razdr, se pueda pr·•c.isar¡ pvro •n 

aquellos trabajo• dond• ha sido •11ptaada 1 s• t•• podido d•1t101>lrar 

ta pr••en~ta de m4a de una forma de l• lectlna ltsolect1nasl. De 
Igual modo, en ente trabajo no•• ul1ltzd el lnlerca~blo tdntco1 

pero en ot·ro• experimentas hechas con Pbattglua yul9arla var. 

cacahuate hemos observado que una fracclÓr> 

en, cuando 

obtenida •• 
tr•• separ•r•e menos, 

fraccione• con ecltvtdad hernaglutlnante cuando se palla par una 

colu-na de DEAE-celula&a, 

En la purificación de la lectlna d• e.ti.. asullfpliu1 1 despuis de 

Ja cro~atagraf(a d• afinidad en estroma, fue necesario e•plear la 

cromatografía de filtración en gel, )'a que •e hablan abtero1do 

varia• banda• cuando la ,racclán activa •• anallzd par 

e1•ctraforest• •n 9et•• d• paltacr·lla1nlda. Inclusa de•pu•• d• la 

ftltracldn en 9el, ta mu•slra cantlnuab• •l•nda helaro9'n•a y 

sal•m•nte de•pué• del electr·D•nfoque se logrd' la ha11109enicidad, 

ta cual es duaastrada par ftllracidn en 9et, electrofaresl• / 

enfoque l•oe14ctrlco tfl9uraa 4 y ~l. Sin embarga, aunque loa 

crtterla• d• homa9enlctdad pr•&•nladoa aquC •an •uflcl•nt•a para 

indicar la pure~a d• ta muestra, debe Iniciar•• le ldentlftcactdn 

d• 1•• tsotectlna• y la aeparacldn d• sus caMpanent•• 

h••a9lutlnant••• lnmunasupr••ar•• y mttage"ntcoa 1 si exl•t•n. 

Al t9ual qu• la• l•ctlnaa aislada• da f.b.. yul9atl• y f.h. 
cgcclntu1. la l•ctlna atslada de eh• asut,lfpJtua ••una leCliroa 

na esp•cCftca, ea decir, na dlferencCa tipas ii;ar19uíneas humanas. 

cuando la lecttna• 1 alir.tada •n ente trabajo, !il!' co•p•r• cor. otr•s 

del •lsma género a• aprecian dlferencaa• y utmllltud•• 

tnpcrtant•~ Cver tabla Vll en sus propl•d•d•• f(•tCa• I qu(m1ca•. 

Par otro lado, coma •• 

•l•llltud en el contenido 

puede abaervar en la tabla Vll 1 la 

de at11tnaa"ctdoa •r1lr• f!b.. acutlfglty1 1 

.... 
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e.b_, yulaer11 y P..b· '9~!.!..I •• rootol"la y se rnon1fle•t• por la 
ausencia d• •rnlnoáctdo• azufr·•dos ¡•levada• proporcione• ácido 
••p.rrtlco, •erina y treontna, La au•encla de cl•te(na Indica que 
la for•actdn d~ puent•• dl•ulfura& entre cadena• ••ta 

•nl•c•• no coval•nl••· E•to pudo verificar•• para la 
~. acµttfpllu• ya qu• cuando•• lncubd la prot•lna 

I• •l•ctrofor••I• •n pr•••ncta d• SDS 1 p•ra •n 
•9•nt•• reductor•• 12·MEl 1 se obtuvd una banda 
aproxl1ftada•ent•. 

rn•dlada por 
lecllna de 

y •• cnrr1d 
4u1•f'lc- ta dv 

d• 21 Kda 

TABLA VI, COHPARACION DE LA LECTINA DE ~~l8'Alu1 acut1tpliu1 CON 
OTRAS DEL "?9"0 OE , •••..••.............•.........•......•................•.......... 

P.H. P.?, A•• A•4car•• 

--------------------------~~~~!!.-----------~~!~-~~!-.!~~~!!~~~:-a. ti~Ui'u~· 83 ••• 9,711 7.42 

a. iYfigf2'"' 112 4, !1-S, !! nd 19.88 
tlca,.l•t ftunner 120 ••• nd 9.83 

a. lV21'Y' 124 nd 12.38 6,4S 
Ll•a 11 24> nd 12.31 6,4S 

S• ha r•portado qu"' 111\Ucha• l•ctln•• son Mtlalaprote(nas [3] t 
que ••lo1 metal•s ion nec•s~rlos para la1 actividad•• de 

h•1ft19Jutlr1actó'ri, prl!'clpltilcid'rt de pollliaclr ldo11 y lrar11for1nacldn 

1• ltnfocttos Cl13.~~9l, Le activlda1 d• la leclina fue 

. " . 
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fuertement• Inhibida por EDTA llabla IV! pero la actividad 

recupl.'r11.r•• por adlcld'n de cationes, lo cual indica que 

Ion•• eon req•Jerldos, cuando menos, para la reecctd'n 

hcmaq1uttnactdn, Por otro lado al9unos estudios hacho• en 

ctn&tlca de la hema9lullneclón por lectinas t250 1 251J revelan 

•• 
l• 

que 

ta velocidad de aglutlnactdn mediada por ConA disminuye 

~arcada~ente al d1tscender ta temperatura, mientra• que la 

aglutlnacldn mediada por SBA se Incrementa canfor•• la 

te•p•ratura de Incubación disminuye. La actividad hema9lutinant• 

de la tectina de f.h. acytttgltua ea modificada por la le~peratura 

de lncubacldn lfl9ura 71 de Igual fer•• que la SBA, ~s decir •• 

lncre•enta al descender la temperatura , 

TABLA VII. NUHERO DE RESIDUOS DE AHJNOACIDOS DE ALGUNAS 
HEHAOLUTIHIHAS DEL GENERO PHASEOLUS. -------··--..... --· -·---.. ·-·· -~!~~~~~!! ....... ~~~~!!! ..... ···················-····!!~~~! ................................. . 

........ .!.~~~~~~!! ... -~!~~! .... ~~!!~ ... !~!~ ... .!!!!.~~---··-~-----~~~~.!! ...... ~!?. ...... !~~---· 
•• t1 ra:\ 1:\ ~:I 1':t ::¡ U:~ 4•.1 n.3 11 • •·• 111.1 1n.t n.1 tR.1 91,1 1f::t 1i::f 
1 11 1.1 !lt:T J:I .:::, d:t .t:: t'5'!r .::: 
&I • at 11,4 11.1 "' "·' u.1 !11,1 M.I 
U '4 •• 1 S1.I 71,1 !16.1 11,1 Sl,1 41,Z U.l 

l., . ··1 .... •.• 11'1 t.' L4 11' 1 111.·1 • "· 11.s n.6 11.1 • .1 u.• 11.1 

" ••• ª·' ",.·.I u.¡ "·' "·' '"' "·' " M.• .,,, ... "·I 11.1 IS,• 41,1 
• 1.1 u.1.1a1 1.1 1.1 J· •·: tru• J:I 

.. 1: U:\ ,ll:~ 11::\ ~:I u1:1 1t1:1 ~:\ 114,1 

=tll 11 11.• 11.1 1.1 11.1 1 ·' 1!1.6 ll,J 1!1.4 
• in.1 1n.• n.1 11.1 u.1 14.1 n.z 1n.2 
u 11.4 n.• u.6 11.t 11.1 11.s 21.1 11.• 

• S4 f4,I M,I fl,7 41.t •• 1 W,9 11,l M.1 
... - .................... u .......................................................................... . 

