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RESUMEN
En este estudio se purificaron tres isolectinas (IF1, IF2 

e IF3)  de la lectina de palo fierro (PF2) a partir de las semillas 
de Olneya tesota, usando cromatografía de afinidad, seguida 
de intercambio iónico. La isoforma más abundante de PF2 
(IF2) y la lectina de frijol PHA-L se utilizaron para identificar 
el patrón de reconocimiento hacia células mononucleares 
de sangre periférica humana por citometría de flujo. Todos 
los tipos sanguíneos (ABO) presentaron un perfil de recono-
cimiento similar por las lectinas. En particular, las estructuras 
oligosacáridas de los monocitos circulantes fueron recono-
cidas por IF2 y PHA-L con mayor intensidad que el resto de 
las células. Los linfocitos B y T presentaron una menor inte-
racción con IF2 que con PHA-L. Los receptores carbohidrato 
de IF2 pudieran ser usados como marcadores potenciales de 
monocitos en patologías asociadas con estas células.
Palabras clave: Lectina PF2;  Olneya tesota; Lectina de frijol 
(PHA-L), Phaseolus vulgaris.

ABSTRACT
In this study, three isolectins (IF1, IF2 and IF3) of palo 

fierro lectin (PF2) were purified by affinity and ionic exchan-
ge chromatography from Olneya tesota seeds. The most 
abundant isoform of PF2 (IF2) and PHA-L (Phaseolus vulgaris 
lectin) were used to identify the recognition pattern toward 
mononuclear peripheral blood cells using flow citometry. 
All blood types (ABO) presented a similar recognition profile 
for the lectins. Particularly, the oligosaccharide structures of 
monocytes were strongly recognized by both IF2 and PHA-L 
than those from other cells. Lymphocytes B and T presented 
less interaction with IF2 than with PHA-L. The carbohydrate 
receptors of IF2 could serve as potential markers for mono-
cytes in pathologies associated to these cells. 
Keywords: PF2 lectin; Olneya tesota, Phaseolus vulgaris (PHA-
L) lectin.

INTRODUCCIÓN
 Las lectinas son proteínas o glicoproteínas que reco-

nocen específica y reversiblemente a carbohidratos, dando 

lugar a la aglutinación o precipitación de polisacáridos y 
glicoconjugados (Goldstein et al., 1980; Kocourek y Horejsi, 
1981; Sharon y Lis, 1989). En el reino vegetal, las semillas de 
leguminosas se han destacado por ser una fuente rica de 
lectinas, llegando a constituir hasta el 10 % de la proteína 
total soluble (Van Damme et al., 1997).  Estas lectinas son un 
grupo de proteínas homólogas, cuya especificidad por car-
bohidratos varía ampliamente. En su mayoría son inhibidas 
por monosacáridos (Loris et al., 1998; Moreno et al., 2008), 
pero existe un número reducido de lectinas que únicamente 
son inhibidas por carbohidratos complejos, como las lectinas 
de Phaseolus vulgaris (PHA-E y PHA-L) (Cummings y Kornfeld, 
1982), Phaseolus acutifolius var. escumite (EsL) (Castillo-
Villanueva et al., 2007), Acacia constricta (Guzmán-Partida et 
al., 2004), Griffonia simplicifolia  (GS IV) (Loris et al., 1998) y 
Olneya tesota (PF2) (Vázquez-Moreno et al., 2000). PHA-E y 
PHA-L reconocen oligosacáridos biantenarios bisectados 
(estructuras abundantes en eritrocitos) y oligosacáridos tri y 
tetrantenarios (abundantes en leucocitos), respectivamente. 
La lectina PF2 de Olneya tesota es específica para oligosa-
cáridos triantenarios tetrasialilados (Urbano-Hernández, 
2007). 

 Por otro lado, las células presentan en su superficie 
una mezcla compleja de receptores y ligandos, los cuales 
son mediadores de la adhesión celular y de la comunicación 
célula-célula. Frecuentemente ambos componentes están 
glicosilados y proveen de señales a las células (Sampson et 
al., 2001). 

 La habilidad de las lectinas de leguminosas de  reco-
nocer carbohidratos de forma específica las hace excelentes 
herramientas para la investigación clínica, participando en  la 
identificación y caracterización de los oligosacáridos de po-
blaciones celulares, así como también para la identificación 
de las diferentes subpoblaciones de linfocitos presentes en  
algunos trastornos (Sampson et al., 2001;  Castillo-Villanueva 
et al., 2007; Porras et al., 2005). La lectina de Arachis hypogaea 
reconoce timocitos corticales inmaduros, mientras que la 
lectina de Glycine max fracciona esplenocitos T y B (Reisner 
et al., 1976a; Reisner et al., 1976b). La lectina de Helix pomatia 
ayuda en la identificación y aislamiento de células T (De Petris 
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y Takacs, 1983). Por otra parte, la lectina de Triticum vulgaris 
se usa en la purificación de linfocitos B (De Dios et al., 1986), 
mientras que la lectina de Amaranthus leucocarpus es especí-
fica para células T humanas y no reconoce linfocitos B (Ortiz 
et al., 1982; Zenteno et al., 1985; Lascurain et al., 1997; Porras 
et al., 2005). Asimismo,  EsL reconoce linfocitos T humanos 
(Castillo-Villanueva, et al., 2007).

