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BSA
Da
EDTA
GRC
150
N-Ac-Gal
nm
PR3
PBSA
5nS
2-ME

LECTINA: *

APA
BSA
CIA
GConA
nBA
HPA
LCA
LPA
LTA
MCA
PHA
PLA
PNA
PSA
PUM
RCA
SBA
STA
UEA
VCA
WFH
WFM
weA

Albumina serica bovina

1 Dalton w ],641 % IR-" g,
Etilendiaminpetiltetracetice
Globulos rojos de carnero
Innunoglobulina G.
N-aceti]l-D-galactosamina
nanometro (13-* m)

solucion salina amortiguada con fosfatos
PBS + azida de spdio al &,1%.
Dodecil sulfato de sodio.
2-mgrcaptostanol.

Abr ina precatorius, aglutinfina.
Bandeirasa simplicifolia, aglutinina.
Crotolaria juncea, aglutinina,
Canavaljz enniformis,; Concanavalina A,
polichom biflorus, aglutinina.

Hwlix pomatia, aglutinina.

Lens culinaris, aglutinins,

Linmulus polyphemus, aglutinina.

Lotus tetragonpolcbus, aglutinina,
Mormordla charandia, aglutinina,
Phaseolus vulgaris, fitohemaglutinina,
Phaswolun lunatus, aglutinina.

Arachis hypoganea, Peanut, aglutinina.
Pisum sativum, aglutinina.

Phytalacca americana. Pohkeweek mitogan,
Riginus communis, aglutinina.

Glycine max, Soy Bean, aglutinina.
Solanum tuberosum, aglutinina.

Ulex europeaus, aglutinina.

Vicia cracea, saglutinina.

Wistaria flaribunda; hemagiutinina.
Wiataria floribunda, mitogenita,
Triticum vulgarisa. Wheat germ, aglutinina,

% Se utllizan 1as wiglas convencionales para ltas lectinas Que ias
tienern, en canc contratrio se ssignan tomando en cuenta el generc
v sanecie de donde se pbtuvieron.



Los organiamos vivosm poseen una gran varledad de protefnas con
habilidad de unirse ewpeciticamente & diterentes compuestos,
Dantrao de law mam importantes esisn: Jos snticuerpos, las enzimas
v los receptores. Otro grupo de proteinas gue poseen un sitio
ewpecléico de unidn son las lectinas, cuya principal
caracterfatica es la capacidad que tienen para reaccionar con
axdcares en {orma reversible Yy sin wmodificarlos quimicamente,
Algunas lectinas interactuvan exclusivamente con un azdcar simple,
otras tienen especificidad para un grupo de sacédridns
relacionadon y otras was unicamente resccionan cAn  estructuras
saciridan complejas, como las gQue Bw encuentran en las
glicoproteinas ¥y en las superficies celulares.

Debido a que el fénomeno mas estudiado eos la capacidad de inducir
la aglutinacidn de célulam animales sn suspensidn ¥ gque fueran
tnicialmente detectadas en vegetales, tambiedn se les conoce como!
aglutininas vegetales, fitoaglutininas o fitohemaglutininas {11,
Sin embargo, como algunas de ellas tiepnen 1a habilidad de
diatinguir entre eritrocitos de diferentes especies, tipos
ssngufrens ¥ poblaciones linfocitarias, ademds de cbtenerse de
tuentes no veqetalemn, en 1734, Poyd Yy Sharpleigh [2]1 las
derpminaron lectinam, derivado del latfn Jlegere, due significas
escoger, seleccionar.

A trpuds de 5u sitio de unidn, las lectinas pueden interactuar
especificamente con polisscdridos y glicoprotefnas para formar
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precipitados. Esta reaccidn &8 similar a la precipltacidn entre
el antfgenc ¥ =l anticuerpo ya gque e8 espec{fica, =s dependiente
d® ia concentracidn de los reactantes y pusde ser inhibida por
azicarss de bajo pesa molecular, actuando en forma similar a los
fhaptencs, Sin enbarge hay marcadas diferencias entre jos
anticuerpos ¥ ias lectinas:
al. Los anticuerpes son sintetizados por e) sistema inmune
de 108 animales &#n respuesta & un estimulo antigénico,
mientras que las lectinas, aparsntemente, s¢ sintetizan
sin la necesidad de un estfmulao.
b), Es posible obtener anticuerpos contra casi cuslguier
tipo de campuesto, mientrss gue las lectinas parecen
estar restringlidas para rescclionar con carbohidratos.
tt. Hisntras gue Ilps anticusrpos presentan una estructura
bdsica comin, iag lectinas poseen estructuras muy
diversas. Es nas, dentro de una minma familia, géneroc e
inciump especie, ¢ pusden encontrar lectinas que
difiersn sn sus propiedades fisicogquimicas ¥ biocldgicas
[3-31.

Independientemente de su capacidad hemaglutinante, las lectinas
son de gran interds por su habilidad de interactuar con los
iinfocitos, de inducir diferentes productos celulares b4
transformacidn blastolide 148,71,

Al revisar 1la historia de las lectinas [(9-18) e ohserva uns
relacidn wmuy eStrecha entre su sstudio y @1 desarrollo de la
inmunologfa, Fue H, Stillmark, en 1896808, el primerc en cbservar el
fendusno de hemaglutinacidn en un extracto de Ricinum coRmMunie.
Poco tiewmpo despudfs, Paul Ehrlich introduce & las lectinas &n la
investigacidn inmunpoldgica &) utilizar Jos extractos tdxicos de
Abrus grecatorius v R. cRBSUNIS, para demostrar s especiticidad

K
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de 1a respusata inmune ¥ la transtferencia de inmunidad de madre a
hijo duprante ] embarazo ¥y a través de }a leche.

En 1998, \Landsteinsr ¢ Raubitscheck trabajando con varios
extractos de samillas observarpn diterenciss en la actividad
hemaglutinante relativae cuando se probaron con eritrecitos de
difsrentes especies aninmales, Pese & é&sta demostracidn de
especie-especificidad, durante algunas décadas me sOStuvo que las
lsctinas no eran especificas v, por 1o cual, no fueron reteridas
can frecusncia en la literatura, Emx hasta 1945 cuando la primera
iecting especifica o8 descubierta en 12 semilla de FPhpsgplus
lunptun [131, sungue los resultadow fusron publicados en 1749,
Estudios independientes publicados por Renkonan en 1948 (12}, lowm
cuples indican que el extracto de Vicis craccy aglutina wejor a
los eritrocitos tipo "A", preceden en la puplicacidn a jom
trabajos de Boyd ¥y Reguera {111,

Estas ohservaciones originales we fuesron ampliando con el #in de
tdentificar lectinas gue pudieran utiiizarse en la tipiticacidn
de grupos sanguineos. Un extenso estudio fue presantado por Allen
y Brilliantine en 1949 (13}, guienes prepararon material de 2,633
plantas, de lam cuales: 1,433 axtractos fueron inactivos, 711
moatraron aglutinacidn pero no especiticidad y %0 presentaron
sglutinacidn enpecifica. Actualmente - canocen Iectinas
aspec{ficas para los tipow *A%, "0O", *M* y *N* (18], incluso
algunas que pusden distinguir los subgrupos A, ¥y Ap [14,13), Unpa
lectina anti-® +Jue aislada de Ia samilla de Bandeirses
siwplitifolim (16,17], sin smbarge no o8 completamente especfifica
para @1 9rupo B (19) per lo Que no puede utilizarse cawo reactivo
en Ia tipiticacidn hematoldgica, Otra importante participacidn de
las lactinas en hematologfa fue su utilizacidn para demustrar gue
los determinantes de los grupos wangufneos son azdcaresn. Esto s»
logrd’ trabajando con las lectinas anti-A, obtenidas de Eh.
lunatus ¥ Y. ceacca, ¥ las anti-H(D) obtentdas de Anquills
anguills v Lotus tgtrgapnoigbiug £19,20). Los estudios sobre 18
espucificidad de las lectinas y sus aplicacicnes en 1a
tipiticacidn han sido extensamente revisados {1,6,9,213,
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Sin embargo las lectinas no llamaban ia #tencidn ®sino hasta
principio de la década de los 49 cuando se descubrid ia sctividad
mitogdnica de l1a PHA [22] y la aglutinacidn preferencial de
células malignas por WGA {23-253, ConA (24) ¥ SBA (27]1.