De•de que NoHell publlc6 la actividad Mltagénlca d• la PHA C22) 

•uct.ca lnv•st19adorea han e•tudtado las afecto• d• laa lecttna• 

en c4'lula• ttnfcc(ltca• debido !l qu• ede•ll'• de Inducir 111ttasl• •• 

pu(l>den ut 11 t ~ar 

t'ZS?-2961, para 

para IB separación de poblaclon•• 

" . 

llnfocltarta• 

Ido m•mbrana d• 



lnterJeueln•s 1 lnt•rfvrdn, llnfaelna• )' otra• f•ctare-• C•IUl•,.e• 

(2!59-278'1 )' corno rnad•la par-a ••tudl•r la• rn•c•nl•111a• d• 

e•tl•uleetán )' ,.•gulaeldn del •P•r•ta lnMun•. E•ta Jltlrna •• 

paslbl• pa,.qu• las ce•blo• rnarfalóglca• ~ •v•nta• blaqu(rntco• qu• 

acurr•n dur•nte Ja actlv•eldn d• ltnfactta• por l•et1n•• •an 

••••Jant•• a la• qu• ocurren •n la ••ttrnul•ctdn por •I antíg•no 
1271,2721 can la ventaja d• qu• la• l•etlnaa ••tl~ul•n •ntr• •I 

78' y •1 8.,., d• le• eéJu1•• 1 mlentr•& que eJ ant(g•na ••tlrnula una 

praparcldn ba•tante 111enar to,02-8'.2%1. 

Alguno• trabaja• [273-2761 Indicar. que CanA 1 PHA )' PWl'I pu•den 

••tlmular • la• linfocito• 8 1 otro• C277-283l han derno•trada 

clararnent• qu• ••toa Mttóg•na• untcarn•nl• pueden estimular a la& 

llnfacltoa T. Sin •Mb•rgo la ••tirnuJaetdn de laa c41ula• B par 

PUH y PHA •a pa•Jbl• cuando •an cultivad•• •n preaencta d• 
llnfacltaa T Irradiado• [278,281, 283-286] 1 tanta •n at•t•rnaa 

autdJogoa CDMD •n atag~ntcoa, Par otro lado, •n •1 caao d• ConA, 

el •obrenadante d• loa cultivo• de llnfoclta• T •• capaz d• 
9•n•rar •n •I llnfoclto Duna r••PU••t• al mltdgeno C287,288J. 

Jlnfoctto D •1 Pr•••ntar el antfg•no •n una 
far•• concentrada 1289-2911 )' alguna• •xp•rlmentoa •f•ctuado• con 

lecttnaa apoyan ••t• Idea ~· que, tanto la ConA localm•nt• 
concentrada C287,292J, como la PHA acoplad• a S•pharase C293J, 

aon capac•• d• ••tlmuJar a la• celula• B. 

Cuando lo• ltnfaeltoa uon activado• por lecttn•• •• ob••rvan va~ 

ria• •v•nto• blaqufmlco•. Alguna••• manlfl••t•n •n lo• 

minuto• y parecen ••tar aaaclado• a la tr•n••t•lán d• 
para la prallf•ract~n ceJul•r C294,29SJ. Lo• f•nd•vna• 

pr tr11•ros 

••n••J•• 
lntclal•• 

•an: aJ. el lncr•••nta •n el r•e .. blo de fo•f•lldlllnoaltol 

C296 1 297J, bl. •I r•ca•bto )' •fnt••I• 
1298,299J y el. el reca•blo de laa cad•n•• 

fo•fattdlJcollna y otros foafolfptdos • 

• 11. 

d• fa•f•tldtlcaJtna 

d• 4ctdo• gra•o• de 



litcUIDI 

E•ta dltl•D •U91•re que la s(nte•t• .ti. Q.Q.)tA d• foafal1dllcolln• 
e• un evento lnlclal en I• •Ctlvactd'n d•l l lnfccltc C30'0J 1 pera 
na nece••rlo ya que 1 aunque la s(nte•I• d• fcafatldllcallna &e 

Inhiba, no•• afecta la bla•ta9én••i& C30Jl. 

Las ca~blaa en eJ metabaJlamo de fasfol(pldaa 1n•mbrana lea 

observado• •• han r•laclonada can •1 Incremento d• la fluidez de 
Membrana y loa cambias en ta permlabllldad C264J qu• &• oba•rvan. 

Paat•riar~•nte, •• lncren•nta la cancentracJdn Intracelular de 

AHPc 1 ta •Ínt••I• de proteínas y ARN 1 aaC ca110 1• actividad d• Ja 
arnltln-de•carbaxtlaaa y Ja s-ad•naallmetlonlna descarbaxllaaa 

[264, 382-39eJ. Par dltlma •• observa un Incrementa en la 

afnteala d• ADN, medida par la lncarporac1dn d• •H-dTh. 

La prallf•racl~n de llnfacltaa T Inducida par lectlna• 1 parece 

ser el resultado de daa eventos dl~•rente• C386 1 307J. El primera 

•• la •>cPre11ldn d• r•c•ptarea para la lnterleuctna 2 CIL-2J la 
cual na reqoler• lnteraccldn can alguna otra c~lula• f388J y eJ 
••gundo ea la praducctd'n de IL-2 par otra célula T, la cual 

untca•ente pude aer activada deapu~• d• tnl•r•cluar con el 

MOnoctto C3961. Las dlfar•nt•• r•querl~lentaa de c'luJaa 

acc•aorlaa 1 augi•ren que ••boa ev•ntoa requieren señale• 
cualttattv•••nte dlferenteaJ pero una alta produccldn de IL-2 se 

puede inducir •n ausencia de manacllaa ad1c1anando lnt•rl•ucJna 1 

C399J a utilizando altas canc•ntracJcnea d• CanA. 

Par otra lado, •In eabar90• la• altas cancenlraclan•s d• ConA 

n•ceaarla• para que la produccidn de IL-2 ••• tndependt•nte 

tt•nen un •f•cta tdxica• par Jo que •n condlcton•• fialold9tcaa 
el requert•l•nto de c'lula• acceaarta• 

Para PHA Ja situactdn ea Jlgera•ente 

a9r•9acldn, un proce•D ••trecha•ent• 

paree• ser lndl•peneabl•. 

dlf•rente ~· que tnduc• 
ll9•do a I• actlvacldn 

f31•,311J, a conc•ntractonea no ldxtcaa y sin necealdad de 

células acc•ao1·ta• C311J. A•f••• probable qu• la prcllferactón 
Inducida par PHA sea M•na• dependiente [311 1 3J2J o totalmente 

lndep•ndlent• C313l d•l •onaclto. 



llKHIH 

MO DEll 
llllllTW. 

