Tixemo. Sr. Presidente.
Iixcmos. Sres, Académicos:,
Sefioras y Sefiores:

En primer lugar, quiero expresar publicamente, sefiores Acadé-
micos, toda la gratitud que os debo por la elevada e inmerecida
distincién que me habéis otcrgado al designarme para ocupar un
sillén de esta Real Academia.

Muche camino he recorrido desde que hace ya bastantes afios,
siendo alumno de Técnica Fisica, me incorporé, llamado por el Pro-
fesor Otero, a un pequefio laboratcrio situado, probablemente, en el
mismo lugar geografico donde ahora nos encontramos. Alli aprendi
—tenia huen maestro— a efectuar analisis de sedimentacién de fondos
marinos, y ese fue mi primer contacto con la investigacion, el que
hizo despertar mi vocacidn v el que me hizo ver, también, la amplitud
de los horizontes de la Farmacia.

Con él y con todos cuantos me han ayudado en-el transcurso de
mi vida, mis maestros de aver v de siempre, mis compafieros, mis
colaboradores en las tareas docentes e investigadoras, quisiera vo
compartir este alto honor que hoy se me confiere.

Mucha ha sido la ayuda que he necesitado y mucha la que he
recibido. Permitidime que sdlo cite a tres personas, que ya no estan
entre nosotros, y que hoy, alld en las aituras, compartirdn su alegria
con la de nuestros amigos de aqui. Mi Profesor, Ramén Portillo,
junto al cual he paszado por todos los escalones de la docencia uni-
versitaria, v del que nunca podremos olvidar los que le tratamos
personalmente, su gran calidad cientifica y humana, plena de com-
prensidn, de sencillez y de modestia. Que estas palabras sirvan como
homenaje de respeto a la memoria de su vida ejemplar,

Mi compafiero de Claustro, José T.ucas Gallego, con el que estuve
siempre muy identificado, y del que recibi, aparte de su amistad que
me honrdba, no =dlo cuanta ayuda solicité. sine también, la que,
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conociendo mi innata timidez, él me adivinaba. A él se debe, durante
su periodo al frente del Decanato de nuestra Facultad de Farmacia,
la creaciéon y dotacion del Laboratorio de Teéenicas Instrumentales.
que actualmente dirijo. Su vida ejemplar es para mi un recuerdo per-
manente.

Mi colaborador, Angel Lépez Dolara, entranable amigo, al que
orienté en la realizacién de la primera de las tesis doctorales sobre
fitohemaglutininas, De él aprendi su admirab'e paciencia en la labor
cotidiana, con orden, sin horas, sin exigencias de ningtn tipo: su
conformismo ante las adversidades, sin un mal gesto: su gran com-
painierismo, siempre diligente en la aynda a los demas y su culto a la
amistad. Su prematura muerte no: dejé un hueco dificil de lenar.

Vengo a ocupar !a vacante que dejara el Excmo. Sr. D. Antonio
Pizarroso Villarejo. v el glosar brevemente su vida y :u admirable
dedicaciéon a Ja Farmacia, constituve para mi una honrosa obligacién.

En su breve apunte biografico hallamos aspectos que parecen
increibles, pero a los que tuvieron 'a suerte de recibir sus ensefanzas,
y a los que. como en mi caso. ademés. colaboraron con él y con su
maestro, el Profesor D. Obdulio Fernandez, en sus trabajos de
investigacion. sabemos bien que todo era posible para el Profesor
Pizarroso.

Nace en la Villa de Sancti-Spiritus (Badajoz) el 24 de agosto de
1879, A los catorce afios entra de aprendiz en la farmacia de su loca-
lidad. sabiendo va leer correctamente en latin, imprescindible por
aquel entonces para interpretar la Farmacopea, con sus sinonimias
latinas v las prescripciones de algunos médicos. Después de un afio
pasa a la farmacia de pueblo de Siruela. en donde aprende a elaborar
todas las preparaciones oficinales. A los dos afios ya le tenemos en
Badajoz, donde simultanea sus trabajos en la farmacia de D. Pedro
Soria con los estudios eclesiasticos, como alumno externo, en el
Seminario Conciliar, aprobando hasta el tercer curso.