Debido a las diferencias de afinidad de las lectinas por 
carbohidratos y a su uso en  la identificación de poblaciones 
celulares, este trabajo se enfocó en la identificación de las 
células de sangre periférica humana que, son reconocidas 
por las lectinas PF2 (IF2) y PHA-L, usando citometría de flujo.

MATERIALES Y MÉTODOS
Materiales y Reactivos 

Las muestras de sangre de todos lo tipos (ABO) fueron 
proporcionadas amablemente por el Centro Estatal de la 
Transfusión Sanguínea (CETS) en Hermosillo Sonora, a partir 
de donadores saludables. Las semillas de Olneya tesota fueron 
recolectadas de árboles maduros localizados a las afueras de 
la ciudad de Hermosillo, Sonora, México. La agarosa activada 
con divinil sulfona (Mini-Leak) fue adquirida de Kem-En-Tec 
(Hellerup, Denmark). HiTrap SP HP y Ficoll-Paque Plus, de GE 
Healthcare (Uppsala, Sweden). Los estándares de peso mole-
cular de amplio rango SDS-PAGE fueron de BioRad (Hercules, 
CA, USA). La leucoaglutinina (PHA-L) se obtuvo de Vector 
Laboratories Inc. (Burlingame, CA, USA) y el Alexa Fluor 488, 
de Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Los anticuerpos anti-CD4-
PE-Cy5, anti-CD8-APC, anti-CD14-APC-Cy7,  específicos para 
humanos, fueron de BD Pharmingen (San Diego, CA, USA). El 
anticuerpo CD20-PE se adquirió de BD-Biosciences (San José, 
CA, USA). La fetuina bovina y el resto de los reactivos fueron 
de Sigma Chemicals Co (St. Louis, MO, USA). 

Extracción de las Proteínas de Olneya tesota
La extracción de las proteínas de las semillas de Olneya 

tesota y la purificación de la lectina PF2 mediante cromato-
grafia de afinidad PF2 se realizó de acuerdo a la metodología 
propuesta por Vázquez-Moreno et al. (2000). 

Purificación de la Isolectina IF2
La presencia de isoformas de PF2  fue evaluada por 

cromatografía de intercambio iónico, siguiendo el procedi-
miento reportado por Guzmán-Partida et al. (2004). La lectina 
purificada por afinidad fue aplicada a una columna Hi-Trap SP 
(5 mL), acoplada a un  AKTA Purifier 100 System (GE Health-
care, Uppsala, Sweden) y equilibrada con amortiguador 
de NaH2PO4/Na2HPO4 0,02 M, pH 6,0. Las isolectinas fueron 
eluídas usando un gradiente lineal de concentración de NaCl 
(0 – 0,34 M) en el amortiguador de equilibrio. Las fracciones 
correspondientes a cada isoforma (IF1, IF2, IF3) fueron de-
tectadas a 280 nm y dializadas contra el amortiguador de 
fosfatos, para ser sometidas nuevamente a cromatografía de 
intercambio iónico bajo las mismas condiciones. Las fracción 

IF2 obtenida se dializó contra agua milli-Q, se liofilizó y se 
almacenó a -20 °C hasta su análisis y posterior uso.

Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (SDS-
PAGE)

La pureza de PF2 y sus isoformas se analizó por elec-
troforesis SDS-PAGE en condiciones reductoras de acuerdo a 
Laemmli (1970), usando un gel de gradiente lineal del 8-22 %. 
Se cargaron 4 µg de proteína en cada pozo y el gel fue teñido 
con azul de Coomassie. La masa molecular por subunidad 
de la lectina fue estimada por comparación con marcadores 
moleculares (BioRad).

Concentración de Proteína
La concentración de proteína se estimó de acuerdo 

al método de Lowry et al. (1951), empleando albúmina de 
suero bovino (BSA) como estándar.