L•• cltulas T han manifestada Po•••r actividad•• d• aupr••IÓn y 

ayuda y, tas prueba• Indican que, ••tas •fecto• radican •n 
dlatlntaa •«,bpoblaclone• dl11otln9uJbl•• prlncJpalement• por la 
•en•lblltdad a radiaciones y marcador•• de m•mbran• 13J4-322J, 
Por su parte, prababJem~nte la lnhlbtcldn o eatl•ulacldn d• la 

re•pu••la ln•une por mlldgeno• ••a una fun~ldn de factor•• 
•olubl•• producido• por las c~lulas T, laa cual••&• han descrito 
coao supresor•• r271, 272 1 323 1 324J o ••tlNulador•• [325-32?] d• 
I• a(nteal• d• anticuerpo• por •I llnfoctto B1 as( co~a d• Ja 
tn•unldad celular C259 1 268 1328J. 

Lo• •~perl•ento 1.n.~1 hecho• para •valuar la• •f•ctoa d• CanA 
y PHA en •I atate•a ln•un• han dado r•aultadoa contradictor loa. 

h•n •ostrado el lnhlbldor 
C3191 338J, ml•ntraa qu• otras han aoatrado efectos ••tl•uladar•• 
l331 1 332J, Por •J•apJa1 •• ha co•unlcada qu• canA auprl•• la 
far••ctdn de anticuerpo• [338 1 3331 1 evita Ja htp•rsenalbllldad 
tardfa [3341 y prolon9a la sabrevlda del tnJ•rto de pt•I 
C33S,3361f •l•ntras que otro• estudia• han mostrada que CanA 
eatl•ula Ja r••pu••t• ln•un• hUMaral C332 1337J y ceJular C33BJ. 
Por au lado, la PHA ha •aatrada acttvtdad •Upre•ora de la 
~••PU••t• •n•un• celular ca•o •n: •I rechaza d• injerto• 
[339-3431 1 htpers•natbtltdad tardfa C344,34SJ y el r•chaza 
tnJ•rto contra hul•p•d [346 1 3471. Sln ••barga al9unoa trabajas 
reportan que ••tl•ula la r••pueata huaoral C323 1 349-3SIJ. 

La• contra~tcclone• •n la• re•ultadaa lndtcan qu• la• fend••noa 
de •Upr••tcfn y eatlmulactdn de la r•apueata tn•une son campl•Ja•, 
tnctuao ••P•rlmentoa r•clent•• h•choa can pabJaclan•• purificad•• 
p~•••ntan la •l••a canfuatdn. En al9una• casa• •• obaerva qu• •1 
fen~mena de tnmunoaupr••ldn •• d•P•ndtent• del lt••Pa ~ otros de 
la canc•ntractan del mttrfgena ••Pl••da, a bien de ••boa factor•• 
f219J. 'ºr dltlMa, d•b• conatd•rara• qu• •I macrótago tambt4n •• 
•a•tftcada en au ftutologta por el eat(muto de Jecttnaa y •• 
•anttt•ata par la ~•llMulactdn d• Ja •ndocttosts 13521, far•actdn 
d• veafcuJaa cttapla••.-itcas [352 1 3~31 y la ••tlMulacldn d• la 
ad•nllata ctctasa [3541. 



lhtUllll 

La l•cttna de eh• acutlfpllus, atat•d• en ••te tr•b•Jo, coMparte 
1•• caracterCatlca• mlto9,nlcas e lnmunoaupreaora& con otra• 

1unelya 

Cl41 1214',2l?J y al9una• variedades. de en.. y11191rt• [22 1 93 1 192 1 
193, 199 1 283 1 287-2891, E•to fue demostrado por 1• tncorporac1oñ 

d• •H-dTh en linfocito• e•pldntcaa de ratdn tft9ura 8) y por la 
dl••lnucldn de la r••PU••t• humoral antt-GRC !tabla V). Aunque ta 
pablactdt1 ltnfocltarla estl1nulada no lilt ldenltff,có ge presume, 

por camparactdn con otro• pt111111eotus 1 que •on la11 c•lulaa l y 

e•p•rl••nlo• dlrl9ldo• a de111oatrarlo d•beran realizar·••• 

P••• a lada la tnfarmacldn e11.l•tent• •obre loa •f•ctoa de la• 

tectlna• en et •l•t••• ln•une, •l mecantamo de supreatdn no •• ha 
aclarado y, atn lu9ar a dudaa, otro• ••pertmenta• habr~n d• 

r•atlzara• para precisar lat•l celula•la1 blanco, la for•• de 
tntaraccldn de la l•cllnaa con las c9tutaa y ta cln,tlca d• 

e•tl~utactdn con la flnaltdad de encontrar una ••Pllcactdn al 

.. cant••o de ta ln•unaaupre•tdn ••diada par lectln••• 

.... 



4.S. SXQLJOáBApxe. 

l.· llltllL l. 111111, hl, ..,, 111, 1111, , .. , IH 411-W, 
1.- ..,., .. c. ¡ ••tl•I .. , •·j· t no. kllld ut: •••· 
1.- .. 1t1t1111 ·'· I """'c •• um1. an. c....,.,, ~1 ''•"'· n: 111·M1. 
4,• ..... , .l., 1 llllllH' ... a...f•I· 1 ... , L.L 1,,,,1, fl•• ""111, M: IM·ll1, 
t,• ll11 1, ¡ ..,_, l. Jlf'!L. b nt ltt 1111• 1111 .. 1, HI. tl¡¡¡l, l•. k ... k PtHI 1,,, U! 4Jt-.5Jt, •·· llL • J "7• 1.1. Uml. l-IO 1<•111 .... "'" IMI, ..,,. ... , _,,.,,.., 
;,.. tL .1 • .t_t111tt1b1lt'¡,'·'· """"' nm1. 111.,...111-1.,,. 1tU111c '""• 1.t. 
I,• 1 t.t';t, tl,,,1, •lliilll, 11. 11: ltS-UI. 
t,• t,C, HHll. tlt , tt 1•11, 
ti,• 1, 1 llt1 llo 11 , ll:INI 171: ,..,.., 

"" ~· ·'·l-'" .... ""''bi'' ·-·· '" ....... . 11.- , .t. 11M, .... 111, , 11111_!~ U• ... n. 
11.- 11111, ••• 1 ltllll•tl .. ¡¡;¡l· 11 l. l. ,_i, til: l!fl-lllt • ...... a···· r·-~·. 1, ....... ~h ........ 11 .... 11, .. , ..... l ..... ":, • .,. ts.· 1.1. ""'· 1 "}'· .,ifilcu •. 1 , kt. 11 111-11•. :t.- 1 c., . ., ... 11 ·1· 11 1. l. I"· !Ir.¡"" HM-ltl4. 
1 .. !i' •¡ · '., ....... ' '· •• "· ... --· 11.· 1, ., "''~"' l. •cfrl-, 1.,..-, C. , 1 "':!lf"'·'·'· llf111. Vn s.,. M; IOl·U7, 
19;."" "1 '·'· 1 ''·'·'· um¡. -·· U .. MI IDI 1111. •.-m ¡ 1,1.J li t. uin.1. 11"' llll ... 111111 L 11. 111. Z, 1r:•tc ,,_ 1,1, ,.: 7t·IU. 
ZI.- t. , Uml. t•l11t5:1t: •·nt, n.- -¡.•.c.º""· ruttt • a:..,_...., 
....... ·';.: ""!:.!...!!~ I' :i ir.1. """'· .... ""· ""· "'· .. ,., "'·"'· 1:;: ri: 1.t l1iiir""L..i.::;.1. 'li!l. 'I:!: =•¡,~;l¡.fl¡¡, .. "' ..,.,.., 
a.· 1 L y..... llWI, .... _llll. bl. kl, • 61' 14ll•IUS, 
'11,· 1.1.L~~!t • 1 .., .. , 1. um1~1 ..... , .. 1111. i: zt1-m. 
W.-~· y,...., 1. """"'"' ... I& 4n llM14, lt,• 11, 1.1. y ,_, l. l1J11.!, 11..... \ ... 1. ld1 441: Ml·IJ'C, 
•·· 1.1., .._,~1 c. 1 .... 1.~nm1 ........ 1. 1•: m-m. 
11.- 111 .. , 1.1,_, ...,.,1 •· 1 m1. 11•• 1. 1•: 111-11'. 
a.· 11~1_•·¡ ,.,.,, 11. , tt•tm•· t1'111. 1a~111th M: tll·tr•. 
"•' :hll~ , J C1Uct11 f, 11 l. lt htli111 1111, llKMI· tlltlUl 11•'11· 111'¡ M11n1, UI, ftl, 11, lf, ff :r." '" •j'" "' n1-711. M.- 4a~~· L., ''*'•a., 1•11tll, c .. uc11tn, f,, 11111, e.a. 1 st11,., f, 11m1, llK .... 1. 21~: 