Llamado a cumplir el servicio militar, es destinado al Laboratorio
Central de Medicamentos, y al licenciarse ya no abandona Madrid,
porque se incorpora a una sociedad benéfico-sanitaria titulada «La
Esperanzan. Veinte afios trabaja en esta empresa. en cuyo tiempo. v
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costeado por la misma, realiza sus estudios de Licenciatura y Docto-
rado en Farmacia, a la vez que se encarga de las siete farmacias que
llegd a tener dicha entidad.

No hay error en los datos que siguen respecto a sus estudios.

En junio de 1910, a los treinta y un afios de edad, hace el examen
de ingreso en el Instituto de San Isidro y al afio siguiente, el 30 de
junio de 1911, aprueba el examen de Revalida del Grado de Bachiller.

IEn septiembre de ese mismo afio aprueba parte del preparatorio,
y en el curso de 1911 a 1912 ingresa en la Facultad de Farmacia,
realizando los examenes de Revélida de la Licenciatura el 27 de junio
de 1913. Empieza sus estudios de doctorado, v desde ese momento
se inicia st colaboracién con el Prof. D. Obdulio Fernandez en la
Catedra de Anilisis de Medicamentos Organicos. En 1919 presenta
su tesis doctoral sobre «Estudio de algunos fermentos de semillas
oleaginosas (sintetasas y lipasas)», que obtiene la calificacién de
sobresaliente.

Si los avatares de ta vida le hacen llegar un poco tarde a la Uni-
versidad. su espiritu juvenil harid bien fecundos en la docencia e
Jnvestigacién sus cuarenta aios de colaboracién con el Maestro don
Obdulio Fernandez. Fn septiembre de 1919 obtuvo por concurso-
oposicidn la plaza de Profesor Auxiliar de -Anilisis de Medicamentos
Orgénicos, cargo que mantuvo hasta su jubilacién en 1960. Una
veintena constituyen sus trabajos de investigacién, orientados prefe-
rentemente al estudio de las enzimas en semillas oleaginosas, y publi-
cados en los Anales de la Sociedad Espafiola de Fisica y Quimica,
v en los de la Real Academia de Ciencias, En uno de ellos, «Supuesta
leucoantocianidina de algunas cubiertas de semillasy, me cupo el
honor de colaborar.

Es ejemplar la constante laboriosidad que caracteriza todas las
etapas de su vida, lo que le permite compaginar sus tareas universi-
tariag con la ayudantia de 1a Seccién de Quimica del Tnstituto Nacional
de Higiene, Alfonso XIII, del que era Director D. Santiago Ramém
v Cajal, v lefe de la Seccién D. Obdulic Ferniandez. En los afios 1934
y 1935 ocupd la presidencia de la Seccidn de Quimica Organica emr
esta Academia de Farmacia y colaboré con Ja industria farmacéutica,
como Director Técnico del Tnstituto Thirf.

Iistos datos —hay muchas mis cosas admirables en su vida— no
reflejan, sino muy hrevemente, la personalidad, la categoria- humana
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del Profesor Pizarroso, que prestigid a nuestra profesidn con sn
huen hacer, y a quien me honro en rendir puiblico homenaje v el mas
vespetuozo recuerdo.

Al contemplar las posibles alternativas sobre las que podria versar
mi discurso de ingreso en esta Real Academia, he considerado como
to mas conveniente desarrollar el tema de las fitohemaglutininas en
su dimension actual, no sélo por lo que pudiera ofrecer de contribu-
cién personal, indudablemente modesta, sino por considerarlo un
tema muy farmacéutico, de esos en los que realmente puede obser-
varse con toda su dimensién los grandes horizontes (botanicos, fisio-
logicos, hioquimicos. microbiolégicos, parasitolégicos, farmacodini-
micos, analiticos, etc.) que nosotros vemos en la Farmacia, y muy
demostrativo a la vez. de la informacién que puede obtenerse con
el uso adecuado de las modernas Técnicas Instrumentales.