Aislamiento de Células Mononucleares de San-
gre Periférica

Se tomaron muestras sanguíneas por punción veno-
sa de los tipos A, B, AB y  O.  La sangre fue recolectada en 
tubos al vacío con citrato de sodio, como anticoagulante. 
Cuatro mL de la sangre fueron cuidadosamente colocados 
en Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) y 
centrifugados de acuerdo a las indicaciones del fabricante. 
Las células mononucleares (PBMC por sus siglas en ingles) 
fueron aisladas de la capa de la interfase leucocitaria, lavadas 
con amortiguador salino de fosfatos (PBS) y suspendidas en 
solución de lisis (NH4Cl 0,15 M, KHCO3 1 mM, EDTA 0,2 mM) 
por 5 minutos  para remover los eritrocitos. El paquete ce-
lular fue lavado con PBS y las células fueron contadas en un 
hemocitómetro, para luego evaluar su viabilidad mediante la 
prueba de exclusión con azul de tripano.

Reconocimiento de Leucocitos Usando Citome-
tría de Flujo

El patrón de reconocimiento de las PBMC hacia  IF2 
y PHA-L fue analizado mediante citometría de flujo usando  
anticuerpos e isoformas de las lectinas conjugadas con el 
fluorocromo Alexa Fluor 488. Los anticuerpos monoclo-
nales anti-CD4-PE-Cy5, anti-CD8-APC, anti-CD14-APC-Cy7 
y anti-CD20-PE, específicos para humanos, fueron usados 
para  identificar a las células T cooperadoras CD4, células T 
citotóxicas CD8, monocitos y células B, respectivamente. Por 
su parte, IF2 y PHA-L fueron conjugadas con Alexa Fluor 488, 
siguiendo el protocolo del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA).

Aproximadamente 250 000 células fueron suspendi-
das en PBS e incubadas, en  obscuridad, con 10 µL de cada 
anticuerpo a 8 °C por 30 min. Las células fueron lavadas 
con PBS, centrifugadas a 204 x g por 10 min, resuspendidas 
nuevamente en PBS y analizadas en un citómetro de flujo 
FACScanto II (BD biosciences, San Jose, CA). Las fracciones 
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celulares correspondientes a monocitos y linfocitos fueron 
distinguidas por sus  propiedades características de disper-
sión frontal (FSC) y ortogonal (SSC). Se adquirieron al menos 
10 000 eventos en todos los experimentos. Se registraron los 
porcentajes de cada población y subpoblación celular, así 
como el valor lineal de la fluorescencia relativa (FR) de IF2 y 
PHA-L con el tipo celular. Las FR (transformadas a logaritmo 
de FR) del tipo sanguíneo, tipo celular e isolectinas se analiza-
ron por ANOVA y las medias se compararon con una prueba 
de Tukey-Kramer usando el software NCSS 2007 (Kaysville, 
Utah, USA).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
La lectina PF2 fue obtenida por cromatografia de 

afinidad con una columna de agarosa-fetuina, tal como fue 
descrito por Vazquez-Moreno et al. (2000). Para investigar la 
ocurrencia de isolectinas (isoformas), la fracción de lectina 
PF2 se aplicó a la columna HiTrap SP de intercambio iónico. 
PF2 mostró estar constituida por una mezcla de isolectinas 
que fueron resueltas en tres fracciones denominadas IF1, IF2 
e IF3, siendo eluídas con un gradiente lineal de NaCl. Cada 
fracción de lectina fue recromatografiada para lograr una 
mayor pureza (Figura 1). La homogeneidad aparente de la 
lectina PF2 y sus isoformas fue confirmada por electroforesis 
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y reductoras. 
Se observó en todas las fracciones una sola banda de 33 kDa 
(inserto en Figura 1). La presencia de isoformas en las lectinas 
de leguminosas ha sido bien documentada. Por ejemplo, las 
lectinas de Phaseolus vulgaris, Acacia constricta, Phaseolus 
lunatus y Phaseolus acutifolius tienen una mezcla de isofor-
mas con distintas características moleculares y propiedades 

biológicas (Leavitt et al., 1977; Roberts et al., 1982; Guzmán-
Partida et al., 2004; Castillo-Villanueva el al., 2007). 

Debido a la abundancia de IF2  y a que no presentaron 
diferencias en términos de reconocimiento de carbohidratos 
con las otras isolectinas, esta fracción proteica fue selecciona-
da para realizar el análisis de  reconocimiento por leucocitos. 
La lectina de frijol PHA-L fue adquirida comercialmente.

 Una vez  eliminados los eritrocitos de las muestras 
de sangre periférica, la identificación de las células se realizó 
mediante la  incubación con anticuerpos anti-CD y con las 
lectinas de estudio, ambos marcados con fluoresceína  y  su 
posterior análisis se realizó por citometría de flujo. Los anti-
cuerpos monoclonales anti CD se unieron a las células que 
expresan el antígeno en particular (Figura 2).  Los linfocitos 
T  fueron reconocidos por anti-CD4 y anti-CD8, mientras que  
los linfocitos B con anti-CD20.  El análisis estadístico de los 
resultados mostró que, tanto los  linfocitos T como los B  tie-

Figura 1. Purificación de la lectina PF2 y sus isoformas por croma-
tografía de intercambio catiónico en un columna HiTrapSP. Inserto: 
análisis electroforético SDS-PAGE de  PF2 e isoformas. (E) Estándar 
de peso molecular.
Figure 1. Purification of PF2 lectin isoforms by cation-exchange-
chromatography on HiTrapSP. Insert: SDS-PAGE analysis of PF2 
lectin and isoforms. (E) Molecuar weight standards.