••• Ll•1 •••• 1 ""· '·'· ""''· l. 11 .... 96: 3'·41. 

"

M,• "'*• t.lc" J - ... L 111·'·1"'1'1"m11'1111'11'1-"11¡2"J.!7..,ll-'77_lli. 
•• Prle.itl, • • r ·•· 1~ · · • • .~.. ~ . ... lltltf, •• ' z .... '· 1 ,..,, 11,.tlllltl •: l -1111. 

,., ....... 1.1 ........ J,l,l SI~•. l.l. ' .............. 111111. ''"· kl.l. •u•. '"· UH 7t: mt·m7. 
•·· hlft, s.1. 1 "•'º'' 1 .. , ._,,_.1.1. r .., .... J.I. 11t7'41. llt.n tlMllll m: 1111 tff·HI, 
ti.- ltl11t11 l 0l·¡ llll•tr.a1, l.l._J flt''*1, S.tl. ll'fr:il. bJ. Clll ltl, ft: ltt·lü, •·· ,._., 1. ¡¡ 1a'", s.1. , ,.,°"";¡ s.1, unu. ll•Mlllltt¡ n: a.11-m1 . 
.... hUta. '·· • .i1'·¡11 ... 1. º' 1. '· .... .,~. 11u11111. 11: 7'·71. ::: J:,,~:;·.~~.,:· .. ·; lr.!!f.•1lf1'1~1~·~.' ":~·1ttf!t1!f~'~·~~~a1. n: •"·in. . ..... ..,. ... '·· ª''"' '· 1 ~l .. , l. llf7'tl, 11..... ·~.kh 517: "7-414. ti:: ~=;:'11.&:·.,1g~:~·1.i: ~\\\\\.';.11~~1~·,~~1=:·,ifti!¡zt;!· t .... 41: !21·5?1. 



"·" lllllltt1 l. 1 ~htlu1, 1, llftfl, hlKl, i.11t1 H: 221·2~. 
51,. h•t1tl l,\l,, IHl¡ J, 1111Jllll\ 1,L ll"JI, ltYlllf, tnt. 1•HI, 71 Ut·~l. "·· ,.,, .. •¡ •· 1 lll .. , •.c. 1n11. •at111t11-.1. ,: ,.,..54,, 
'2,• IJtl:l, ,[,Llls'lhn1 t, 1 .. bltl¡ J,l, 11'141, hit, .. U. kU, Sd, !ISA 11: Jt61·Zl71, ti.·,,_, a.1 wt•••'· 1, ¡ Wttt, • u'"'· ~·· "'' 1•: n1-rn. 
"·" "''"· ••• 'l\llltntl¡ .ut111. J ..... llll. 1tUHI, 11: Hf·1U. 
IS,• Ofl1 1. 1 k"H1 L¡ ltli&r,! 1 1., ._..,, l,f T•Jll•1 1, r-t S, IH9'1. J. fkrl. tr•• 1: 614·UJ. 
'6,• lt1, 1. 1 lllhnl, ,1, 1 DHHtl,Jt t, 11 761, li•Wt, 1 ~~'I'• U, C•u, H: '21•lU, 

U:: ~:::·1~c.~ t::::::~.';.~~~·~¡, .. ~¡,"t~~: ttJJ;1~1: ~:t,. 1i1::~·:::·~,.,,,, 
19.- ..,,,, !.t. t ""r."'¡ l.M. 119121. J, Cll\. llol. t?: U·V, ......... '·',:¿ '"' "• •1 '!!!.. 1.1. , ll!Ddtt, l,M, 119111. J. llol. º"· nt: 61H·61)1, H.·,.., . y -.1¡n1• 1 .a, n,.,,,, 1. 1101, c11n. nz: $44t·'441. 
H.·"'"• 1.c., •t111.t. 1 '"""'• •·•· u""· 1. 1101. ""· m: 4tll·41,,, 
u.- 11111,aa. 1, 1 ... h, a. , hhtM1 •· 11nu. ,,.., '·'· 1ut. k1. m: n-••· 
M,· '••"''ª• 1. 1 tntn, 1.1 l¡or,11. 11m1. kut. 1. l•Kl. 1: JtS·•· 
15,- "-"''•1 j• um1. h 1111M11 , t11"'1"" 11. 11"'"•• u.1 •1. n, '•' '· &c••tt ""'· n: 311-111. u .. "' ... ""•.: . nnu. •n. 1.1. "'.&!· Stl. 111: 111-10. :l:: =~'l:t, flU.'f~1J~wfMt!';:atMt~'tf ft¡!¡¡,'· lltnl, llKI"' li"*tl, kh 70: 10·152, 
•.-JO• 1.1. utM1. a.. 1.1. '"'· 1tt. ne: 11-n. 
11,• hlií; l., ... , a.I, Y l\HIU1 f,C, llt.,1. ltfl ltt, 4: ltlf·2fl6, 
tt.- c.., 1.1--.L •·, 11nara11.1. 11m1 ..... 1.1. lklt. sc1. ut: 21-u. n,· lltchl" 11 1;1, -;-u11 .. , 1,1, lHll, J, 111. 1111, Rt U1·'6'5. JI•' .... , l.f lt•t 1., t•r.f.'11 1, y '''f' l. lltm, ""° t111. llol, tu. tt: 6H·Ut. 
11:: ~t j IJ..~~1 1\iei1! r~1!iu:"1't'.;.~~l, ?U 1"·Ut, ,.,. I"· .... ir1"''t 1.Ft_1 '"ªª' '·'~ 11n11. 11110•111r, 11: ""·1n4. 
11.- J::::: #;'.la-'C:~'• t •• um1. h i.t:Mft h 111,_,1.,,.. 11. 11..,, U1tor1. "'· n. ••t 1. 11td111t 