1.3. BURIFICACION.

Aungue las lectinas mids comunmente estudiadas han sidp extrafdas
de plantas, particularmente de semillas de l®guminosas (3,28], e
han empleado diferentes fuentes, sntre elias: otras partes de las
plantas {29-34]1, hongas [33-39), mohas [39-421, mlicroorganismos
[43-481, protozoarios (49-%13, huevos de Sapos [523 ¥y  peces
[93-551, aves [54-421, woluscos [53,63-491, artrdpodos (78-751,
anguila eléctrica (?6-781 ¥y mamféaros {(797-88) incluyendo
plaguetas humanasw {871, linfocitos [70) y macrdfagas [91,92),

En muchos casos la purificacidn ha sido posible utilizando
mftodon tradicionales de qufmica de protefnas, aungque en la
actualidsd 1a cromatogratfa de afinidad e wmuy utilizada,
axpliotandn la capacidad que tlenen las lectinas de unirse
esspeciticanents a carbohidratos. Por ejemplo, ConA puede
purtficarse faciimente por la capacidad que tiene de unirse a
Sephadax™®, giandt pomible eluirla posteriormente con spluciones
de glucosa [93) o diaminuyendo &1 pH [94]. En forma similar, las
lectinas gque musstran afinidad por 9alactosa tales como RCA, APA,
MCA y CIA, pusden ser purlticadas por crometograffa de atinidad
eon Sepharose™® [85-97],

Para otras Jectinas se requiere 1a unidn de un receptor
enpecféico a un matriz insoluble, p.e. mucina géstrica o +#atuina
acoplada a Sepharose, Estn es posible por Ja activacidn de la
Sepharase con bromsuro de ciandgenc (98,991 o par copolimeritacidn
del receptor con #) anhideido N-carbouflico de Ja L-leucina
t188-183], Ultimamente se ha desarrollado un wmétodo de afinidad

-
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utilizando estroma para la puriéicacidn de agquellas lectinas cuyo
ligando no ha sido precisado [(i#4).

varias de las diticultades sncontradas en Ja purificacidn se han
relacionado con =1 hscho ds que algunas lectinas presentan
difarentes estados de polinerizecidn. Por ejemplo, ConA existe
como diwmero en solutiones con un pH menor de 3.6 y coma  un
tatrdworo & un pH superior [189-1971, Adends, como ha sido
claraments dempstrado, la pressncia de fones (188, 1291 o
azdcares [119) tanbien pueden afwctar la polimerizacidn, as{ como
su comportamients rcromatogradfico ¥y su actividsd bioldgica
[111-114),

Ls purificacidn tambien puede complicarse por !a presencia en el
extracta de méds de una forwa de la lectina. Estas formas,
denominadas isolectinas, tienen la misma especiticidad ¥y sinilar,
pero no fdéntica, estructura [18)] Yy han sido identificadas en
varias fuentes, por ejesnplio! Doljchos bLifiprus (1151, Lens
culiparis (116,4371, Phaseoivs lunstus (1181, Ph. YUlgaris
[119-121), Qlycine max C122-123), Triticum vuloarjs 131,1241 vy
fictvpstelium purpyreum (1253}, Por otroc lado, aunque poct
freacuente, on la nmisma fusnte s¢ pusden encontrar lectinas con
diterentes .ltru:iuras v sspecificidad, ajemplo de wesllas son:
Sanduirass mimplicifelia T1243, Ulex gurooesus [127,128), Yicla
CrAGES T129-132)1, Machagrqoerus gruca L1333 y Wistaria floribunds
£133-133)1.

La dnics caracteristica comin de 1as lectinas es su naturalezs
protéice, ya qus varian en composicidn, peso molecular, nimerc vy
estructura de subunidades y nimero de sitios de unidn por
woldcula, Més adn, s# ha demostrado que lawm lectinas np tienen
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una estructura comdn Que funcione como caracterf{atica de unidn
11341,

Mientra®s Que muchas lectinas no contienan cisteina, wGa
£137,1381, 5TA ([31) ¥ PWM (139,148) san muy ricas en dute
aminoscido. Variss lectinas son glicoprotefnam y algunae tienen
un alta contenido de azicares como en &) caso de STA, f[ue
contisne un 95%. Por &)l contrario, ConA, WGA ¥ PNA no contisnen
cartohidratos unidos covalentemante. El1  peso molecular de ias
isctinas varia dewds 34 Kda para WGA [138) hasta algunes cientos
de Kda, como 1a lectina de £h., Jupnstum de 2469 Kda [141) v la d&
Linulun pelyphemus de 333 Kda [142].

aungue la mayorfa de las lectinas estan constitufdas par
subunidades, o1 ndmero de dstas pusde variar: WGA tiene dos
[(139,1431, HPA tiena useis (641 y LPA tiene 18 £L72,1421,
Genaralments las subunidades de las lectinss mon idénticas entre
uf, 8in ewbargo ae® conocen varios wejemplos donde ostas son
difwrentes) on =) caso de SHBA (1443 y DBA [148) pus gubunjdades
adilo ditieren un poco, pero en Dtros Ccasos tienen marcadas
diterencian, por sjemplo en wu pesd moleculari 18 y 7 Kda pars
LCA (145]1. Oeneralmente hay un oitlo de unidn por subunidad, =in
anbargo WOA tienen dos [138,147,148), wientras gue, por otro
ladp, SBA [149) v PSA (193] tienen dos sitios de anidn en cuatro
subunjdades. Por su parte, #1 sitio de unidn var{a en dimenniones
deade aquells que corrssponde aparsntemente a un monosacérido
simple, por esjemplc en SBA [151), o un disacdrido como ean PNA
1152,152]1 hasta aguellas que ofrecen un sitio mis extenso como
WOA 1137) D PHA L[134),

Ew importante mentionar que las lectinas gue tienen especiticidad
siwilar matis wonosacdridos pusden diferir en su afinidad por
disacdridos, oligonsacdridos ¥ glicopéptidos. Por ejemplo, ConA ¥y
LCA, ambas inhibidas en forma aimilar por mancosa y glucosa,
presentan diferentes grados de inhibicidn cumndo se hacen
resccionar can glicopéptidos de ovoalbiwmina b de transferrina
1951, Tawbidn se observan diterencias entre sstas lectinas en su
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interaccidn con la suparficie de erttrocitond mientras gque CanA
se una exclusivamente & una glicoprotefna de 1a nembrana
{protefna I11), LCA se une a data y a la glicoftorina [156,1871,

La necesidad de wmetales para la actividad de las lectinas ae ha
observado en algunos cascs comno l1oa de Cond [E58,13%93, PHA (1é&0),
PSA C1133 y PLA t111,141), sugiriendo gue son metaloprotefnas. €n
=]l caso de otras lectinas los resultados son contradictarios vy el
requaerimisnto de metales no ha guedade P ien establecido,

1.5, EUNCION.

Fese 8 12 gran cantidad de investigaciones sobre la localizacidn,
purificacidn y caracterizacidn de lam propiedades guimicas,
ti{sican ¥y binidgicas, ls funcidn de law lectinas no se ha podido
eatablecer totalmente. En algunos cason e pusde proponer una
funcidn basdndose en ia localizacidn y/0 propledades, pero no
dejan de s¢r ejemplos vy mayores esfuerzos deberin realizarse para
establecer con precisidn &1 papel que estas protefnas tienen en
los wares vivos. Por otro iado, aunque las lectinas son
predominantenante intracelulares, tamblén se pueden localizar en
las superticies o0 extracelularments y dstan parecen ektar
destinadas a interactuar con sacéridos camplenantarios
localizadns en  lam supsrticies Celulares, sn el material
extracelular o #n spluciones., La mayvorfa de los estudios que
tntentan definir o1 papel Dbpioldgicn de las lectinas se ha
desarrollado con éste meterial sxdgenc, por lo que sus funciones
intraceiulares estén, adn, wmis lejos de definirse.

Unp posible funcidn de las lectinas, que ha recibidp mucha
stencidn, o8 su participacidn en 1a unidn de bacterias +{ijadoras
de nitrdgeno & las rafces de las leguminosas, En esta reaccidn,
ia bacteria del agdnero Rhizobiuy, ®e¢ une a la superficie de
célulam diferanciadas de 1a raf{z y a® internslizan para formar e!

T
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nddulo fijador de nitrdgenc (1611, Esta simbiosis ex espwcifica,
ya gue clertos Rhizobium unicamente pueden asociarse con una
especie particular de leguminoss [152,143] Yy la unidn pueds wer
inhibida por «) azicar conplementario (164). Por otrD lado, se® ha
damDstrado la presencia de lectinas en tejidad asreos de las
plantas, las cuales difieren de aguellas lpcalizadas en las semi-
ilam (15621 ¥, aungque me han presentado evidencias que sugiersn su
regulacidn ¥ expremidn [145,164), su funcidn no se ha podido
establecer. Ademis me ha observado gue, durante la infeccidn por
hongos, 1a cantidad de Jectina en hojas vy tallps s& incrementa
1167,1469]1 o que sugiere gque las Jectinas tienen un papel en DS
mecanismos vegetales de defensa contra agentes infecciosos.

Loa tmbkos han slido de utilidad para sugerir otra de las posibles
funtiones de las lectinas, debido a Que al diferenciarse de una
forma vegstativa a una forma agregada y adhesiva presentan, sntre
otros cambios celularss, unp incremento en Ja sfntesis de lectina
la cual puede llegar a constituir el 1% del contenide protdico
total ¥ pusde ser detectada en la suparficie celular
[42,178,171)1, Por otro lado, se pueds oObwervar la formacidn de
rosetas cuando s fncuban eritrocitos Yy el moho ®n presencia de
Ia lectina [173,172] lo cual indica que en la wuperticie del maho
axisten receptores para la lectina., Lo anterior sugiere gue la
lectina en necesaria para la formacidn de agregados celulares.

