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RESUMEN

Se obtuvieron preparaciones crudas de fitohemaglutinina (PHA) a partir de
frijol colorado (Phaseolus vulgarispor 2 métodos: extraccion acuosa y
extraccion acida. Por el método acido se obtuvieron mejores resultados en
cuanto a concentracion de proteinas y pureza de la misma. Se empleé la
cromatografia en hidroxiapatita para separar las isoformas que forman la PHA
y se obtuvieron 5 fraccciones proteicas que se evaluaron funcionalmente junto
con las preparaciones crudas, a través de sus propiedades eritroaglutinantes y
leucoaglutinantes. A medida que se aumento la fuerza i6nica del medio se observé
que las fracciones obtenidas presentaban una disminucion relativa de la actividad
leucoaglutinante, asi como un incremento relativo de la actividad
eritroaglutinante. Las preparaciones crudas y las fracciones se evaluaron
electroforéticamente y se obtuvieron bandas muy similares a la de la PHA
patron utilizada.

Descriptores DeCSFITOHEMAGLUTININAS.

La fitohemaglutinina (PHA) se obtiene una actividad mitogénica y leucoaglu-
a partir de diferentes variedades de frijol tinante potente, sin embargo, no presenta
pertenecientes a la espedihaseolus  actividad eritroaglutinante, mientras que la
vulgaris.Es una proteina que presenta una E4 tiene actividad eritroaglutinante muy
potente actividad mitogénica que también fuerte pero no muestra actividad
es capaz de aglutinar distintos tipos de leucoaglutinante. Las isolectinas restantes,
células, tales como eritrocitos y leucocitds. L3E2 y LE3, presentan actividad

La PHA esta constituida por una leucoaglutinante y eritroaglutinante
mezcla de 5 isolectinas tetramétricas (L4, proporcionales a las cantidades de
L3E, L2E2, LE3 y E4) con propiedades subunidades E vy £2
biolégicas diferentes, las cuales estan El objetivo de este trabajo es la
formadas por varias combinaciones de 2 obtencién de preparados de PHA a partir
subunidades L y E. La isolectina L4 tiene del frijol colorado mediante 2 métodos



diferentes de extraccion, asi como el estudio equilibrado con solucién amortiguadora de

preliminar de laseparacion y evaluacion
biologica de sus isoformas.

METODOS

Se utilizo frijol colorado (variedad
"Cueto") de alta calidad suministrado por
INIFAT. Se emplearon 2 métodos de
extraccién en paralelo para obtener la
fitohemaglutinina mezcla (PHA-M).

Método 1 extraccién acuosa y
precipitacion saliné.

Se tomaron 100 g de harina de frijol y

fosfato (Na2HPQ 0,005 M/NaCl 0,1 M;
pH = 6,8). Para la elucion de las fracciones
se empled un flujo continuo de 0,5 mL/min
con un gradiente discontinuo de fuerza
iGnica creciente de solucién amortiguadora
de fosfato. Cada fraccion se monitore6 a
280 nm con un registrador acoplado a un
cromatografo liquido (FPLC). Se concentré
por ultrafiltracion en AMICON 8050
(membrana YM-30). La concentracion de
proteinas totales se determind antes y
después de la ultrafiltracion.

La evaluacion electroforética se realizd
en geles de poliacrilamida con SDS a la PHA-

se sometieron a extraccion en frio en 500 M, a la PHA-M patron y a las 5 fracciones

mL de agua destilada. Luego se realiz6 una obtenidas

precipitacion acida con acido clorhidrico
(HCI) 5 M hasta pH = 4,6 y se centrifugo
a 3000 rev/min durante 30 mina 4 °C.

Al sobrenadante se le reajusto el pH
hasta la neutralidad y se realiz6 una
precipitacion salina con (NH4) 25a) 60 %.

Método 2 combinacion de extraccion
acida con 2 precipitaciones salinas
(Laboratorio Central de la Defensa Civil:
Informe Técnico sobre Método de
Obtencion de Fitohemaglutinina, 1996).

Se tomaron 100 g de harina de frijol y
se realiz6é una extraccion en frio en 100 mL
de HCI 0,1 N. Posteriormente se centrifugd
a 3 000 rev/min durante 30 mina 4 °Cy al

sobrenadante obtenido se le realizd una(d

precipitacion salina fraccionada con (NH4)
280, al 15y 80 %, respectivamente.
En ambos métodos el precipitado final

se resuspendio en agua destilada y se dializd

contra la misma en una relacion 1/5. El
producto final se clarificd en un equipo de
filtracion Sartorius.