7',• 11lt...Wt. l.l., 1111111 J,, hlttt•¡ I· y lttOtll¡ I· 119751, PI•. 11\l, kM, kt. N 71: 1111·1117, 
lt.-11111u1, · .L., f+ltH 1 11.r.Jr. 1 .._ '¡ '·t ""'~ 11.L,, .,..111 1.c. 11•M1, 1. 1111. ""· 24t: tnli·tstJ, 
..... _..,t., 1 lllt._1,1, ¡1tu111t, , t nu. J. 111. ''"· ft\, nll·M. 
a.·., .. , .1,, h•lhi'tt1 , y CIJ1tt1 f. lltMI. llllll-ltrltto z. ft~111. Clltll, NS: U1·611, 

11 .... ,..,, 1.1. y l'Mlnkl1 1,1, 11'161. ll1t•11. ""'ll·.~•· C..1, 11: 110·11"· 
,. -, L.a "•"•r 1.1 • ., ..,..., 1.v. utltl. Fttlll, 11.n. M: "''"'· 

11·~ c.,,., •.. , ,.,... ..... p,l, , ........ it" tl ... 1 ••• tlll, 1111. 'll: l'Sll·l9" • .. :: =1~·,~;.1!=:r~··1!c.~,-!·1r:·,ft~i1t.ª"· IU Dl·'IM • 
.,,. ~!!~, .1., tte1u1, •·r nottW, •¡ ., 111111tu, 1. ntm. 1. can. 1111. 11: sa-s11 • ... -1· •. , .... ! t. lt1'1i .r,¡. • bt. ,.. •• ": Jt7-4R. 
W,• lllh, ,L.a Nlf ,L,l., ....... l,L,Llt~ll, l,t._J_~ l,f, 11"21, llllft M: 246·1'9, 
ti.· u ... , c.t.1.L~'"l 1.1.1111,u, •· 1 RatH, 1, 11m1. n• utt. ": nl·JM. 
ti,• ":ir-J .t., llttf 11,1, 1 ldlHlliltt1 ,,1, ht111, Ptlt. llll, k1t, Stl, WA 1S: Un·UIJ, 
n.- 1t ¡ '·• "".,..,""" "f¡J,, y.,.111 J., u1111 a. 119111. t111 2': ISl·M5, n.· ¡ .a ••• ¡ lllhlil111• 1.1. 11 1. 11..-. 1111t11. kh 10: uz.zn. "·· •n· ¡I· 1 111.,, 1.1. ll'"'· IDt .. lltrt l: 1"~111. fS,• tll ,L J 1Mlel•1 l. lltnl, lilltltll, IJ~, kl1 264: IQ•!47, 
tt.· "91t1i ., "~•· 1., 0..1111, 1.1 tt1t11

1
1.1-... 1, , ""'ª¡t. 11m1. 11,.,11111h n: 14-tS. 

97,· .,_, ., l, J ,.,-"• J. Hnl, la 11. lliltJI, 1tta 11: tff·ISl, 
................ " 11 • • ..... , .... "'' ..... I01· Utl•t• ', 1 Jltl•1 LI. y....._,, f,J, llfJ 1, 11.-. J, lit: M7·1M, 

• tll'l'll 11·¡ '• 1111'1 L J "11:''¡ '¡¡ª· lll5'1. 1, ... ""· 111:, 71: 1'4·1'1, • fltl1111, , 1 IM1 1.1. ll , , •• .... tn: 1•1·1H1. • 1111n, 1.1. ¡ w.111 1.1. 11t111. 11.n11trr t: ..,...,,, · ~¡;¡ R.I. 1"31, 11 llttlilh I• 'Ellyll\lft, lt, ti .... ,, Ul, VII, 211 P1tl l. k1 ... lc trm. t.t. Jlt: 

l .... 111111.i,L, J 1tl•ll&11111J t. 11'711. FIJI Ltt\, ti: U5·141, 

i· 11tti, a.1., """''- 1. t tM1. •••¡•· 11•5¡ "'I 1n: »1'1'! ___ . · ... t., 1.-111, .. , 1 .. 11, 1.1. 1 '711. 11 "'· 1 .. , •• ••· ~. 4': nn-1111 • 
• ¡¡•11, 1.1., """· '·"· r llt .. !1.L.I. u 1¡ ,,.,h. 11 ..... Ir.ta tu: lll·JH. 
• .. 1, l,1,L, 1 tlitültl'¡ ,J, lltt1I. , .. , l. , .... 4': 114'-lltl, 
" •1 •· ¡ ll1h1•b1 t. ltl'tl, 111"\1, 11•'/'' Ido m: Jlto)M, 

111,. ~-, •• .l. l hHthh¡ l,J, 11•611, arc1, l ••n. lllltn, 124: tll•tlt, 
lit.· li111Tll '· '· 1 •lt1lti1, ,J. 11'111. fllll lttt. ti 1"·2": ti!,·'"''• J, '''¡¡ t..J, 1 Lnllltl, l. llftli, 11•.a .. '"'''' kta us: JP·Slf, 
111.· •1-. R., 1 ucw, •·¡ "*• •·• t1111t, 1.1. l """"'' 1, nriu· lletliL "*''' kta nn,:¡1-s11. 114,· P•lln, t., tlt .. 1P..,11 tltkf, e. 1111ur1 1.•, 191at•rll1'. tH n. 11at11. 11,..,1, kla JSI: ·"5. 
Uí.: ft:tu" 111~;'i\l1l::.:: 1,~;:;,H~1:v~·,1J:lii.~~·1. 1l~'11ol•11. 11 .. ,., 1111 nu nz·m. 
111.- -.,,,¡.aJ.r., ""' •. 1., 1t1h, 11.1.1 t•••· '·"·• l11111 11.1., ttrbi, l,f, t1t111, 1, 1111. u.. t4': 1'tl· ;¡T). 

111,· lttU¡ 1,1, t lthlW¡1 Sol. 119111, &rt•, 11•"'· tlOf\11. 117: 1-11, u•.- t.m •• s., 1''"~" . 11m1. 1-.1111 n: 111-m. 



llbll.,tlfll 

111,• lllltr) J,I., 11e¡t11 C,, lltlUillDl1 1, 1 IU•1ff11 11, ¡ fuhhl 1, l191JI, J, h,. lllf, IJf: 9Jf·f'U, 
t?I.· Pllnll 1A.711 t1 11,1. 119741, ll11dl1, 11"'/'' Ar: a M5: 5r•71, 
Jtt,• L11, 1.1 Frl•u1 ,,Shtu

1
1 •. 111hNhll¡ , 119UI. t.ul, llod\1, llOf•1•· 117: lfl·>lf, 

1H.· Clhl-1•1 t. 1 .,.J f, , """· lrd. 1"'91. 11 .. n. 1n: nt·m. 
IM,• lltt1 1,1,J fllltt 1 , t. 11'1'1, ll«lul1b7 it: 4"J·W, 
11',• _.,,1 1.1, 7 l••tt1~ S.H. !UIJI, J, llulo Ut1, 2'6: 9411·51!1, 

U~:: tt:!:i!~;: ~·~~~'.!1~·~~~b~:'i1~tt~~·it~J:1 ai:t~'r'~i ~~¡J~ª''"· 11ª''''' 111
: lll·JJ,, 

IJI,• lllHMtl¡ f, f_h&l& 1 f, 11'711, ltO, IJDtbi, lllf'Jlo I•: U4·4fJ, 
11t.· llHl11t, • 11'711. lwr. 1. 11ad11. n: 111-m. 