La axistencia de lectinss en aninales es conocida desds el
destubrimientn de una aglutinina en la hamolinfa de [
polyphepun, Pebido a jue ests protefna circulantes ew capaz de
aglutinar agentes patdgencs wse la ha astribuldo uha funcidn
protectora {173). Sin sabargo, los estudios enfocados a
determinar @1 papel binldgico de las jectinas en sistemas
animales se han dirigidec por dos hipdtesis. Una propone la
utilizacidn de lam lectipas en la pinpcitomis mediada por
receptores para glicoprotefnas parcialmente deyradadas en wl
procens des catabnlismol la otra propone gue las lectinas en los
vertebrados pusde tener un  papel N las interaccirnes
intercelulares durants la diferenciacidn tisular.
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La participacidn de lan fectinas wn is pinocitasis ha sido
revissada {743 vy Ino experimentos sy basan en la unide de
asiatagliteoproteina por céflutas hepsticas de conejo 79,1731,
daorde se puda alslar y caractarizer 2a latlina hepdtics [176) 1la
cual, sdsmin, puede Inducir mitomis wn Jintocitos perifdricos
11721, Cusndo anticuerpos anti-lectina se iptroduren via vena
porta & un higado de rata asisliado ¥ perfundida, santes de ia
inyecridn de asislcoromomucoide o bilsrrubina, 1 influjp de
ssfalocrosonucaide wme reduce an un BP%, wmisntram que 1a
incorporscidn de bilirrubine no se atecta [17B),

La otra hipitesis s& ve apoysds al cheerver que {gx niveles da
lecting en ef misculo pectoral del ssbridn de pollo se wlevan en
1 wmomnto en que ostaw celulas se fusionan pars tarmar
miotdbuios polinuciesdas 1179,i881 y porgue, surgque la mayor{a de
ian lectine - intraceiular, dute punde aar detectadsa
extraceiuisrmente dursanhte esste procesco [4&5,1611. Una pruesba
directs o» yus &) tiodigslsctdmsido, un potente inhibidar de 1a
tactina, puwde bloguear 1s fusidn de wicblasios in yvivg L1821,
Otras prusbss y la definicidn de posibles vias gar las cuales las
lectinas participan en is diterenciacidn celuler han wida
prasantadas con msayor detelle L1931,

Por otro  jsdo, existen evidencias Indicande gque las lectinag
participan tanto ean la prevencidn de infecciones en plantan [149)
camy, paredojicamente, on  1a tacilitacidn de intecciones
bacterianas en cdiulas animales [184-1843. En ¢! ditimn cana, las
isctiinas becterianss aparentéments son los mediadores oe Ia
adhenidn del micrournaniamo a oligosacdiridos de 1as cdiuvias
AnimAlés, ComD un pasc  iniciel de  Ia tnfeccidn  (L@A-1881. En
FREEUMED, PATECS RRr QU las Jectinas ponesn diterentan  {funcliohss
an 1o diversos sistanss setudisdos, por 10 gue unicanents
comparten su caracterfstica de unidn » axdcares ya gue, adesds,
ditieren -n watructurs, compusicidn, especiticidag ¥
tocelizacidn,
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1.6, EL_GENERD PHASEDLUS.

Muchos extractos de)l género fPhaseclus han mnostrado posear
capatidad hemaglutinante, ios cuales pusdean dividirse, de acuerdo
a su ewpecificidad, en dos gruppsi uno representadc por Bh.
Yulqaris, cuyos miswbros ajgiutinan sin diferencias sianiticativas
todos !os tipos de sritrocitos humanos y atro;, con especifictidad
para sritrocitos “AY, reprasentado por Bh. lunatun. Se podria
detinir un tercer grupn, csracterizado por la ausencia de
caperidad sglutinante C187),

Aunque muchas lectinan de¢l genero Phategjus son similares on peso
molecular ¥ sn estructura de sus subunidades, @ han encontrado
diterancias sn =i cortenido de carbohidratos, propiedades
fimieoguimicat Y actividades bioldgicas, las cuslss pusden
dobaras a fsctoren gendticas, diferentes métodoe de purificecidn,
jdentificacidn impropia de las eospecies Yy variedades, ¥y un
inadecuado criterio de howogenicidad, Por otro lado, los entudios
bioquimizeos sobre estaw agiutininas we han complicado por ef gran
nimers de variedades existentesd, principainentes de Ph., vujasris.

Riges ¥ Osgood an 199%, ohtienan de Red Kidnay 1a
$itohemagiutinine (PHA), una protefna uque es homogénea por
slectroforesin; ponss 3,.4% de sustancias reductaras, un pl de 6.3
11881 ¥ 18 capacidad de {nducir treanwnformacidn biastolide (2231,
Una puriticacidn gposterior de Ya ljectina (1B%) indicd gue la
moldfcula tienw un peso mnlecular de 128 KDa y que contisne
alanina como aningdcido N-tarminal, o8 rica an dcide aspidrtico,

jsucina, serina, Yy Lreohinat perec no contiens aninpdcidos
atutragoe.

A partiy de Ia fitahemagluiinins comercial {PHA-P}, par
cramatogratfa en cerboxtmetili~celulosa (CH-celulosal y Sephadex
G-188, we pueden separsar traccicnes con diterentes actividades,
Una de ellas, denominada leucoaglutinine (L-PHAL, presentd alta
capacidad leucosglutinante y mitogénicel wmisntras ngue otra,
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1lamads eritrosglutinina {H-PHA} prasentd alta cepacidad eri-
troaglutinante;, pero baja sctividad con leucocitos (194). La lec-
tina de Red Kidney tambieén ha sido aisiada por cromatograéfa de
atintdad utl)izando tiroglobulina poreina (191) o fetufna [1921
conjugada a S#pharose ¥, Cuando posteriormente se separan por
cromatograféfa de intercampio idnico, se producen cinco protefnas
distintas cada una con un pesro molecular de F15+4 KDa (193],

&1 bien lan primeros intentos para weparar los diversos
conponantes responsables de 1asm  propiedades bjoldgicas de  las
lectinan de Red Kidney dieron resultados contradictorios, los
trabajos gue demostraron la presencia de dos tipos de
subunidades, designadan como L Yy E f(esta Jditima tawmbidn
denominada R1, aclararon muchas dudas (128, (94-19%), Estas
subunidades se combinan para dar una familia de cinco protefnas,
cada una tormada por cuatro subunidades unidas pdr enlsces no
covalontes (120, 194-1798, 208,29113.

Las subunidades pusden distinguirse entre ®llas por su secuencia
de aminodcidps en el extrewmoc N-terninal, pl y propiedades
bioldgicas [120). La subunidad L, cPn serina como aminodcido
N-terminal ¥ un pI de %5.23, nuestra una fuerte sfinidad por los
receptores presentes en la membrana de jos linfocitos, pero bajias
por las eritrocfticos [129,1991F mientras que la subunidad E,
tiane alanina como aminodtide N-terminal, pones un pl de 5,95 ¢
preasnta alts afinidad por receptores de los eritrocites {1781,

Cada istlectina contiene diferente cantidad de mubunpidades L y E
por 10 que, towo cansscuencia de la ewpecificidad, el tetrémerc
de subunidades L, la leucosglutinina, tiene alta actividad leuco-
aglutinantel mientras que Ia eritroaslutinina, formada por cuatro
aubunidades E, tiane alta capacidad sritroaglutinante. Yres pro-
teinam intermedisas mon tetragmeros gque contienen variss propor-
ciones de cada subunidad! LEw, LzEm, ¥ LaE. La mexcla de
actividadss que posesn eatas isolectinas retlejan su  estructura
hfbrida vy Ja induccitn de wWitosis por astas proteinas es
proporcional al contenidn de las subunidades L.
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Lectinan de otras varisdades de Ph. yulgaris hasn wido aisladas vy
caracterizadas. Del frijol llamadao Wax (Ph, yulaaris var. sure
crop stringless wax) s& ha purificado vna hemaglutinina cuya
compasicidn de aminodcidon @ similar & la de Red Kidney, ya que
no contiens aminodcidos azufradowm y tiene altas proporciones de
dcido supdrtico, serina y Lreonina, tiene un peso nolecular de
132 ¥Na vy contiene 1@.4% de azdcares totales [202)., De otra
variedad, Ph. vyulaaris var Drittle-wax, se nBiglaron dos
hemaglutininas tetrandricas con un pesa molecular de 12%+5 KDa,
1as cuales son mitogenicas ¥y tienen la propiedad de reaccionar
con celulas transformadas & concentraciones 120 veces menorss que
las nacesarias para celulas normalss (1921,

A partir de Ph., vulgaris var, Blue Lake, se han ajslado dows
lectinas {283), Una de wllas, ia PHA-a®, ha sido purificada en
$orma homogenea ¥y tienen un peso wmolecular de 83 KDa, por lo gQue
en consjderablemente menpr que otras lectinas de! mismo génerot
poses capacidad mitogdnica, eritro ¥ 1leucosglutinante y los
intantos para separa sswta actividades han fracasado (203,2041. De
BPh. vyoulgaris var Navy se aislc  una lectina }a cual se parece a |a
PHA &n peso nolecular, composicidn de aminodcidos y contenido de
carbohidratos, sin embargo presenta altsa capscidad eritro vy
leucoagiutinante en la misma wmoldcula (28%).

Otras variedades de Ph. vujigaris, cuyas lectinas han sjdo
aisladas mon: Garbancillo (93}, Red Kidney “"Haricot® {1211, Black
Kidney (206}, Pinto 111 (2071, Tora (298], Rico 23 L2091 y Rad
[213).