1.AS FITOHEMAGLUTININAS O LECTINAS

Sustancias que poseen la propiedad de unirse a los hematies y
aglutinarlos, las encontramos ampliamente repartidas en la natura-
leza, tanto en especies animales como en especies vegetales.

A las procedentes de plantas, por lo general de sus semillas, se
les denomina fitohemaglutininas o lectinas. nombre este iiltimo pro-
puesto por Boyd (1), con el que se quiere significar el poder selectivo
de algunas de ellas en su interaccién con determinados tipos de
hematies.

Los primeros hallazgos se remontan a 1888 en que Stillmark de-
Thuestra la actividad aglutinante de los extractos de semillas del
Ricinus communis, achacable a la presencia en los mismos de una
proteina muy téxica, a la que se le denominé ricina, aunque méis
adelante tendremos ocasion de comprobar que ello no es rigurosa-
mente cierto. La actividad antigénica de dichos extractos, junto a
los de las semillas del Abrus precatorius, permitieron a Erlich, afios
mis tarde, dar los primeros pasos en los trabajos que le llevaron
al establecimiento de ciertos principios fundamentales de la moderna
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Inmunologia. Demostro, por ejemplo. que un animal podia hacerse
inmune a una dosfs mortal de ricina. por inyecciones subcutaneas
tepetidas de pequenas cantidades del extracto, e igunalmente, que el
suero de este animal inmune podia neutralizar el efecto téxico de la
ricina. La especificidad y la reversibilidad de la reaccion antigeno-
anticuerpo fueron otros tantos experimentos realizadosz con estas dos
lectinas téxicas: ricina y abrina.

En 1908, Landsteiner y Raubitschek pusieron de man'fiesto que
la actividad aglutinante de diferentes extractos de semillas dependia
del animal del que procedieran los hematies utilizados en las expe-
riencias. A pesar de estos trabajos, durante muchos afos se estuvo
en la creencia de que la accién aglutinante de estas sustancias era
inespecifica, hasta que en 1948 v 1949, Renkonen (2) y Bovd v Re-
guera (3) descubren la presencia en determinadas semillas, de fito-
hemaglutininas especificas para los hematies de determinados grupos
sanguineos humanos.

Desde ese momento no han dejado de estar de actualidad los
trabajos con estas complejas sustancias, en las que se han evidenciado
nuevas v :orprendentes propiedades bioldgicas. algunas de las cuales
Feran descritas mas adelante. de forma resumida.

ATISLAMIENTO Y CARACTERIZACION

Gran cantidad de trabajos con lectinas se han llevado a cabo em-
pleando directamente el extracto crudo de las semillas. Ha sido, sin
embargo, una constante preocupacion de todos los investigadores
en este campo, el tratar de conseguir el aislamiento de dichas sus-
tancias para, tras su caracterizacién, intentar dar explicacién a los
procesos de interaccién a que dan origen.

En la actualidad, y gracias a los poderozos métodos instrumen-
tales preparativos, dicho aislamiento estd siendo posible, por lo que
son numerosas las fitohemaglutininas caracterizadas en estos tres
ultimos afios.

Por lo general, los diferentes pasos de purificacion pueden cou-
trolarse midiendo las respectivas actividades aglutinantes frente a
hematies, con la técnica de las diluciones seriadas. y determinacidn
del punto final, bien por obhservacién directa de la aglutinacién o
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por espectrofotometria, relativamente mas segura. A titulo informa-
tivo sefialaremos que una fitohemagiutinina altamente purificada,
bajo condiciones experimentales adecuadas, puede presentar actividad
aglutinante a concentraciones tan bajas, como la de 0,1 wg/cm®

Un esquema de purificacion, muy 1til en la mavoria de los casos,
puede ser el siguiente:

1. Extraer la semilla pulverizada con H,O. solucién salina fisio-
logica, o «buffern de fosfatos de pH = 7,4 en la proporcion de 10
por 100. La extracciéon puede prolongarse por doce a catorce horas
en frigorifico. al cabo de las cuales se centrifuga la suspension a
12,000 g. durante quince minuto:, recogiéndose el sobrenadante. que
constituye el extracto bruto.