lft:: =:;: i:1· .. 1::?·H~· 11 ·~,~~~·~~·,,;~1~ 1m!i1~: :1::,.,~~kn5iJ~¡:!ff1. 
In.- IHHtl1 '···· •• ¡,.,, i. 'Slrllkt11 •··· 11'7fl¡ n• htt. llJ: 216·211, 1n.· 111•11 r.1t. , P11r111, 1.1. 11m1. 1n.11tt1 1 : --nn. 
IH,• "12" , 1., ••uh, t., •• ,.,, •.• Sllr...,, •• , Plfth,_1.1. "'"'· "'1'"''"1 11: U4'·1'511. 
19'.-' •1 •·1 lllJ•¡ '·· .... , •• , .....,., .. 7 -· '· 11'711. l11d11l1tr1 11: t417-4•6J. 
IM,• k 1, l • • t f1'), P1l,"1111, 11~ lh·IJI, 
::::: .::.-:• ~··•.:""f.A. •¡,J,.,~r f¡,:~~. ~~¡,~¡1gi: 11,.JU, 
n•.· •l1fell¡ l1.1 l:l"•· '·r Chu11, L.1._, 111111 r.1.Jr, 11h11. PrDC. 111u. au•. kl. 115' :11: 2121-zt21, 
IW.· 111•11

1 
,J, 1 m1. llocltl 1tr1 11: H11·»7'. 

141.- lelbn U¡"· y llH1t1l1, J,J, 11'711. lt•llllltlr7 IH 1'7•·11M, "j·· llc•t, l. , 7 111111171 t, 11'141, li•'lt. ""'''' kh 1711 IO·ZS4, 
H •0 11c., 1.1. ¡ 1t111t; 1.1. um1. 11 ..... 11~. 1tt. '-· tt: 414-41f. 
1M,· Ltln, 1!.f 11, 1. 1 au111, 1. 11m1. ll•lll· llllhl· let. '-• n: 144·1tt. 
HS.· tul•, w.t. 1 lllllf¡ 11,f., 11'1'1. ll••11tr1 Hf an-•. 
Hf,• '""""'• 1 ... saht IVlo ••• tltll1 l. J s.tlifltihiJ, llf1't. l!11tH1. llOf•1•· Acl1 JU: U•-4H, 
141.- "ltll1 J,r,,~tl, r. J .. ,1,.71 11. Uf'NI, lllt. 4': nt·nl. 
••·· "'"'• 1.r.1 " "¡F. , R1at11111 1. nm1. ffll lttt. 4': m-m. 
t4f.- lut•, 1,1 1 ~ ·"·• Ll•¡ ¡r, 1 Uar•, L unu. J, 1111. C'lll. M~ 121'·1114. 
Ul,• 1t'*Htt_. l. , 11"141, J, llo, CMI, Ht:· ....... r. 
1!11,· ..,.,,.¡ "'''1., r•••¡ t.a. 1 SWu•, 1, nf1t1. ~· '"· ~ n-112. 
1'2,• hin, 'I Sbh1'•1t. 't """I '' ¡ IWM, l. 119111. J, 1111. C .... ni: 1511·15JJ, 
ISI,• ,.,_,,., ,1,1,

1 
llllM1 ,1,.1. t..11

1 
. , ... , L UfJlifJ, hr~f. lfl, 'I: 117·111, 

IM.- fl1*1•ll,, ..... 1 1, 1-•. 11 111, lliñlll1hp_ll: ~. 
ISI.• tlill' t. 1 l•L!•I• 1 '1tl, lr.dl1, llDIWI• lrt1 111: 411-tM, 
15',· r1• .,, 1.1.c. 11rn1. J, 1111. c .... ~ 4 ....... 
1!1.- Mllllllj P.J., •n, F.1., 111ttr1•1 •••• '•1tt¡J··· º'"''· n• Llll. SI: m·JU, 
ISI.- 1111, 1, •¿toltrl ••• IHfl, ll•MI. 1-JI: -'12. 
IU:: ftr!:J~1.1. ll:R:: 1!'1:.f!,:U·,~la. ' zn·•· 
UI.· .... 11" '· 1 llfl:, •.•• um1. lllltl ... IHI. MI: ..... 
111,• 1111•1, 1,1, 1-1ft1 1,l, llf1t;¡¡I li:lllU 115: Zff•l71, 
IU.- ---1.L~!'' 1 latr1 1,1, U t. Pl•t ,;111, 61: 71·74. 
JM,· lq1ii11 '·'; -"I t,I. ¡ 111Mt11 1 I,&, 11'7•1• 1, fHl"9. lltr•1111. 1Jl IH·l71. 
IH,• fll 1 t. , JIU lf1 JI, , 11'711, Pl•l ftJllol, U 141-m, 
IN,• 1•"-1 1 C,f," lhl•, l,f, IH111. ,1••1111tr7 U: lfM·J41', 
UJ,• ll111r, l.1 .._,l. r ktl", 1, l.,,,, Pl•l hlll. 61: IM t•1. 
Ht.• 11 .... , •· 1 n111r, •· um1. rita• rm111. n: tM , ... ,. 
'"·· lt•1h1, l, 11'111. a.., lh. Ptr,l!flll~, u: ftl·MJ, 
UI.· ..... 1.1 ....... J,I, 11•"8'1 •• , ..... nm1 ..... 1111. lcM. Stl. - 11: ns4·1"7. 
111 •• rra1;..1 •·•·1.-i '·'·· 1t1tkf'MI, •·•· "- .,..,.11.1. 1n7'1. 1. 1111, cM. zw: nH·1n1. 
11!,• Uul, c.fl.1 !.Hl .1. 1 lltMfn, S.H. umt. h,, tll '"· 114: 111-1.,, 
1n,• FI• ... '· ., ..,., l.A. 1 lltH1, '·'· """''· lu, .. ,. 1r:11. 5r:I, ?M: 111·1·· 

tA:: t=sU1.'•.',~~,,~·:: n;~n: r.'¡,~;~r;:¡.1~1ri~~ .•. 
176,• S!Khl'.!._l,J,, llrtll1 •• 1. 1 lr.Nl•rt1 l,M. llfMI, klMt INt »S·IM, 
177.• -._,1 1. 1 '''• 11 •· 11m1, rr111:. 11tl. •u•. kt. 11a 7t: &71·'11, 
111.· thcfwt, .1., ,.,, .. , "" Rwtll, •·1· 1 llthff, t.,tt. 11,.i. 1. 1111. tlll. n': 11:111-•11. 
17',• .... 