Por otro lsdo, de Jas semillas de PhasgeOlus LocCineus var scariet
runner, utilizsnda precipitacidn can sulfato de amonia ¥
cromptograffs de intercawbio idhico, se han aisliado dos lectinas
£251). Ambas tienen un peso wmolecular de 129 KDa y estdn
constitu{das por cuatro subunidades tddnticas, ,presentan
actividad hemaglutinants hacia cualquier tipo de eritrocitos, san
inhibidaw por N-Ac-Gal v por un alicopéptido aislado de 1a
mawbrana del sritrocito humano [212). S5in embargo, solamente una

- {7 -
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dw #llas «8 mitoosnica v la razdn precisa de asta diferencia o8
desconocida. A partir de Ph. cogCingus var alubia se aisld por
cromatograffa de afinidad una lectina con peso molecular de 112
KDs, cus#tro subunidades jdenticass, 20% de azdcares totales, pero
no pudo ser inhibida por N-Ac-Gal ¥y algunas glicoprotefnas
probadas £213). Desafortunadamente su actividad mitogénica no  ha
aido estudiada,

lLa aglutinina de Ph. Jlunstum (sindnimo Ph. limepim) fud 1la
primera lectina que mostrd especificidad para un tipo sangufneo
(117 ¥y su actividad hamaglutinante radica =n dos sspecies
mpleculares, cada una con Ja wmiswa composicidn de aminodcidos vy
carbohidratost pero una de ®#llas tjene un peso moleculsar de 124
KDa, mientras que la otra IDp tienen de 247 Kpa [111, 141, 214].
For slectrofpresins en 9eles de poliacrilamida, wen presencia de
SphS y 2-ME, ambas lectinas producen una subunidad iddntica de 31
KDal sin smbargo en ausencia de 2-ME ¢! peso de lam subunidades
as de 62 KDa aproximadamente [213), Por 1o tanto, lam lectinaw
son dimeron ¥y tetrimeros de #sta subunidad mayor y prasentan dos
y cuatro sitiom de unidn, respectivamente ([2161. El tetrdmero
presenta mayor attividad hewmaslutinante [21%5} § mitogdnica [217)
que =1 dimero y eute cambio de activided no parece deberse, en
torwa directa, al incremento de la valencia sinp, wis bien, a la
+acilidad o probablilidad de formar pusntes entre Jos receptores
celulares.

-3~



2.09. PARTE EXFPERIMENTAL,.

2.1, ANIECEDENTES -

A pessr de la importacis de lam lectinas, su amplis utilizacidn
@n campas como ia medicina y la tiologla y la gran diversidad de
$usntes, en nuestro Pafs han sido realments pocos los trabajos en
esta draa y los investigadores dedicados a este campo se pusden
contar con 1o dedos de unk maho. Una de lss mayores aportacionss
won los trabajow dirigidos por el Or. Fdlix Cdrdoba, quien en
1949 aim)a anticuerpos dirigidos contra el sitio activo de 1la
Con A [Z219), en 1974 reporta la actividad Inmunosupresora de lpa
extractos de Ph; vulopris var. ocarbancillo y Ph. CRECingus var.
alubta [219) ¥y, ultimaments, ha dJdamostrado 1a presencia de
jectinas @n los tactus de Ja penfnsula de DBaja California Sur
(33,2261, Otra importante contribucigh wen los trabajos del  Dr.
J.l. Dchoa quien no solamente ha purificado lectinas de la flora
mexicana (184, 213, 221), sinc Que sdewmds ha postulads alguno de
ins mecanismos ¥ factores que sfectan la interaccidn de astas
protefnas con sus Ligandos (134,222,223),

Las tlectinas del gfnerc Pheameolus han generado gran interds por
sus variadas propiedades ¥y las diferencias importantes en
aspecificidad v estructura encontradas en jan tres sspecies
estudiadas. Por atro lado, la riguezsa de variedades #n  nuestro
Pafs, 1a oportunided de describir 1a primera lectins aislada de
fhasenlus acutifoliue v Sa posibilidad de brindar una ajternativa
a quienes utilizan lesctinasn, han sido law motivaciones para la
elsboracidn y realizacidn de este proyecto.
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La semilla objeto de ente trabajo {fue colectada en &l entada de
Chiapas donde &2 le conoce con ¢! nombre de eacumite ¥y, =u
cultivo ¥y consump estdn ampliamente difundidow, EI nombre
gendrico de la forme cultivada es Phaseplus pcutifolius var.
latifolius [2241, pero tambian se !® conbce combt tepAri, Yyurl
muni ¥ pavi, entre otros nombre gue ha recibido.

Slguiendg una tégnica descrita para o] aisjamientn de Jectinas
del g¥nero Phaseolus [104], se utilizd estromna-Sephadex comd
soporte de afinidad y cromatografia de ¢lltracidn] sin embargo
tambien $ueron nacessrins olros procedinisntos. En ssta tesis wme
prasenta Ja caracterizacidn de la lectina purificada y a8
describen algunas de sus propisdades bioldgicas.

2.2. BATERIALES ¥ WETODOS.

2.2,1. CLASIFICACION. La clanificacidn fue amablemente llavada a
cabo par el Dr. Omar Agundin del Departamsnto de Control de
Malezas de)] Instituto de Investigaciones Agrfcolas de la GARH, a
guien se le agradece la Informacidn,

2.2.2, PREPARACION DEL EXTRACTO SALINO. Law semillas del +$rijol
fusron finamente pulverizadas ¥ 189 g de la harina obtenida se
suspendieron en un litre de solucidn salina asmortiguada con
+onfaton y adicionada con #.1% de szida de modiao (PESA). La
suspencicdn se agitd durante toda la noche a 18°C y posteriormente
¢ #iltrd on gasa de alooddn para eliminar e) material grueso. El
¢iltrado se coentrifugd a 25,080 9 durante 38 minutos a 19°C; )
precipitado ue descartd y el sobrenadante, referido como extracto
salino, se conseld a -48%C hasta su utitizacidn.

2.2,3, PREPARACION DEL ESTROMA. E) wmoporte de atinidad fud
preparsda sigquiendo la metodolosfe descrita par Ochoa ¥

Kristiansen [184). Dom litros de gldbulos rojos humanos tipo *0O°
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fusron lisados por  lavados repetidos con agua destilada,
centrifugando a 38,0005 durante una hora a 18={, Los 2?28 n) de
paquets obtenidos se resuspendieron en 338 ml de PBSA y se les
agregd 70 m) de giutarajdeh{do al 25% (Eastman), agitando durante
16 horas & 12=C, Para eliminar &1 glutaraldehido residual, la
mezcla ne centrifugd & 2,8089 durante 28 minutos & S5« y el
paguats ue lavii tres veces con PBSA, centrifugandoc a las miamas
condiciones. E! paquete finalmente obtenido (48 ml} se
resunpendid en ZAS m] de glicina #.35 H ¥y se mantuvo en agitacidn
durante toda Ja noche, La 9licina s& elimind por Javados
repetidos con PESA centrifuganda a 2,8889 durante 20 minutos. Por
Jltimo, o] estroma se mezcldS con 49 m) de Sephadex 0-?3-128
{Sigma Chem,. Co.), se empacd en una columna de 2.6 x 4 cm ¥ ne
lavé con 256 m) de PRGA y 250 ml de glicina-HCl 2,2 M (pH = 2.9).

2,2.4. FILTRACION EN GEl.. La cromatograffa de filtracidn se hizh
en una columna de 1,86 x O35 cm eppacada con Sephadex 0-200-129
(S1aoma Cham, Co.) y calibradas con PBSA & un flujo de 3 ml/h.

2.2.5. ELECTROENFDQUE PREPARATIVO, Se prepard una placa ds 108 m)
de Ultrodex™™™ v anfolina pH =~ 3.5-18 (ambos producten de LKB)
aigsujienda lam instrucciocnes del fabricante. La electroforesis se
hizd durante 16 horas & 18- manteniendo una fusrza constante de
® watte, E1 pH se determind directamente on la superficie de la
placa, la cual +ue posteriormente cortadsa en 3§ parte iguales, E}
981 de tada segmento se lavd con agua deatilada ¥y en ! elufdo se
determind contentracidn de protefna y actividad hemaglutinante.

2.2.4. DETERMINACION DE PROTEINA. La concentracidn de protefna se
determing siguiendo el witodo descrito por Lowry y cols, (225),
utilizando #1 reactivo de Folin-Clocalteu (Merck! ¥ albdmina
africa bovina (Siemk Chem, Co.}! cowmo protefna de referencia. En
las fracciones pbtenidas durante los diversos paRos de
puriticacidn, !a presencia de protefnas me determind wmidiendc Ja
dennjdad dptica a 208 hm,
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2.2.7, ACTIVIDAT HEMAGLUTIMAMNTE., Fara 1eterminar 1 activ)dad
hemaglutinente da las fraciibnes oblea,das %e wti).20 12 Lécrave
de micerptitotiacidn or pleca heciendo dtluciones &etiadas cono
s3lucidn selineg amm:tiguada con fosfalos (R.1%5 M) + § mM de¢ CaCia
{pH = 7.7}, aditiondrdole poctariornente gldbulas rojos de burro
al 2%. El t{tulo oe deterning después de dejar reposar la placa
una hora a temperstura awnbients., Con la misma netodoloyfsa u=e
vapron eritrocitos de otras especies para Comparar la actividad
hemaglutinante de 1&a lectine. La actividad especi{fica a6 definida
como #1 logs del {nverso del t{tulo, a una concentracidn de | mg
de protefna/ml.

2.2,8, PURIFICACION DE LA LECTINA, E) extractio salino as aplicd a
ia columna ds estroma-Sephadex, previamente® equilibrada con PBSA
Y se lavd con 1a misma solucidn hasta que l1a densidad dptica 4ue
cero. La lectina fue elufda lavando ia columna con una solucidn
de glicina~HCl @,2 H (pH = 2,9} las fracclones spropiadas &e
juntaron ¥ se concentraron con sacarosa. Dempuens se dializbd
contra FISA ¥ e apticd & una columna de Sephadex G-288. Las
fracciones que wmostraron actividad hamaglutinante se juntaron, se
dializaron tcontra glicina al [ % (p/v) ¥y se wezclaron con =i
Ultrodex ¥ las anfolinas en la placa de electroenfoque. Una vez
enfocada, la lectina obtenida as dializd contra mguas ¥
dinaimente, ue 14néilizd.