¢) o

22 Calentar el extracto a 60” C durante veinte minutos para inac-
tivar los diferentes complejos enzimaticos. Centrifugar a continuacion
v recoger el sobrenadante. Por supuesto que este tratamiento sélo
se efectuara en el ca:o en que hava sido probado que la fitohemaglu-
tinina de estudio es 1ermoestable a dicha temperatura.

3.2 Al sobrenadante se le afiadirda SO,(NH,). solido para conse-
guir saturaciones del 30, 40, 60 u S0 por 100. segun los caszos. El
precipitade formado se recoge por centrifugacion v se redisuelve en
agua destilada o en buffer de fosfato 10 mM de pH 6,5 a 7,5.

4> Dializar esta solucion a 4° C frente a un volumen 100 veces
mayor de agua, operacion (ue se repite una vez mas.

A partir de esta solucion, y vista la propiedad de ciertas lectinas
de unirse a moléculas de glicidos. especifica y rever:iblemente, seran
las téenicas cromatogrificas de afinidad las que van a permitir el
aislamiento de estas sustancias. en ocasiones con un :olo paso sohre
la columna cromatografica.

Con seguridad que. la fitohemaglutinina mas estudiada hasta el
presente, es la concanavalina A, obtenida de las semillas de la Cana-
valia enstformis. Su aislamiento se efecttia sobre columnas de Sepha-
dex G-50 6 G-100, usando como eluyentes solucion 0,1 M de D-glu-
cosa y 1 M de CINa. o bien con «buffern glicocola-CIH de pH 2.

La concanavalina A es una proteina que puede ser cristalizada,
estando constituida por una mezcla de sub-unidades, todas ellas unas
simples cadenas polipeptidicas, con un peso molecular de 25.500. Tn
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ocasiones estas sub-unidades pueden estar desdobladas en dos frag-
mentos, lo que depende, al parecer, del método de purificacién seguido.

IEl estudio de su estructura resulta complicado por los procesos de
asociacion de las sub-unidades dependientes del pH. Asi, a valores
de pll inferiores a 4,6, la concanavalina A en solucién se encuentra
como una especie molecular simple, formada por dos subunidades
intactas o “fragmentadas, con un peso molecular de alrededor de
55.0000. A pH superiores a 5,6 se forma un tetrdmero de peso mo-
lecular 112.000. A pH 7 y superiores. la formacién de estos tetrameros
va acompafiada, en un proceso dependiente del tiempo, de un entur-
biamiento de la solucién, lo que parece indicativo de la formacién
de nuevos agregados superiores. Iiste proceso no se verifica cuando
en la solucidén se encuentra presente la D-glucosa y concentracidn
0,01 M,

L.a existencia de e-pecies moleculares multiples se pone de mani-
fiesto en los ensavos de electroforesis y de electroenfoque. En este
ultimo caso aparecen hasta ocho bandas de proteinas, que se reducen
a dos, si la muestra de concanavalina A es incubada previamente con
D-glucosa o D-manosa, mecanismo éste poco explicado en la actua-
fidad, pero que se produce igualmente en la fitohemaglutinina obtenida
de la Sophora japonica.

Cada una de las subunidades es portadora de un grupo receptor
para los aziticares, llevando unida, ademéas, un ion Ca®**t y uno de
Mn** (o cualquier otro metal del grupo de transicién) en sitios dife-
rentes, distantes 5,3 A.Al parecer, la presencia del metal del grupo
de transicién es condicidn necesaria para el enlace del ion Ca®t. y
la de ambos iones para el enlace del azfcar.

Los estudios con rayos X a 2 A de resolucion han permitido esta-
blecer la estructura tridimensional de la concanavalina A. La sub-
unidad contiene 288 aminoacidos, siendo de forma globular, con unas
dimensiones de 42 x 40 x 30 A, y la unidon de las cuatro subunidades
idénticas, forman la molécula tetrimera de configuracién pseudote-
traédrica.

Los anilisis por dicroismo circular, en la regiéon del ultravioleta
proximo, en presencia de metil z-D-manopiranosa, sugiere que su
enlace con estos azicares a pH proxmmo a 7, va acompafiado de
cambios conformacionales de la molécula de concanavalina A.