1
,.,,, H11•M1 l'.l, 1 lvo1ht¡ ,Ir, 11'761, lla .... 11..,., 111. c .... H: 6'1•657, 

,.,. flll 'I"' illilll l'~'I lffU•tr,, • llf161o 1110110 f\.,,J~;- '"' f-. ff: 611•117, 
111,.,.. 1111 , f,t, 1 ""'bf''¡ 1. 119111. rr.. 111t1. •~••· Sel, 1111 n: JIM·llSI. 
111.- latllft, f,I, ¡ PoUntl, .1, llJ1SI, ll01:t11. ll•Jt• In, CMU, '1: m-m, 
113,• lriir ... nf t.I. 119!11, t..11, Pr1, llodtt1. W: 217·131, 
IM,• !IWtlL.!.'' Oft,, 1,. TnlDllY·GH, y,, Shtllr l. 1lllrtl1U1 1, 11'711, 11•"'· 11.,.,,, In, t .... , IS: 

1n1-1m. 
1'5,• IMt, l,f, 7 Ft1ltr¡ I• 11'161, hlttt. l•nl. 14: Jtl·M5, 
IN.-11 .. , 1., llr•l11t¡ • y ttiltn1 1. nrn1, 1atu11 26': UJ·61'. 
117,· lttt•r¡ c., •:hu, 1., 0!1J. 1.1 r1101111bt., r hll!1...•· llUfl. n11«.,.i1tr11: 11Jt·l1U. 
1n .. 11,... ,A, 1 o....,, 1.r. 11,,.,1, • 1111. •· 21n 111·61S. 
llf.- llr,11 l.~. / Jo{~IGt 1 1,1, llHO, 1u. l.T, lcM, ltl• 113: •·111, 
lfl,• 11 n, L,11,, Sl'IMlll1 1.1. ¡ htMlt1 S, l!Ufl, l'r&i:. lttl. ltd, kl, USA 63: U4•311, 
Jfl,· r111tH1 1,, ltutll, t, J •tht1 t, 11m1.tl•ll1o 11or,1•· 1tt1 us: 11-11. 
lt!,• ltl11 f,I,, lh, M, 1 ShrOl1 l. 1 Suh, 1 119711, llotl 1, 11oa71, lcll 311: 17J·Z71, 

" . 



llbll09nlh 

IU.· lu;lll¡ R., Ftht1•, •• r hckr, "· 11rn1. J, llril. OH, 252: lfU·lfU. 
IH,• ai:u, , 1 C11-.1t-, r.,J, 11'111. lloc•n. t11¡•n. In. Ceno.u: 110·1148. 
In,· c•t Y,H. ·1 C~•u•, •·•· 11'721. •n•. 11a11n. 1ar.r•· is2: nt·tn. 
\;~:: tut~\.~·~:',ªS: .. ~.~ ~'~H~li~·l~E'h~1r,~.;u!1º''''' '4t1 ?u: H·U5. 
'",. f1d11t 1 s., llln, 1.1., hu, J,I. 7 ht1111, 1. 119121. Ctll. l111u1. J: 5it"'9f, 
19',• lllltl', 1.1.J ""·R., llfhtltllltJ •• J flthll, •• llf151, PrDl. "'11· .... Stl. usa 12: UH·IJfl, 
ni,• lñtt1 1, 7 •r1Qftt1 R. llfHI. tud. J, Clh, 1nnt. 21 1 nppl. 111: u. 
1'1.• '""• f,H, llN,J, ~u•. J, Cl11. lal. h~RI, 241 ••rl• 111: 1•11, 
1'Z,· hlahOI, 1,, a..1•11•rt9'1rOll '' J ll1Hr1 l,f, 119 n. liodl•. ll1f•11. •tll IJJ: IJl·IJJ. 
8J,• llMy•, &., PDrat~, J, J Ll•h -WltHlltgl 1 1111'11. •re•. llD<~t1. llQfl1•• 137: •6·llt. 
f'M,• ti!'"• s. J 1•1riu.1. ll'1tl1, ltr, J, 1 o<ln, 17: U·2,. 

12:: 1111:"•.:::·, 'A!!.I; , 1r~;,,¡, 1:1.~ 1:¡:::;.. 110 ,,,, 111: .,.,1. 
217,• Jlt1tl.IJ A.l. .,uf1 3. 1 tt"ut1 J,C, llMll, liDC:ll1. ll"lr1. Ath 671: U6·U4, 
19.- Dtitnt, ~., 11\t11t•1 s. r llu!.h. l. IUlll, J, lhcht. n: "7·41&. 

m.- IWtlu, 1. ',.,, •• , J.C. ilf/11, ""I "r•lal, SI: 7'3·711, 
l.• ll1lnlo, 1., Prh&t 1 J,P,, lllll•1ltftll 'ºl "'lt11 l. J hrntt 1, 11'1)1, r.11111, ht. 11: 51t·Sl7, "I" ... 'º"• •. 111r..,.a, 1. uno. ., •. "•r.· •d• .,,, :ri•·n1. 

Y,:: ~t~~iJ:', Cl~\~:~~: t~~\&~·.ta'1~~i..l~~~ 1t,~1~r;,r.~~: n·112
• y•·· IMU1 l,l.J. Sdtltllltt,, l,l, llt711. lrtl, llK\il, lllftlrt• 1411 "1·61l, 

1.- ~!:~'~f ,¡,?~~•ll• •1 1.1. 11m1, h lttl9h lt luymllfJ lf. 5rlU1tt u.1. Vol n, ,.rt 1, 11:W11t 

Y'" t''"' 1. , 11101r1., 1.1. Ut7U, n• Ltlt. M: st·H. 
1.- ,.~~¡1;1."''"' .. 1 L.w., LH.ltl1 l.E., lt111tr, •• , !nlhlth, J,J, 11'741. Prac. 1111 • .kit, Sr.I. llW 

111.· t¡I..,., 1.1, 1 Clttlk1 f, llMtl. RM ltll. 112: IW·ll2. 
tlt,· iii••• 1.1. y c ..... J f, 11'761. 1 •• 1. 1.-1. •: sn-m. 
DI,• lttttn 1 E,11,¡ RD•hla, ,,, khl 1 J,L, 1 c11••1._~. 11"11' lttll~I, llala,1 1 llDt•n. CJl1, llot•11. lal, 11, 

.. llliltl1 jJ, .. lttt '' •l'!t1t CI. ,y,": m·711 DI.· ttt-4t¡:•i.::l:!!!'1.~'tiT:•~1~· ¡.1:f.1~1-~:.~~1n1. h Pnll411 af llalottul F111• 111•. 
m.-1r111, J.L., fi1•tl-•, '' liá':':tr.'I s. 1lm1. 11.'T11. •••¡r.· kh sn: 1n·1M. 
m.-= l¡L¡;.,l:'ttªi.J. e:;: 1'!J: 19111. lKtlu. llolllrt1 ..... Cl11. llotl•. Val. 1. lht ...... 1 UI. 

nt.- "'"I•¡ D. C..1h11tl• r.r-1. m .. ÜlfJI .•. , llullr11'lt, ·'·1 •• ,, l.L. ' ..... u. l.J. 119511. J. llDI. Ott. IU: 1.S-27'. 
ID.· 61 lt1 1, 1 llltld1 l¡¡;I· 1,.1, A11l, llldll, ": IU·"Z' 
117,. , l. 1 ~•1 1, 11 l. J, 1111, c •• HU M-4411. 
11:: ,!":~L •. ~=?:· ::1h'5~..:.f: l~. '¡,Mf;,~f'n;. •: 11

•
1zt•. 