2,2.9. ELECTRCFORESIS., Los estudios slectrofordticos se hicieron
en placas de poliacrilamida con un gradiente lineal del 4 al
20 %, utilizando solucidn amortiguadora de Tris-glicina-azida
(pH =» 8.9) siguiendo basicemente la tetnica descrita por Margolis
v Kanrich §225). Despuds del corrimiento, el gel me +i5jd con una
a0lucidn de dcido sulfosalici{lilco al 10% durante 3@ minutom, La
placa se lavd con agus destilada s se efectud la tincidn durante
una hora con azul de Coomassie (Coomasslie Blue R-2%2, Blo-Rad! al
9.2 % El excesn de coloranie se «limind con una solucidn formads
por 2% partes de etanol, 1@ partes de scido acético y 65 partes
435 agua.

.Y
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2.2,18, ELECTROENFDAUE ANALITICOD. Para determinar @) puntio
isoeidctrico Yy como una prueba de homogenicidad de la Isctina se
hizd ¢l electroentoque utilizando Ampholine PAGE-Plates™™ ({LKB}
coh unh rangn de pH de 3.3 a 2.% siguiendo las recomendaciones del
4abricante para su corrimiento. El pH se detarmind directamente
e&n ja superticie de! gelj el cual, postertiormente, se fijd y tifd
de] mismo modo como se describe en electroforesis.

2.2,11, ESPECIFICIDAD. FPara determinar Ia eswpecificidad, =as
incubd toda la noche a 10%C una mezcla de 203 u) de la lectina
purificada mds un volumen fgual de una wolucidn 2.1 M de) azdcar
& probar. Despues me cuantificd la actividad hemaglutinante por
microtitulacidn, en la forma descrita.

2,2.12, ESTIMACION DEL PESD MOLECULAR. Para calcular ! peso
molecular de la lectina se utilizéd una columna de 1.4 x B4 cm
smpacada con Sephadex G-Z68-48 (Sigma Chem. Co.} y calibrada con
uns solucidn amortiguadora de foRfatos @.1 M (pH = 2,21, Cowmo
protefnas de referencia se utilizaron: 196, transferrina, BSA,
ovoalbdmina ¥ lisazima (Sigma Chem. Ca.). La pressncia vy e} peso
molecular de las subunidades [ 1) determindg utilizando
eslsctroforesin an geles de poliacrilamida con dodeci) sultfato de
sodia (8D89) Yy 2Z2-mertapto etanocl (2-HE) siguisnhdo el wdtodo
descrito por Usber y Osbarn [227). Comp protefnas ds referesncia
s& utilizarcn: BSA, ovoalibimina, pepsina, tripsindgeno, beta
lactogiobulina ¥ lisozima (Sigma Chem. CoO.)

2.2,13. ANALISIS DE AMINDACIDOS. La lectina purificads ae
hidrolizd en vacfo con HCL &6 N durants 24, 48 y 72 horas a li@=C
on tuboe sellados. E1 contenido de aminodcidon del hidrolizado se
analiz8 basicamente de acuerdo con &) wmétodo de Spackman ¥ ©ols,
[220), Los valores de serina y treonina fueran obtenidos gpor
extrapojacidn al tiempo cero. €1 triptofanc fue determinado
fotometricamente segdn el método de Bence y Schmid [229),
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2,2.14, CUANTIFICACION DE AZUCARES, £1 cantenido total de
carbohidratos se determind por el método de fencl-acide sulfdrico
[238) utilizando 9lucosa como referencia,

2,2.135, ESTUDPIOS DE HEMAGLUTINACION, Para definir la intluencia
de catjonas en la aglutipacidn, se incubarocn toda la noche
volimenes iguales de la lectina y EPTA 1 mH. Posteriormente la
mezCla se dializd exhaustivawonte para eliminar «1 EDTA} |a
actividad hemaglutinante se midis adicionando solucion #,5 mM de
CaClae, HMnClae o MgCla., La influencia de 1a Lemperatura se
determind incubando las placas & 4, 1@, 24 y 37=(C,

2.2.16. ESTUDIOS DE MITOGENICIDAD, Lam células fuercn obtenidan
del bazc de ratones CD-1. Lom eritrocitos we sliminaron por liwis
con spiucidn de NHeCl a! @.7 % ¥ los linfocitos fusron lavados 2
veces con s0lucidn balanceada de Hanks Y finalmente resuspéndidos
a una concentracidn de 3 x 1@* células/ml en ®1 medio de cultivo
RPHI-1448 {(Gibeo) suplementado con susroc fetal de  ternsra al
i@ %, 188 U/m! deo penicilina, 16F ug/m] de astreptomicinae ¥y 2 wM
de L-glutamina (Merck), Se incubaron cultivos por triplicado
conteniendo 169 ul de 1a suspencidn de linfecitos y 19 pl  de
diversas solucionss de la lectina o leucoaglutinina {L-PHAl, en
microplacas (Falcon Plastics) & 37oC en  presencis de 5 % de COa
dqurante 72 haras. Seis horas antes de terminar el cultivao, se les
adiciond | pCi de ®H-timidina ([*"H)-dThd, ZCi/nmot, New England
Nuciear} y la incorporacidn de tritic «n el ADN fue wmedida wseagln
Hertzman ¥ cols (2317, La incorporacidn basal fue establecida en
forea siwmilar, pero sin lectina. Los valores de incorporacidn de
tritio son reportados comid la media de los tres cultivos despues
de restarle el valor de la incorporacidn basal,

2.2.17. ESTUDIOE DE INMUNOSUPRESION. Paras d#mostrar o1 efeclo
inmunpsupresor de la lectina, Be® uiguid ja metodologfa descrita
per Calderdn y Cdrdoba [219)., Ratones CP-§  fuer -n  {noculados
intraperitonealmente con A,1 ml de diferente’. rancentraciones de
1a lectina o solucidn walaina, Do dfas despuss se inmunizaron por
la misma via con 7 . 1@ qidbulos rojon de carnero (GRC) en 0.1
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ml de PBS. Los animales fueron sacrificados 5 dias despues de Ja
inmunfizacion y la respursta inmune humoral! se midid por ¢! método
de hemaglutinacidn directa en placa, utilizande PBS como
diluyente y GRC al 1.3 %,

2.3.1. EXTRACCION. E) extracto salino obtenidn por aste
procedimiento tienen una concentracidn de 13.5 mg de protefna por
m] ¥y una actividad sspecflfica de 11,65$2.45 para cualguier tipo
de eritrociton humanos.

2.32.2. PURIFICACION DE LA LECTINA, Cuando el axtractn salino =e
aplicéd a la columna de estroma-Sephadex y dsta me lavd con PBSA,
se pbtuvd una fraccign sin actividad hemaglutinants, como se
apretia en la figura t. Toda la actividad ae localizd en #]
segundo pico, @) cual fue elufdo con gliicina-HCl, Sin embargo,
cuando s® analiz8 por electroforenin se pudo determinar la falta
de howogenfcidad por 1o cual se concentrd ¥y se aplicd a una
columna de Sephadex G-284, Psae a obtenarse varias fracciones, el
82% de 1a actividad inicial s® recupsrd en un sdlo pico, comp
puede verae en la figura 2, con un incremsnto en la actividad
enpecifica de cami 4350 veces Y, aungue Ja eliminacidn de
pratefnan contaminantes @8 evidente, &l andlisis electroforetico
mostrd la presencia de componentes sin actividad hemaglutinante,
Por o tanto, las fracciones cor actividad =me juntaron ,; se
dialjzaron contrs glicina al 1%, se wmezclarcn con Ultrodex v
anfolinan para su separacidn por enfoque isoeléctrico, HMediante
ente procedimiento e lggrd Ja sliminacidn de proteinas
contaminantes (figura 3) y s® cbtuvd una hemaglutinina enfacada a
pH dg B.8s8. 2, cuya actividad se incramentds aproximadanente en un
24%, respecto al paso anteriocr, ¥ su actividad wspec{tica fue OS2
veres mayor quée la del extracto salino, comc se puede apreciar en
1a tabla I, donde ae presentan los datos obtenidos en los
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diferentes pasos de purlticacicn. Ls proteins obtenids mostrd ser
humugl‘nel. al dar una sdla banda por alectrotoresis y enfogue
isoeldéctrico en geles de poliacrilamida ($§igura 9], asi como un
adlo plco #n Sephadex G-28& (figura S5I.

TABLA 1. PURIFICACION DE LA AOLUT!NINA DE Ph.
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2.3,3. PROPIEDADES AQUIMICAS., El peso nolecular de Jja lectina
purificada, eatimado pﬁr 4iltracidn en Sephadex G-208, fus de O3
KDa, Por otro lado, utidlizando electroforesis en geles de
polisacrilamida con SDS8 y 2-ME, ue determind la presencia de un
Jdnilco tipo de subunidades con un peso molecular aproximado de 21
KDa (figura &), Cuando la muestra #e incubd previamente con un
agents disociante, pero en aussncia de 2-ME y ms efectuc la
eslectroforesin on presencia de SDS, me obtuvd e) mismo tipo de
subunidades,. Lo anterior indica que las subunidades me encuentran
unidas par snlarces no Covalentes vy ente resultado s congruente
con #l obtenido en &l andlisin de aminodcidos. Por otro lado, Jla
hemaglutinina poses un punto isoslectrico de 4.9, determinado por
slectroenfoque analftico en placa.