La concentracién de proteinas se
determiné por el método de Macart, con la
utilizacion del reactivo azul de Coomassie.

La separacion de las isoformas se

por cromatografia en

hidroxiapatita. Se emple6 una PHA-M

patron comercial de la DIFCO de 1 mg/mL
de concentracién y colorante Coomassie
blueR-250 como revelador.

La actividad bioldgica de las muestras
se evalu6 a través de su actividad
leucoaglutinante y eritroaglutinante. Esta
Gltima se estudia mediante diluciones
seriadas de eritrocitos O Rh D positivo al
2 %, incubados a temperatura ambiente
durante 1 h. Se observo la reaccion de
aglutinacion macro y microscopicamente
segun la técnica de Rigas y Osgéod.

Los leucocitos de sangre periférica se
aislaron por un gradiente Ficoll-Hypaque
= 1,077 g/mL). La actividad
leucoaglutinante se clasific6 de acuerdo
con el método de Lenier y otrds.

RESULTADOS

En la tabla 1 se presenta el
comportamiento de las proteinas totales
extraidas por los 2 métodos empleados y
los estadigrafos media y desviacion
estandar para ambos métodos; mientras que

hidroxiapatita (CENICY, en la que se
aplicaron 10 mL del extracto de PHA-M
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concentracion de proteinas y proteinas
totales tanto de ambos extractos, como de



las fracciones correspondientes a los picos PHA-M patron (1/512), las fracciones 1,1y
cromatograficos. 2 no presentaron actividad, mientras que

Los resultados electroforéticos de la las fracciones 3 y 4 presentaron
PHA-M, asi como de las fracciones eritroaglutinante de 1/256 en los 2 métodos

obtenidas por ambos métodos, muestran @nalizados (tabla 3). _

una banda entre los 125 y 138 KD que La acuwdgd leucoaglutinadora de las

coincide con la de la proteina intacta (patron P.HA'M obtenidas por,ambos métodos fue
de la DIFCO). En el caso de la PHA-M S'm'l‘.”“ a la del patron (1+) y la Qe las

obtenida por él método 1 se presenta c’trafracuones correspondientes a los picos 1,1

fue mayor (2+ 6 3+) que la de los Ultimos 3
banda en los 96 KD, que no esta presente yor ( )4 y

: > 4 (1+ 6 +/-) en los 2 métodos empleados
en la PHA-M obtenida por el método 2. (tabla 4).

TABLA 1.Valores de proteinas totales correspondientes a

cada método de extraccion
Valores de proteinas totales (mg) DI S C U S I 0 N
Experimento Método 1 Método 2
1 5105 1022 Los valores que se observan en la tabla
§ gggg } ggg 1 evidencian que el método de extraccion 2
4 5000 1035 posee un rendimiento en proteinas totales
5 o ?023 5 1 042)355 1886 de casi el doble que el método 1, por lo que
+ 4, 4 +18, , . .,
’ es mas efectivo para la extraccion de esta
Media + desviacion estandar. proteina_
Desde el punto de vista de la
TABLA2.Va/oresdeconcentraciépdeproteinasyprotg/nas composicic’m cualitativa de las isolectinas,
totales de la PHA-M de ambos métodos y de las fracciones . .
correspondientes no parece que haya diferencia entre ambos
- - métodos, por la similitud que presentan los
Volumen Concentracion de Proteinas
Muestra (mL) proteinas (mg/mL) totales (mg) cromaf[ogramas de_ los extractos. _En ellos se
P 500 pgu e obtuvieron 4 picos como informo
raccion | s X . ., .
Fraccion 1" 7,00 0.48 347 Lagomasingobtencion de la PHA-L a partir
EraCC!{)n g Z?’SS S,Sg %gg de PHA-M mediante hidroxiapatita. Informe
raccion R s s 4 H
Fraccion 4 1150 059 6.78 Técnico 85-IL-03 del Departamento de
EHA-W ; 1838 1 8’?? 3,28 Bioguimica del Instituto de Nefrologia, 1985:
raccion y s s .
Fraccion 1' 11.00 067 737 3-11). El pico 1 en ambos casos presenta un
Fraccion 2 12,50 4,86 60,75 hombro en la parte interior (que
Fraccion 3 19,90 0,68 13,53 . . , L
Fraccion 4 12,50 0.74 925 denominamos pico 1'), lo que indica la
PHA-M2 10,00 10,40 104,00 presencia de otra proteina que eluye con

un tiempo de retencion casi idéntico que el
primero, por lo cual se colectaron de forma
independiente para su estudio (fraccion 1
de 1.