La luminiscencia de esta molécula también avuda a comprender
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los posibles cambios contormacionales. [&n este caso, al contener las
subunidades siete residuos de tirosina y cuatro de triptéfano. se
puede considerar, de acuerdo con la nomenclatura de Teale (4) como
una proteina de la «clase By en las que, tanto su fluorescencia como
su fosforescencia estin dominadas por los residuos de triptofano, por
lo que la longitud de onda del maximo de emision se sittia alrededor
del mismo valor que corresponde al triptdfano libre. Si sé enlaza la
metil-x D-glucopiranosa, se origma una ligera disminucién de su fluo-
rescencia, mientras que, por el contrario, la eliminacién de Ca®**
y del Mn?** Ja incrementa ligeramente. Por su parte, el cociente de
las seriales de fluorescencia: fosforescencia y el tiempo de vida de
la fosforescencia resulta ser similar al del triptofano (5).

Transformaciores quimicas de la concanavalina A tetrdmera por
succinilacidn o acetitaciéon la convierte en la forma dimera, sin que
se modifiquen sus capacidades de enlace para los aziicares, ni sus
propiedades biologicas, especialmente en lo referente a su actividad
mitogena, con la ventaja de que se reduce la toxicidad de la molécula
nativa (6).

De las semillas de Canavalia gladiate puede obtenerse una fito-
hemaglutinina cristalizada con idénticas caracteristicas fisicas, qui-
micas y bioldgicas que la concanavalina A, salvo en los puntos iso-
eléctricos de las bandas observadas con ambas preparaciones en la
téenica de electroenfoque,

Diversas especies del género Phaseolus constituyen excelentes
fuentes de materia prima para la obtencién de fitohemaglutininas con
propiedades muy particulares.

De las semillas del Phaseolus vulgaris, variedad roja, se prepard
un extracto crudo, que de hecho fue el primero que presentaba acti-
vidad mitégena, junto a la de aglutinante de hematies y leucocitos.
El adsorbente de afinidad, en este caso, era Sepharosa-tiroglobulina,
con solucién huffer de glicocola 0,05 M-CIH de pH 3 en CINa
0.5 M (7). Se separan dos proteinas, ambas con actividad mitogénica
v aglutinante, de pesos moleculares 91.000 y 110.000, que se conocen
como L-PHA, que aglutina sélo a los leucocitos y E-PHA. con
actividad aglutinante para leucocitos y hematies.

Quimicamente ce trata de glicoproteinas, conteniendo los siguien-
tes azlicares: fucosa, xilosa, arabinosa y manosa, ademis de gluco-
samina. Por digestién con tripsina pueden aislarse al menos ocho
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glicopéptidos diferentes, uno de los cuales contenia tinicamente mano-
sa y glucosamina,” mientras que los demas eran portadores de los.
azdcares mas, arriba indicados.

Son numerosas las técnicas analiticas empleadas en el estudio de
la presencia de subunidades en PHA, habiéndose visto, por ejemplo,
que en urea 8 M la E-PHA se disocia en ocho subunidades electro--
foréticamente diferentes.

De las semillas de Phaseolus coccinens L., sindénimo de P. mulir-
florus 1.am, se puede obtener un extracto que en la fraccidn de (0-80
por 100 de saturacion de SO,(NH,), precipite las fitchemaglutininas.
La cromatografia sobre CM-celulosa y DEAE-Sephadex A-50 permite
obtener dos fitohemaglutininas, cuya composicidén en aminoacidos nos-
muestra [a ausencia dé cisteina y un alto contenido en acido aspartico,
serina y treonina,.

"~ Ambas PHA tienen un peso molecular alrededor de 120.000 segin
técnica de filtracion por gel de Sephadex G-200, superfino, dato-
comprobado para la PHA-I por ultracentrifugacién (120.000 + 5.000)..
Xl punto isoeléctrico de esta ultima es de 6,9, y la electroforesis sobre:
gel en presencia de dodecil sulfato sédico muestra una sola subunidad’
con un pe:o molecular, aproximado, de 34.000. Es igualmente una
glicoproteina gue contiene glucosamina, un 7,3 por 100 de azicares
neutros, con la manosa como principal componente; su contenido
en metales es del 0,24 por 100, distribuido asi: Ca, 0,16 por 100;.
7Zn, 0,056 por 100; Mg, 0,019 por 100; Mn, 0,007 por 100.