1]

f i
[ o N |
- : '\\\\ .
;‘: — i ot ! s
s N n
i i N S o8
o o0s- 5h\ '
2 ' N
. N, N
3 o,
—— . r p e o e ey e
ap 44 dy 14 Py
voejaidhing del feste matecutur
. ETLAC IR mene. loculor de 1 tact L _FK1]
B sin Bl £ SstIRRT ik il fomt Seaie Bl
- DA R Rt RN M it S TR . TR Y '

--



Parte Exparioental

TABLA 11, COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LA LECTINA DE Ph,

e kT l‘l-----------l---------.8’.. mm
Aminoacido Residuoe de aminpdcidon
mpi/83882 9 de protafina %

AL LY P DTt i LTt Tt i F PRt Lt T T P T Lt Ly

:I:idn aspirtico [=1:] 13.29
cido glutdmico a4 &, 63
:l-ninn 44 6. 9%

rgin}nl 16 2,42

istelna aa 2.8@
aniimtanine 36 5,44
altcina a8 6,84
Histidina 44 b.04
jaolaucina 28 2.92
Leucina &4 F.47
Lisina 268 4,23
Hetignine a2 2.08
Prolina 24 3.43
serine es 12.00
YTirosina 12 1.81
Traonine 2] B8.76
Trl?tn!lno tar i2 1.81
Valina L) 8,14

-

TOTAL 662

Peso woleculer de ia parte prnt‘ii:i 76,406 'm0

. Qu.} \um-z .
tt%‘i. m?ﬁn [ 'mgmhmmln dy s cualen ol 2dea de letmatide €0 eslace

La composicidn de sminoacidos de la hemaglutinina obtenida de £h.
aEutitnliung se pressnta o#n la tabla 11, donde se cbserva que 1ia
protefns no contiene cistefna ni metioninal sin emhargo contiens
altas proporcionss de dcido sspirtico, serins, treonina, leucina
y valina, El nitrdgeno gprotéico fue recuperado aproximadansente en
un 2%, indicando que 1a lectina contiwne €% de material no
protéico. Esto concuerds con los resultados obtenidons por el
anXliais de carbohidratos, donde se determind que i1a lectina es
una 9licoprotefna que contiens un 7.42% de arxdcarea totales, EI
pest molecular de s woldcula completa, bDasshdose en &l ninero de
residuos de aminodcidos ¥y el peapn de la fraccidn sacabida es de
82.9 ¥.0a.

2.3.4. ESTUDIOS DE HEMAGLUTINACION. La lectina de Ph, sgutiioliug
varfa sn su capacidad hemsglutinante cuando se hace reacclonar
conh eritrocitos de diferentes espacies. Cono se puede apreciar en
1a tabla IX1, ia wmayor reactividad la pressnta caon eritrocitos de
burro ¥ caballo, 1a cual es 565 veces mayor que para eritrocitos

...
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humanos. Sin embargo, los intentos hechus para inhibir Ja
reaccidn de hemaglutinacidn con mono y dimacdridos fracasaron., La
N-Ac-Gal mostrd un  efecto mi{nimo cuando e usaron altas
concentraciones (>2%9 mM).

TABLA 1311, COMPARACION DE LA ACTIVIDAD HEMAGLUTINANTE DE LA
LECTINA DE'Eh, scyulitoligs CON ERITROCITOS DE DIFERENTES

PECIES.
.--'-.----------.--..-.-------..E-----‘----------------------I-
Ewpacie hctividad Houuglutinuntc Rol-tlv--
HuRano» 1.08
oving a.88
urro 96,22
< [&1-] 94.22
carpern 3.4
cobayn 1.76
Hinater 2.49
Follo §.44
atdn o.42
at & ]

2, Eritrocites hmbaste = |,
b " -nm-m Sitrocinn aatre Upes saemfonny,

+ . )
1 i) i an
bt ({20
FIGURA . EFECTO DE LA TEHPERATURA. La ncllvid.d nemaglutinante
lectine frante a ertrn:l i burro__{fue wmedida por

nlcrotit lagiah won iaca a I7%C, Tiem d
tn:ubl:ldh: 1 hora, P L4 Pe .
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Por otro }lado, la actividad hemaglutinante as afectada por la
temparatura de incubacidn ¥ por la presencia de cationes. Como Se
wusstira #n la ¢igura 7, la wayor actividad hemaglutinante =e
wanifienta a 4=C y disfminuye al increnentarse is tewperatura. La
necanidad de cationes a® manifiesta porque la lectina pierde su
capacidad hemaglutinante cuvando se incuba con EDTA {(imM), cowmD me
wuentra &#n la tabla IV, DPespuet de eliminar par dardlinis &1 EDTA,
1a actividad hemagliutinante o8 de unicamente un 10% de 12
actividad original, pero puede ser reconstitufda casi totalmente
por adicidn de soluciones S.5mH de CeCla, M9Cls o MNClx .

HEE!GLUT!NRNTE E LA LECTINA DE

LT Y I r e Pl PO b L P P e et e e e R L Y

Actividad H-nn?lutinlnto

EFECTO DEL EDTA ¥ L0S CATIONES EN LA ACTIVIDAD
asutifglive.

LECTINA NATW 1.09
LECTINA M ae EDTA -]
LEC?!NA Lllﬂ 25 METAL 2.18
de CaClg 2,97

0 .5 wi de MoCly .94

--------------------------------n-------s--.s-gng-s'-------------

(H Wilizede sritricito da burs,

2.3.%, ACTIVIDAD BIOLOGICA., Como sw puede ver en la tigura 8, Ia
lectina purificada e un potenta mitdgenn Que estimula a menor
domis que la L-PHA, perpc tanbidn con wehor intensidad. En los
experinentos ®e deterwmind que 1a dosim a la cual 1a lectina de
Ph, prutifolius tiene un efeclo de mixina estinulacidn es de
S pg/ml de cullival mientras que para ja L-PHA fue de L3 ug/ml.

Por otro lade, 1s capacidad de inducir inmunosupresidn por
tnorulacidn previa de la lectina wme manifesld al reducir cast{ a
cerc la respuests humoral ceptra GRC cuando se inocularon 180 ug,
comn se puede apreciar en la tabla V.,

n
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F1OURA O. MITODENICIDAD. La cspacidad de  1& lectine de inducir

IiIOIII ---l n Ilnfacltol suplanicos de ratdn fus determinada
till:"n ga dc &n:nrpurlcldhpd SH-timidina, Gomo control se

A V. EFECTO INMUNCSUPRESOR DI LECTINA DE acutitolive
TAMA Vo EFECTO INNUN oR DE LA LECTINA DE PR,

- gos:s tugl oo _Respussta Anti-GRC (Lo9a Titulol
L Z2:29 & §.04
28 ‘.n %‘ ’.:;
FRite
L0 838 5:%%
EEEEERAE EWmE. WMUEE .
Grupos, d¢ seis animales wachox fueron inoculados con l ml de
lectina do dt antes de met inmunizados con GRC. 4 despuss
de 1 lnlunl:nc dn fusron sacrificadon vy ls reSpuesta {nmune
hular.l hacia GRC fue daterminada por hawmaglutinacidn directa en

placas.
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2.4, CONCLUBION.

ta samiila do Pheamolus acutifoliug var. Jatitolius contiene wuna

lectina, la cual es similar en algunas propiedades & otras
descritas del género phaseolus, La Jectina fue obtenida en +prma

homogénea como s demostrd por enfoque inoeldctrico,
slectroforesin en geles de poliacrilamida y cromatogratfa de
filtraci@n. El procedimiento de purificacidn invelucra

cromstograffa de afinidad en estroma-Sephadex, filtracidn en gel
{8ephadex G-208) ¥y electraoenfoque. Aunpgue ptros  jnvestigadores
[194,213) uvtilizen solamente los dos primeros pasos para la
purificacidn de lectinas, en este caso el enfoque isoeldctrico
fus completamente necesario.

E! peso motecular aparente de la lactina as de 83 KDa y consta de
4 subunidades de 2! KDa cada una. Carece de cistelna y metioninas,
mientras que contiens altas proporcionas de Acido awmpartico,
aerina vy treonind. Lo anterior o8 uns caracter{stica que comnparte

con Ph, vujaari{w ¥y Ph, cocgineus.

La presencia de metaler parece ser importante para la actividad
hemaglutinants y esta actividad tawmbién puede ser mpdificada por
la temperstura de incubacidn. Ademas, presenta diferente
sctividad especffica cuando s hace reacclonar con eritrocitos de
diferentes empecies. $Sin embargo, los intentos hechos para
fahibir 1la reaccidn de hemaglubtjnacidn con ezJdcares fracamaron y
1a reaccidn corn fetuina fue muy deébil.

Por otrp lado, la Jectina posee !a capacidad de suprimir la
respussta fhmune hamoral anti-GRC y de inducir transtormacidn
bluatica en linfocitos espidhicos de ratdn.



B.2. RDISCUSION-

Los diversos & interesantes efecton de la fitohemaglutininas en
célulan de mamfferas han atrafdo 1ia atencidn de muchos
investigadores, Por wejemploc dentro de las lectines de las
leguminosas, aguellas aisladas del géneroc Phaseolus ademds de
tnductir hampglutinacicdn tienen otras actividades bioldgicas Llales
eomo la estimulacidn mitogeénica de los linfoclitos (193, 232-2381,
efecto inmunosupresor [219,237) v aglutinacidn de ciertas células
tumorales (238,239],

Variaw lectinas del generoc Phaseolus se han aislado ewpleando
metodoingfa diversa, incluyendo! diferentes formams de extraccidn,
precipitacidn con sulfato de amonio o variaciocnes de pH,
slectroenfoque, filitracidn en gel, cromatograéfa de intercambio
idhico ¥ cromatogra4fa de aéinidad. En la actuslidad, posible-
mente esta Jditima ses la tdcnica mids utilizada, sin ambargo 1a
4aits de enpeciticidad de las lectinas de) gfnero Phaseolus ha
liwitado su umso y solamente me han utilizado tiroglobulina
L191,2481, +etufna [192) y ConA (298] acopladom 5 Sepharose.