111.• tl, 1.11111., •• 6,¡ lmlll•¡ J,1, 1 ...... P,I," 1911111 F, lltMI, a.,1, CMI. H: 311·1'4, 
hl,- ..,,_, ,J,1 lttllll 1 ,, .... (,1, y 111:1. F,I, 11 11, lttHllllllUCll 11: Hl·Z11, =·· M!ll-. f, y ..... , C. 11'711, lu, J, ll1t .... U: IU·I"· ·· Ur.t1':• llt1, l., .... ,,, 11 luln, 1., 1u-.y1MI, Y. 1 T1hb••l1 f, tUlll, Alflt. llal, Che. 44: 

i!.- .. tetml'-1 L.1.. !*•1 '·'· 11tu1. """ '"· n: sn-MI. ,• ltft111_1.I, 1-111 L 1119711. latlrt 2?7: M•IH, 
.- ....... , 1. 1 llllt1 1',I. 1 lt..-Cl, r. Uf7JI, Eer, J, 11 ..... •: 1n·2t1, m.- ""'"¡ 1.1., 1111¡ c., •n, 1.1. 11m1. 1c11111. J, 1-.1. ': 111-111. 

111.· llkf, •• lli·lntil, "· r •"· l, 11tn1. I••· C•ll .... 7': IO·ISI. =·· f•lti1 L 1 .,.,_, 1'.1 -•a.'·• ll~ t. 1 llhull 1' J lllh¡ t. ClflZI, ltl, J, '-•JI: 612-616, 
l'll:: ==-~~l.'ii'9~'. ~j,~~'itll"~~iJ.lflJ•• 111. -•·o: lll·lllS. 
m .. ld•l•l·llltlc• •••• 1111••· l.f,M, 1 ... tlth, '· 11'761. ll•U1. 11.,ai-,,,. kll 4U: 5117··· 
!U.- .... , Ll • .a ... 1 .1 •• llH11111t, •• J ........ , l.L.w. 11m1. llKlll•· ..... ltt1 m: 125-UI. 
244,• Ptll 1"1 r,t;-j 9'111 l. lltnl, t:••· Ctll llt. N: 31·11. =·· ltlO, •••• S~dwt, S.F., llc .. t1, l,L, 1 lhl., .. c.•. Ut1tl. 11.-.•• , ...... e-. H: •·Jt4, 
1'11:: ;:.~.~~·) :.¡,'!f~,t~~ilkw~:"¡, '~m!·ct=.'H!l~l~~!~\~I, wa n: ·4413. 
MI,- ttrnc1t1, J.l.LllH•1 C.F. J 'l!.:I~· IJ'1tll, J, l•1tl. 114: 7"·761. ¡ ,. T•1•11-I, t,, w1..,..,_1, Y.1 I •·i "ft!l!'i 1. LLluM1 J,1, nnu. lp. llol, ''"· n: U74·1Zll. 

,. hrf11, 1.1. y tlit ... tU1 l.t, 11741. •• a. 1"9ñ• li. m. IM·l44. 
1.· •u .. .,, r., 1••, "· 1 .... 1 t. 11tn1. 11m11. 11 .. 11. act1 Z74: M4·M•. 

1'2,- 1tll1h11, u,1 ._.,,h•, 1.1 ntatr, 1.L., ru1 ... , 1: 1 hrl ... , P. llt7a1. kaM, J. 1-1.' 11n1.: .,_ ... 
ni.· lltllllr•J. U,, tllll1rtlr•1 f!Lli11Mt 1 l,l, ¡ ttrllHtL.P' 1197'1, J, h•• llf. 144: 1>11·1311, 
IM,• ltlft1 l,K, y LJ1111 1.1, ¡,.,.,,, Ctll ...... , 41: IJ•"J.J, 

A:::=:~ •t· ,T,\;r,'M!:'~~·J; ~~r,1: sn: •·116. 
157,• HH1 , ••• , fÍiitMt, 1,1,\ ll:tH1 l,f,J111:. t,I, tltlll, J, llf. lltj, ISU ....... 

111;: ~.1~··.~~:&.~·•.f. ~rJ; l .• ~Nml! f; :!:!:¡. '¡JM:;!¡J~= 9
·•· .... 



" . 



llbllDtrtll• 

m:: :::t1': l:.! bJ:1 r.K· •. 1l~11l~i. -r.-:::.::~ 11fr;~:.. 
sn.-1,... "·'·., d.11.~. •.1. 11m1, C•ll ..... ,. 111 MS·l7•. 
!M,• h", 11 ••• J_ SlU1th 1 M.J, 11 ... 1. PrK, S.. llJo 1111, lltt, 111: 7J5·7M, 
m.- tlft•1t11 11., ''""! 1.a., 1101n, t.L . ., 11n11 1.r. llf*91. sc1"u 1u: 47•. 
ni,• lirtll\ ª·L 'Omrl•, ' ' lilllll· •••• 11m1. TtMlflUllllM 14: 91.fS. 
111.· ltt•lll •1 n,(, l Sl•lllllH, a. ' 11m1. hl. "r.· .,,.,,, ... 1. lmml M: ZH·ZH. m.- t ... ,'·'~ Ptl ti J,C,1 fnt", E. J fllllM.._I, , llt1l1. Cll1. 1 ... 1. l•no11thl, 1: 74-IJ, 
..,,. cahe, 1,1,1 """¡ 1.1 • ., au1, 1.•.L. u ... s1. 1rn. 11•. a. 2: 154-&H. 
MI.· 1itHtJ1 1,1 ftl'I\ , ! lllllMll, f, UH11, tran1111tat1111 S: lmí·IS41. 
MI,· 9'r'lfJ1 1, flltti 011 t,1 s-11 ... 1 f, 1 lltU1¡¡ , llMtlo h-lnlllln I• nl·Z ... 
MI,• ll1t1111 l,f., llrr~, J, ,, lmlt, l,F. 7 011 n 1 f,I, IHHI, f .. , flKo ii: 51? IU1I, 
ML· atf•l 1 l¡¡I• J .. ,, C.I. 11'1'11. J, h1111I, lM: 711·7M, 
tM,• .. , 1,, 1HWt11., 11"1 .. ,111,l lluhln, t.1.11.1 Cl .. u, tl.I. J ltar1I, 1,1, 119111. SlttfPJ 67: 31t·l21, 
tft,· ...... ,, J,I¡ J lt 1••'1¡ 1.1; IH ¡, lll•11IS: tl -t61 
111,- 1t1tn, r.1 1..,11.a. y 1.,.1, 1.v. llMll. bftrltdla. tu 1M-U7, 
111,• lllt•¡ L ,, •t .... 1,1, J Ltfl11t, 1,1, UMI. 1t ... l•tatl• 1: 4U·GI. 
•·· llM11 • 1.1.1 """ti c.1. t llttltr 1 t. llM11. 111. 111•. &lltt" ª"'' 1•ul 11: lfl·ltl. 
9". · •1d, E, J Ft1U1 J, , Ut•I• Pr•.1 ... 11,, 1111, IM, 111: SM·SM, 
••• htr_,111. 1 l••Tt t. 1 &llt"r\ r, IHHl. lltut tll: 7 .. 11. 
WI,• c.1.,, ;'·y tmm1 l.t:. U"41, lt, •di. ll~r.~· lm•I U: 441·451 • 
••• liti ... , ,1, ~lh, ?.l. tlfMI, 1, l .... 11111. l~~·I ... 

lf:: ==·fi171l71 'a~·, 1Jrf:!·1~f¡,~f! tt1i.'t~1, 41: 41S·421, 

.... 


	Portada
	Contenido
	1. Introducción
	2. Parte Experimental
	3. Discusión
	4. Bibliografía