Las dos PHA son inespecificas a los hematies A, B, O, y mientras
la PHA-T no tiene actividad mitogénica, la PHA-IT es activa desde-
concentraciones de 23 pg/cm® en adelante (8).

De las semillas del Plaseclus lunatus se obtuvo el primer extracto
que contenia lectinas especificas frente a los hematies de sangre A.
Esta propiedad de reaccionar fuertemente con las sustancias de gru—
po.A, ha servido para la purificacién de las mismas, a través de un
sistema de cromatografia de afinidad a base de polileucil —sustancia-
de grupo de sangre humana A, y como eluvente, solucién 0,4 M
de N-acetil-D-galactosanima. Se separan dos especies moleculares.
(isolectinas), ambas glico-proteinas, con los mismos aminoacidos e
idéntica composicion en carbohidratos, pero con diferente peso mo-
lecular. La electroforesis sobre geles de poliacrilamida, en presencia:
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de dodecil sulfato sodico y g-mercaptcetanol, desdoblan ambas iso-
lectinas en subanidades idénticas de peso molecular 31.000.

Ambas isolectinas tienen dos restos de cisteina por cada subunidad,
habiéndoze demostrado que Ja existencia de grupos-SH libres es con-
dicién necesaria para la actividad biologica de las mismas, ya que
los reactivos de grupcs ~— SH son potentes inhibidores de su acti-
vidad aglutinante. Contienen, igualmente, Mn2*, esencial también
pzra la actividad biolégica, y Ca**, cuyo papel es menos claro.

LEn las semillas de la especie Glvcine max se encuentra una lectina
que puede separar:ze por cromatografia sobre hidroxilapatito o mejor
por técnica de afinidad sobre Sepharosa-D-galactosilamina, eluyendo
‘con solucién al 0.5 por 100 de D-galactosa. Es una glicoproteina con
un peso molecular de 110.000 6 120.00, segiin datos de ultracentrifu-
gacion o filtracion por gel, respectivamente. Es un tetrimero, a!
estar formada por cuatro subunidades de peso molecular 30.000 + 500,
v contiene un 4,5 por 100 de D-manosa y 1.2 por 100 de N-acetil-D-
glucosamina. T.a digestidn con pronasa libera un glicopéptido que
contiene, junto a los aziicares citados, un mico aminoacido, el 4cido
aspartico. Tiene afinidad especifica para la N-aceti!-D-galactosanina,
que resulta, por tanto, un potente inhibidor de 5u: propiedades
biolégicas.

De las semillas de Lens culinaris o Lens sculenta es posible aislar,
bien por crematografia de cambio idnico. bien por afinidad sobre
‘Sephadex G-100 o G-150, dos fitohemaglutininas, o isolectinas, que
ce diferencian por sus movilidades electroforéticas en «buffer» alca-
T'no sobre gel de poliacrilamida-almidén. Diferentes variedades de
Lens sculenta difieren en las proporciones de estas isolectinas, habien-
do una con 1gual contenido de ambas (9, 10).

Las dos son glicoproteinas, presentando igualmente, a) identidad
a ensayos inmunoquimicos: b) peso: moleculares similares: ¢) casi
idéntica composicion en aminoacidos: d) el mismo conjunto de pép-
tidos tras digestién con tripsina. —Por tratamiento acido. o por urea
8\ vy filtrac:dn por Bio-Gel P-100, se separan en dos subunidades
diferentes, la H. de peso molecular alrededor de 18.000, y la 1.,
de 8.000—. Las fitohemaglutininas nativas contienen Ca?t v Mn?#,
perdiéndose este tiltimo al separarse en las subunidade:. Los datos
<cuantitativos son:
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Azilicares

Mn % Ca 9 neu‘ros
ol
%o
Fitohemaglutinma .. ... ... .. .. oo oL . 0,21 0.15 25
Subunidad FI .. .o 0 0.12 3.2
Subumidad T ... ... 0 oLl L 0 0,34 D

La actividad biologica se pierde también, de manera irreversible,
con la eliminacion def Mn®** al verificarse, posiblemente, un proceso
de desnaturalizacion.