La cromatogratfa de atinidad utilizando sstroma como soporte ha
permitido Ya puriéicacidn de aslgunas lectinas de este género
[1F8,213], Sin embargo los aputores sncuentran gue de una columna
4@ Sephadex-sstroma se eluyen dos  fracciones activas: una de
allas o8 elufda caon glicina-HC)! ¥ 1a otra coOn agua destilada,
independientswente del orden en gue 108 eluyentes se apliguen ¥
win diferencias sisnificatives entre ellas, As{ mismo, sllos
proponesn gue #ste fendwenc se Jdebe 3 la participacidn de fusrzas
hidro¢dbicas on la unidn de la lectina con ¢1 soporte ¥y otros
experimentos rediizados spoyen esta ifdes 1222,223,241).
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Los resultados obtenidos en este trabajp de tesis difieren de IO
anterior ya gue unicamente se logrd obtener una fraccidn activa,
1a cual puede ser elufda de s columna con glicina-HCl o con agua
destilada (Figura 9) sin que se pudieran observar diferencias. En
torma comparativa se utilizé una columna de Sephartode-fetuina
considerando que, si bien la fetuina no es un buen inhibidor de
la lectine en la resccidn de hemaglutinacidn, la lectipa pueds
ser retenida #n la columna, Se utilizd ura columna de Sepharose-
fetuina (Sigma Chem, Co.} ¥y cuando =ne aplica =1 esguena de
elucidn, me obtiensn tos resultados de la figura 10, en la cual
se demuestra gue la lectina solamente pusde ner #lufda de este
soporte con glicina-HCl. Lo anterior indica que 1a lectina se une
an forma diferente o bien que actuan diferentes sistemas de upich
con cada und dw 1o soportes de afinidad ewpleados debidp,
posibleamente, & que lo® compohentes de mambrana presentes en ol
estroma wmodifican 1A interaccidn de i1a lectina con el ligando,

Exiwtsn otros reportes gque indican la interaccidn de las lectinas
con sustancia no wsacdridas. La ConA puede unirse a adsorbentes
hidrofdbicow, comn los derivados alquil-agarosa [2221, ¥ algunaw
superticies inertes incluyendo: bicapas de fostpl)fpidos, vidric y
plidutico [242-2446), pudiendn inducir la formacidn de vesiculas
1244 o alterar la opresidn superficial [2433 y estos efectiows
pusden Inhibirse con el arzicar sspec{fico, 1o cual apoya la jdea
4@ que cOomponentes hidroidbicos participan enm la {Interaccidn
ligando-lactina,

Por oOtro lado, hablando de las lectinas del género Phaseolus, y
en {orma concreta de PHA ¥y de ligandos presentes en la mermbrana
de los eritrocitos, Kornfeld y Koernfeld en 1978 aistian un glico-
peptido del sritrocito humano que inhibe la actividad hemagluti-
nante de 'a PHAY pero la capacidad inhibidora de este glico-
pefptido so plerde cuando la wolecula 3 digerida por tripsina
L2397}, Un resultade sinilar es obtenido por Strsuchen y colw,
trabsjandn con sustancias pressntes en la saliva de individuos
secretores (2481, Eatos resullados Indican gue Lla parte protédica
tiene un papel importante en 1o unidn de 1a lectina,
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FIGURA #. ESQUEMA DE ELUCION DE LA LECTINA EnN ESTROMA-SEPHADEX.
Lag dimensiongs d® 1a columna ¥ las condicicones de corrimianto se
encuentran indicadss on materiales y métodon. volusen de cads
sluyente sguivale a 2 veces ¢! volumen total de 1s columna.
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FIGURA 18, CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN SEPHAROGSE-FETUINA, 198 ul
de sxtracto salino ae aellclrun s una colurna de 18 wmi_ “de
Sepharose-fetuin (Sigma Chem, Co.! sepscada calibrada con PBGA,
Se colectaron fraccionas de 9,.% wl a las cusales se les determindg
denatdad tica ¥ actividad hemagiutinante. Las aplicaciones de
glicina-HCl y agua entan indicadas.
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Si bien algunas lectinas, incluyendo de Phaseolus, se pueden
aisiar por cromatograéfa de afinidad en un sdlo paso, olras han
requerida procesos de purificacidn adicionales., Para las lectinas
d&l género Phaseolus s@ ha utllizado mu: poco 1a cromatogratfia de
intercamtio idnico, sin gue 1a razdr 3e pueda preclisari perc en
sguellos tratbajos donde ha side enpleasda, se ha podido demosirar
1a presencia de mis 48 una forma da la lectina ({zxolectinaki. De
igua) modo, en este trabajo no se utilizd e! intercambio idnmicoy
peroc en otrow experimentos hechos con Phassclus vulasris var.
cacahuate henos observada Que und  fraccidn obtenida de
sstroma-Sephader pueds separ arse #n, cuando menos, tres
4raccliones con sctividad hoenaglutinante cuando se pasa por una
columna de DEAE-Celulnsa,

En la purificacidn de 1a lectina de Ph. gcutitpliva, después de
1a cromatograéfa de afinidad en estroma, fue necesario emplear la
crometograffa de tiltracidn en gel, vya que se habian pbtenido
varias bandas cuandp la tracclidn activa .¢ analizd par
slectiroforesis en geles de poliacrilanida. Incluso despues de la
#iltracidn en gel, la muestra continuaba siendo hetorocgénea vy
solamente después del electrownfogque se logrd la homogenicidad,
1a cual es demostrada por filtracidn en gel, electroforesis y
anfoque isceldctriceo {(#iguras 4 y S, Sin embargo, aunque los
criterips de homogenicidad presentados aguf son suflicientes para
tndicar 1a pureza de 1a muestra, debe iniciarse 1a ldentiticacidn
de tlas isplectinas vy ta sesparacidn de sus cowmponentes
hamaglutinantes, inMunosupresores ¥y mitogenicos, si exiasten.

Al igual que las lectinas ailsladas de Ph. yulaaris ¥y £h.
cockinsuys, 1a lectina ajslada de PBh. agutjéigliys o una lectina

no especf{fica, es decir, no diferenc{a tipos sanguineos huwmanos.

Cuando la lectinas, aislada en eale trabajo, ¢ compara con otras
del mwismo gdnerc ae apracian diferencias b similitudes
importantea tver tabis VI) en sus propiedaden f{uicas y aufmicas.
Por otro lado, como se puede chbservar en la tabla VI, la
similitud en e) contenido de aninostidos entre Ph. ACuiidoljum,



tisnio

Ph, wulamriy v Ph. copcineus es hotoris ¥y se monifiests por la
ausencia de aminoscidos azufresdas , slevadas proparciones 4&tido
anpsrtico, serina v trecnina, La susencia de cistefna indica que
Ila formacidn de puentss disuliuros entre cadenas estas mediads por
enlace®s no covalentes, Esto pudo verificarse para la lectina de
Eh. pcutifolive ya que cuando se incubd la proteina y se carraid
la wlectroforenin en pressncia de SDS;, pero ¢h aumencia de
agentes reductores (2-ME), se obtuvd una banda de 21 Kda»

aproximadamente.

TABLA VI. COMPARACTION DE LA LECTINA DE EE.&[QLQ‘ gcutifolius CON
OTRAS DEL MISMO GE|
A R R U O LN O e T N O T ek R I W e 28 M R
' P.H. . 1. Are Atdcares
iKDa, } {282 nm) TotalesiX)

Bh- PE¥iiSplius 83 4.9 e.78 7.42

ubia 112 4.%9-3.5 nd 18.99
Scarlet Runner 122 4.9 nd 9.83
Eh.
na 124 nd 12.30 &4.945
Lima I1 247 nd 12,39 4,43
2h.
ac 1246-13@9 4.9 nd 3.78
Plue Lake a* 83-71 n 1@.50 12,91
Na ‘ 112~115 nd 19.28 4.49
Pinktbo 111 32-33 4,7-9.8 nd ?.3-17.1
Red Kidney 12& 5.1 11.42 a,88
LI 23 is9 5.1 7.83 1#.983
Tara 128 .3 12.78 7.89
Wax 121-132 5.3 12. 49 19. 42

nd = noc determinado,

Se# ha reportedo quse wuchas lectinas abn metaloprptefnas [3)
gue estos metales wOn necesarios para las actividaden de
hemaglutinacidn, precipitacidvn de potisacdridos y transformacidn
ie lintfocitos {113.2421. La actividad de la lecting fue
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tuertemente inhibida por EDTA (tabla IV) pero la actividad puede
recuperarse por adicidn de catliones, lo cual indica gue tales
iognes son requeridos, :uapdu mencs, pars & resccidn de
hemaglutinacidn, Por otro lada algunos estudios hechos en ia
cindtica de 1a hemaglutinscidn por lectinas [25¢,251]1 revelan que
la velocidad de aglutinscidn mediada por  GonA disminuye
warcadaménte al descender 1a temperatura, mientras que la
sglutinacidn mediada por  SBA s¢ Iincrementa conforme 1a
temperatura de incubacidn disminuye. La actividad hemaglutinante
de )la lectina de Ph., agutifglivn es modificada por i1n tewmperatura
de incubacidn (figura 7} de igual +orwa gue la 5BA, s decir ae
incrementa al descender 1a temperatura ,

TABLA V11. NUMERD DE RESIDUOS DE AHMINOACIDOS DE ALGUNAS
HEMAGLUTININAS DEL GEMERQO PHASEOLUS.