Las fracciones cromatograficas
obtenidas a partir de la PHA-M procedentes

de los métodos 1 y 2 presentan bandas Leavi 4o . 5 pi
electroforéticas entre 30 y 33 KD eavitty otros”comunicaron 5 picos

correspondientes con el peso molecular de correspondientes a 5 isolectinas obtenidas
las subunidades de la PHRA. por medio de una combinacion de
La actividad eritroaglutinante de la cromatografia de afinidad con intercambio

PHA-M en ambos métodos coincide con la i6nico. A nuestro juicio, una modificacion
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TABLA 3. Actividad eritroaglutinadora de la PHA-My sus fracciones correspondientes obtenidas por los métodos de extraccion

1y2
Diluciones dobles de las muestras vs. eritrocitos al 2 %
Muestra Puro 2 3 8 16 32 64 128 256 512 1024
PHA-M patréon 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ +/- 0
PHA-M1 4+ 3+ 3+ 2+ 2+ 2+ 1+ 1+ +/- 0
Pico 1 0
Pico 1' 0
Pico 2 2+ 1+ 0
Pico 3 4+ 4+ 3+ 2+ 1+ +/- 0
Pico 4 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 1+ +/- 0-
PHA-M2 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0
Pico 1 0
Pico 1' 2+ +/- 0
Pico 2 4+ 3+ 2+ +/- 0
Pico 3 4+ 3+ 3+ 2+ 2+ 2+ 2+ 1+ 0
Pico 4 4+ 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 2+ 2+ +/- 0

TABLA 4. Actividad leucoaglutinante de la PHA-My sus
fracciones correspondientes obtenidas por los métodos de
extraccion 1y 2

Muestra Actividad leucoaglutinante

PHA-M patrén 1+

PHA-M1 1+
Pico 1 2+
Pico 1' 3+
Pico 2 2+
Pico 3 1+
Pico 4 +/-
PHA-M2 1+
Pico 1 2+
Pico 1' 3+
Pico 2 2+
Pico 3 1+
Pico 4 +/-

en el sistema de elucion inicial en la
cromatografia empleada nos permitira
obtener una mejor separacion de las
fracciones 1y 1"

La cantidad de proteinas totales (tabla 2)
del conjunto de fracciones obtenidas es
ligeramente superior para el método 2, lo

incluye una precipitacion previa que puede
eliminar otras proteinas contaminantes.

Los resultados obtenidos en cuanto a
la actividad eritroaglutinante y leuco-
aglutinante en ambos métodos indican que
las fracciones 1y 1' contienen las mayores
concentraciones de las subunidades
isoférmicas L, mientras que las 3y 4
contienen las mayores concentraciones de
E, lo que esta de acuerdo con los datos
publicados por otros autorés.No
obstante, se debe modificar el sistema de
elucion utilizado en la cromatografia en
hidroxiapatita, con el objetivo de mejorar la
resolucion en la separacion de las fracciones
ly1l.

La PHA-M obtenida a partir de los 2
métodos empleados resultd adecuada para
ser utilizada en el estudio de las isoformas
de la fitohemaglutinina, sin embargo, el
método de extraccion 2 fue superior al 1 en

que resulta ser una consecuencia de lacuanto arendimiento en proteinas totales y

mayor extraccion obtenida por éste.
La ausencia de la banda electroforética
en los 96 KD para la PHA-M obtenida por

pureza de la PHA-mezcla obtenida, por lo
gue desde el punto de vista practico es mas
conveniente utilizar el método de extraccion

el método 2 en relacién con el método 1, se 2 para el estudio de las isoformas de la
debe probablemente a que el método 2 fitohemaglutinina.
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SUMMARY

Raw preparations of phytohemagglutinin (PHA) were obtained from red bean
(Phaseolus vulgarjsby 2 methods: aqueous extraction and acid extraction.
Better results were obtained with the acid methods as regards the protein
concentration and its purity. Hydroxyapatite chromatography was used to
separate the isoforms forming the phytohemagglutinin. 5 protein fractions
were obtained and functionally evaluated together with the raw preparations
through their erythroagglutinating and leukoagglutinating properties. As the
ionic force of the medium increased it was observed that the fractions obtained
presented a relative decrease of the leukoagglutinating activity as well as a
relative rise of the crythroagglutinating activity. The raw preparations and the
fractions were electrophoretically evaluated and bands very similar to that of
the PHA used as a pattern were obtained.

Subject headingsPHYTOHEMAGGLUTININS.
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