Del Pisum sativum puede aislarse, por cromatografia sobre Se-
phadex G-100. una fitohemaglutinina compuesta de dos cadenas poli-
peptidicas unidaz no-covalentemente, con “unas subunidades, la x con
PM = 7.000 y 'a 2 de PM = 17.000. La lectina tiene, a su vez, un
peso molecular de 49.000 (dos subunidades z Y otras dos 8) v con-
tiene menos del 0,5 por 100 de carbohidratos.

Los analisis de aminoicidos nos muestran la presencia de grandes
cantidades de trecnina y acido aspértico.

Sus propiedades biolégicas son semejantes a las de la concana-
valina A y a las procedentes del género Lens, en cuyo grupo se
encuadra por su afinidad especifica para enlazar aziicares (z-D-glucosa
v x-D-manosa) (11).

Del germen del trigo (Triticum wulgaris) es posible obtener una
fitohemaglutinina en forma cristalizada, En este caso. el producto
bruto de precipitacién del extracto al 45 por 100 de saturaciéon en
SO, (NH,)).. se cromatografia sucesivamente por Sephadex G-50,
CM-celu'osa y Sepharosa-ovo-mucoide (afinidad).

Es una proteina con un PM — 26.000 + 1.000, seglin datos de
electroforesis sobre gel de poliacrilamida. que tiene de caracteristico
un contenido muy elevado de restos de cisteina 3%. junto a 51 de
glicocola v 4 de triptofano. Esto lo distingue de las otras fitohema-
glutininas que, o no contienen ni cistina ni cisteina, o sélo la tienen
en muy pequeias proporciones.

Su contenido en triptoéfano la hace fluorescente (7, = 20 nm,
om = 38 nm). lo que permite. a través de la medida de las seiiales
de fluorescencia (variaciones hasta del 435 por 100 v saltos en X,
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de 10 nm), poder seguir los procesos de asociacion de la misma com
los azlicares respectivos (12).

De los primitivos productes, ricina y abrina, procedentes del
Ricinus communis y del Abrus precatorius respectivamente, que
poseian una actividad aglutinante muy potente, y que eran, a la vez,
extremadamente téxicos, es posible en la actualidad separar las fito-
hemaglutininas de las respectivas toxinas, que, a su vez, tienen tam-
“én actividad aglutinante (13, 14). E] proceso requiere pasos croma-
tograficos sucesivos sobre DEAE-celulosa, Sepharosa-1B, CM-32,
DE-52 y centrifugacidn final en gradiente de sacarosa.

Sus pesos moleculares, segin datos de sedimentacién y electrofo-
resis sobre gel, dan unos valores de 120.000 para la lectina del
R. comnuis y 131,000 para la del A. precatorinus, Tienen una espe-
cificidad dirigida contra la D-galactosa v estructuras estéricamente
relacionadas con ella. )

Aglutinan espontineamente a los hematies, lo que es indicativo
de tener, al menos, dos puntos de enlace, lo que les permite servir
de puente y unir asi dos hematies —Las toxinas abrina y ricina, por
su parte, no aglutinan a igual concentracién, pero si lo hacen cuando
se afiade antisuero. anti-abrina o anti-ricina, lo que sugiere que ambas
toxinas =on lectinas monovalentes.

El extracto de las semillas del Dolichos biflorus tiene actividad
aglutinante especifica sobre hematies de sangre A. Por cromatografia
sobre un adsorbente formado por polileucina: zustancia de grupo
A + H de perro, es posible separar un producto que aparece homo-
géneo por técnicas de electroforesis sobre gel, isoelectroenfoque,
sedimentacidon e inmuno-difusién frente a antisueros obtenidos en
conejos del extracto crudo. LLa cromatografia sobre concanavalina
A-sepharosa separa, sin embargo, dos componentes, 1no que se retie-
ne sobre Ja columna y otro (el 12 por 100 aproximadamente), que se
eluye. Ambas formas son activas, con titules anti-A similares, y comr
nos pesos moleculares de 113.000 y 109.000 respectivamente (15).