aatifolinn torcingms il
ntitalle Asbis  Sterlet  Kiduy  Bles lade e vy
[ % ne .4 i1 . a2, 41,7
[ ] 1§ 13 B . -, 14,8
[~ 4 n .. 1. . 132, 1148
m g ‘. N 8. (3 trazes
5 [ ,. [N 4.3
ﬁ [ ] n n. T, ?m?
L] ", H. 38, #, 41,2
1 ] 4, $. 3. 1.1
1 ] ﬁ: g. “: LLR {?i
L) ! *!
L E 1- %. %- N, tPJ
! A fl Ll (] ] g
N n. N, u, J. %]
mn "n [ 1. . lli. [ X .
e 12 1% 7. 1. 1, 13,1 13,
g n 9. ”. . W n,2 .
12 13, . 12 ni E- B u.
[ [ . o ", 47, LY a3 .7

Desde gque Nowell publicd la actividad mitogdnica de 1a PHA ([22)
muchkon investigadoras han estudiado los efectos de las lectinas
en céflulaw linfocfticas debido » que ademis de inducir mitosis se
pueden utilizar para ia separacidn de poblaciones lintocitarias
(252-295), para alalar receptores , antfgenos de 1a membrana de
las linfocitos L1235 2%A)Y. para la produccidn jn w3teg de
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inter)aucinas, interferdn, !infocinas y otros factores cealulares
(299-270) y como modeln para estudiar Jos mezanismos de
estimulacidn ¥ regulacidn del aparato inmune. Estn Jdlitina ew
posible porque los cambios morfoldgicos y eventos bioquimicos que
pcurren durante Jla activacidn de linfocitos por lectinas son
semejantes 4 Jo® Que oDcurren oo la sstimulacidn por el antigenc
t271,272] can la ventaja de que lan lectinas estinulan sntre el
78 y =) 8% de lak célulan, miwntras que @] antfgenc extimula una
proporcidn bastants menor (&,02-8,2%).

Algunos trabajon [273-2761 indican que ConA, FHA y PWM pueden
astimular a Jom linfocitos B, otros (277-283] han demostrado
claramante Que estos mitdgenos unicamente puedsr estimular a los
1infocttos T. Sin embargn Jla estimu)acidn de las cdlutlas B por
PUd ¥y PHA ea posible cuando son cultivadas en presencia de
linfocitoa T irradjados [278,201, 283-2841, tanto en sistemas
autdiogps como en aloo#nicos. Par otro lade, en el caso de ConA,
«! sobrenadante de& Jos cultivos de linfepcitos T #8 capaz de
geherar en &l linfocito B una respuesta al mitdgeno [2872,280).

Existen evidencias que sostjenen que las cfiulas T colaboran en
la sctivacidn del linfocito B a)] presantar o! antfgeno en una
forma toncentrada £289-271] ¥ algunos expsrinentos efsctuadns con
lectinay apoyan estaz idea »ya que, tanto Ja ConA localménts
cancantrada [207,29%2], comb la PHA acopiada a Sepharose [293),
son capaces de estimular a las c#lulas B.

Cuanda los tintocitom son activados por lectinas e obasrvan va-
rios eventos biogufmicos. Algunos mse nanitiestan en los primeros
minutos y parecen esntar asociados a la transmisidn de mensajes
para la proliferacicn celular [294,293), Los fentdmencos iniciales
aon! al., ®! incramanto en «! recambio de fosfatidilinosito]
L295,2977, b). el recambio y sfntesis de tostatidiicolina
[290,299) ¥ c). &l recambio de las cadenas de Acidos grasos de
$onéatidileolina ¥y otros fosfol fpidos.



Dircanion

Ento Jditimo sugliere que la sfntesis de pevg de iosfatidilcolina
o8 un evento inicial en la activacidn del jinfocito [3@21, pero
no necesario ya gue, aungue !a sintesis de fosfatidllicolina s&e
inhiba, no se afecta la blawstogdnesis (2017,

Los canbios en &) metatclismo de fosfollpidos membranales
abeservado: se han relacionado con &l incrementa de la fluldez de
membrana ¥y los cambios en la permiabllidad (2497 gue sSe pbeervan,
Pasteriormente, se increments la concentracidn intracelular de
AMPz, 1a sfntesis de protefnas y ARN, asf como la actividad de la
aornitin-descarboxilasa ¥ la S-adenosilmeticnina descarboxilasa
(244, 392-388}. Por ditimo se observa un incremento en la
anfntesis de ADN, medido por la incorporacidn de ®H-dTh.

La proliteracidn de linfocitom T inducida paor lectinas, parece
sner «]1 resultadn de dos sventoa diferentes (394,307), EI primero
e% la exprenitn de receptores para la iInterleucina 2 (JL-2) la
cual ne requiere interaccidn con alguna otra células (3281 y el
segundo &8 la produccidn de IL-2 por otra célula T, la cual
unicamente pude ser activada despuds de interactuar con 8l
monpcith ([304), Los difarentes requerimientos de célulaw
accesprias, sugisran que ambos eventon requieren sefinles
cualttativamente diferentes) pero una alta produccidn de IL~2 se
pugde inducir #n ausencja de monocitos adicionando interleucina 1
(389) o utilizando altas concentracicnes de ConA.

for oteo lado, ®in embargo, las altas concentracjiones de ConA
necenarias para que la produccidn de IL-Z sea tndependiente
tienen un efectio tdxico, por 1o Que en condiciones +¢isioldgicas
o] requerimiento de cdlulas accesorias parece ter Indispensable,
Para PHA |a situacidn en ligeramente diferente ya que |nduce
agregacidn, un procest estrechamente ligado a la activacidn
{219,2111, a concentracionss rno tdxicas ¥y sin hecesidad de
cdlutan accesorias £31t1. Asf, ea probable que la proliferacidn
inducida por FHA sea menos depandiente [(3i1,3]12) o totalmente
tndependiente [(313] del monocito.
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Las células T han manifestado posesr actividades de supresiton vy
ayuda %, !as pruebas indican que, estos efectoms radican en
digtintas subpoblaciornes distinguibles principalemente por la
ssnsibitlidad a radiagignes v marcadores de membrana ([314-322].
Por wu parte, probablemente la [nhibicidn o estimulacidn de la
respussta inmune por wmitdgenos sea vuvna funcidn de tactores
solubles producidos por las cflulas T, las cuales se han descrito
comd suprescrea (271, 272, 323, 324] o estituladores (328-327) de
1a sfntesis de anticuerpos por el linfocito B, asf como de &
inmunidad celular t2%9,242,3207.

Los experimento ip yiya, hechos para evaluar las efectos de ConA
y PHA an @] sintema (nmune han dado resultadaos contradictorios.
Algunos investigadores han mostrado el efacto inhibidor
{319,3381, mientras que ctros han snostrado efecton estimuladores
[331,332), Por ejemplo, se ha comunicado Qque ConA suprinme la
formacidn de anticuerpos [(332,333)], evita la hipsrsensibilidad
tardfa (334) y prolonga {a asobrevida del jnjerto de piel
[339,33411 mientras que otros estudios han mostrado que ConA
eatinula la respussta inmune humoral [(332,337) y celular [338].
Por su lado, la PHA ha montradn actividad suprasora de la
respupita inmune celular como en!: @l rechazo de injertos
(339-3431, hiperaenaibilidad tardfa [344,34%]1 3y el rechazo
inferta contra hudapsd [344,3471. Sin embargo algunos trabajos
reportan que estisula la respuesta humoral (323, 349-351).

Las contradicciones en lom resultados inditan que los fendmenos
de supresicdn y setimulecidn de la respueata jnmune son complaejon,
fncluso sxperinenton recientes hechos con poblationes puriticadas
presentan la misma coanfusidn, En algunos casos ss cbhaarva gue ]
fendmwno de Inmunosupresidn es dependiente del tiempo y otros de
la concentracion del mitdgens smpleado, o bien de ambos factores
12191, Por (1timo, debe considerarse que #] nacrofago tambidn es
modificadn en su fisiologia por el estfmulo de lactinaw y =e
manifissta por ta estimulacidn de la sndocitosis (3923, formacidn
de vesfculas citoplasmiticas (3%2,3%3) y ja estimulacidn de la
adenilato ciclasa (3354},



Fistnity

La lectinae de Ph., acutiigliug, mislada #n este trabajo, cowparte
izs varacterfaticas mwitogénicas e {inmunosupresoras con otras
lectinas, especialnents con Ph. Cocoineuy $211,212), £h. Jjupnglus
fi41,214,2171 y algunas variedades de Ph. yylosris (22, 93, 192,
193, 199, 203, 207-2089], £sto fue demostradao por la sncorpaoracion
de *"H=dTh en tinfocitos sepldnicos de ratdn {figura 8) ¥ por la
disminucidn de 12 respussta humaral anti-GRC (tabla Vi. Aungque la
poblacidn linfocitaria estinulada no se ldentificd se presume,
por comparacidn con otros phaseolus, Que son las celulas T y
svperimentos dirigidos a demoutrario deberan realizarue,

Pene a toda la informacidn eximtente sobre los efectos de las
tectinas on »! aistema inmune, el mecaniamo de supresidn no se ha
acltarado ¥, win lugar a dudas, otros experimentos habrdn de
reatizarse pare precisar lais! celulawmis) blanco, la forma de
interaccidn de Lla jectinas con lss células ¥ la clnética de
sstimulacidn con la #inatidad de encontrar uns explicacidn a)
macaniswmp de la inmunosupresidn mediada por lectipas,
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