Figura 2. Patrón de reconocimiento de células mononucleares me-
dido como logaritmo de la fluorescencia relativa usando citometría 
de flujo. (A) Reconocimiento por tipo sanguíneo. (B) Reconocimien-
to por tipo de isolectina. 
Figure 2. Mononuclear cells binding pattern measured as loga-
rithm relative fluorescence using flow citometry. (A) Recognition by 
blood type. (B) Recognition by isolectin type.
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nen  una fluorescencia relativa (log de  FR) significativamente 
menor  a la presentada por  los monocitos (identificados con  
anti-CD14).   El patrón de reconocimiento por las distintas 
células fue similar en todos los tipos del sistema ABO (Figura 
2A). Esto indica que los antígenos reconocidos por sus res-
pectivos anticuerpos anti-CD se presentaron en cantidades 
similares en todas las células de los distintos tipos sanguí-
neos.

Bajo las mismas condiciones de análisis, cuando se 
usaron las lectinas IF2 y PHA-L  ambas presentaron  una afi-
nidad similar  para las células identificadas como monocitos 
(Figura 2B).  No hubo diferencia significativa entre los valo-
res de las lectinas por los monocitos. Por otro lado, con los 
linfocitos,  PHA-L presentó una señal superior a la respuesta 
de IF2. Esta diferencia se puede atribuir a que IF2 reconoce 
únicamente a oligosacáridos  triantenarios,  mientras que  
PHA-L tiene afinidad a oligosacáridos tri y tetrantenarios, es 
decir que la respuesta de PHA-L representa la suma de dos 
clases de oligosacáridos.  Además, esto apunta  a que en las 
membranas de los monocitos se tienen  más oligosacáridos 
afines a la IF2 (hasta nueve veces más) que en los linfocitos 
B o T; o bien, a que la disponibilidad de estos oligosacáridos 
sea mayor.  La diferencia en el reconocimiento entre linfoci-
tos y monocitos usando PHA-L fue menor por la razón antes 
señalada. Es importante indicar que  los leucocitos de todos  
los diferentes tipos sanguíneos  presentaron distribuciones 
similares a los discutidos (datos no mostrados). 

Nuestros resultados respaldan  lo señalado en otras 
investigaciones sobre  la diversidad de las estructuras de los 
oligosacáridos presentes en las membranas y al hecho de 
que la glicosilación varía entre las células y por la etapa de 
madurez del organismo,  presentando diversas proporcio-
nes en sus carbohidratos complejos (Motoyoshi et al., 1990, 
Baum et al.,  1996; Wu et al., 1996; Mérant et al., 2005; Hossler 
et al., 2009). Las diferencias en la glicosilación de las células 
es atribuida a la expresión diferencial de glicosiltransferasas 
y a la disponibilidad de sustratos para las mismas (Baum et 
al., 1996;  Gillespie et al., 1993; Mérant et al.,  2005; Hossler et 
al., 2009).  Además, la expresión de carbohidratos varía con la 
etapa de desarrollo, la diferenciación y el tipo de células, tal 
y como se encontró en un estudio histoquímico usando  las 
lectinas PF2 y PHA-E donde se observó que PF2 reconocía a 
las células B de tejidos linfoides provenientes de biopsias de 
niños de tres meses de edad. En cambio, PHA-E tiñó restrin-
gidamente a las regiones ricas en células T del bazo y ganglio 
(Urbano-Hernández , 2007). 

CONCLUSIONES
 Las membranas de los leucocitos circulantes pre-

sentan una diversidad de estructuras de oligosacáridos, las 
cuales  pueden ser identificadas por medio de lectinas. En 
el presente trabajo se estableció el reconocimiento celular a 
partir de sangre periférica de adultos utilizando  la isoforma 
más abundante de PF2 y PHA-L. Las lectinas IF2 y PHA-L  
reconocieron a los oligosacáridos triantenarios presentes 
de manera abundante en los monocitos, poniendo de mani-

fiesto su reducida presencia en los linfocitos B y T en todo el 
sistema ABO. Estas variaciones en la expresión de los carbo-
hidratos hacen de las lectinas una herramienta importante 
para la identificación y separación de células sanguíneas. En 
particular, IF2 podría tener un gran potencial de aplicación 
como marcador en investigaciones relacionadas con cambios 
en la expresión de carbohidratos y en patologías asociadas 
con monocitos circulantes.
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