De las semillas de Vicia graminea puede obtenerse la, hasta ahora,
tinica fitohemaglutinina que posee actividad especifica anti-N (16).

La separacién cromatografica se efectiia sobre DEAE-celulosa
v Sephadex G-1i30. La fitohemaglutinina separada se presenta homo-
génea por ultracentrifugacién, electroforesis sobre gel, inmunoelec-
troforesis v electroenfoque. Resulta ser una glicoproteina acida con
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un 7,3 por 100 de carbohidratos y alto porcentaje de serina. Su peso
molecular aproximado es de 100.000, siendo capaz de disociarse en
cuatro subunidades de 23.000.

No se ha encontrado ningin monosacdrido inhibidor especifico de
la actividad de esta lectina. probablemente porque se requieran estruc-
turas mas complejas para una eficiente interaccion.

De la Bandeiraea simplicifolia se consigue separar una fitohema-
glutinina con actividad anti-B, con lo que se completa la gama de
Jectinas ttiles para la tipificaciéon de grupos sanguineos humanos (17).

El aislamiento se efectiia, en este caso, de la fraccién del extracto
precipitable al 74 por 100 de saturacién en SO,(NH,), y cromato-
grafia de afinidad sobre columnas de «Bio-Gel melibionato», elu-
yendo cor galactosa 0,2 M.

Su peso molecular es de 114.000, con una estructura en subuni-
dades semejante a las del género Phlaseolus. T.a composicion em
aminoacidos es la que corresponde a otras lectinaz por su abundancia
en los acidicos e hidroxilicos vy la ausencia de cisteina.

Es una glicoproteina que requiere la presencia de Ca** para actuar
y presenta actividad especifica para aziicares con anillos de la pira-
nosa (meti! 2-D-galactopiranosa).

La primera de las lectinas separadas de especies pertenecientes a
la familia Celastraceae procede del Evonymus Eropaea L. (18), que
presenta actividad anti (H + B + A,). La fraccién activa precipita
al 40 por 100 de saturacién en SO (NH,).. y la purificacién se hace
por electroforesis sobre gel a escala preparativa a pH 8.9, en la que
separan, un componente lento (I) y una mezcla de otras isolectinas
de parecida movilidad. El componente lento es una glicoproteina
con un PM-127.000, que contiene glucosamina, un 4,7 por 100 de
aziicares neutros. altas concentraciones de acido aspértico, alanina
v glicina, v cantidades significativas de serina, treonina, cisteina y
metionina. Su punto isoeléctrico es de 4,4~4.5, habiéndose detectado
la presencia de los siguientes iones metalicos: Ca, 0.25 por 100;
Mg, 0,019 por 100: Zn, 0,034 por 100. v Cu, 0,026 por 100.

Por su parte, las isolectinas tienen PM. 119.000: 1.9 por 100 de
aziicares neutros e idénticos metales, con la excepcion del Cu. que
esta ausente.

Otras lectinas, igualmente caracterizadas, proceden de las especies
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botanicas Baulunia purpurea, también anti-N, Sophora japonica anti
(A + B), Wistaria floribunda, Robinia pseudoacacia y Vicia ervilia.
Nuestra aportacién a este campo podemos resumirla fundamen-
talinente al estudio de dos fitohemaglutininas, la procedente del Sola-
num tuberosum y la del Myrtus communis, N
La aglutinina procedente de los tubérculos del Solamnwm tuberosum
-es una glicoproteina con un contenido en carbohidratos del 51 por 100,
siendo su principal componente la arabinosa, que constituye el 92
por 100, con pequefias cantidades de galactosa, glucosa y glucosammna.
Su aminodcido mas abundante es la hidroxiprolina, con el 16
por 100, siendo muy rica en cistina, 11.5 por 100, contentendo un
ammoacldo basico, la ornitina, muy poco comiin en proteinas vege
tales (19). - ; :
En colaboracion con la Dra. Gonzilez (’0) estudiamos 1as fito-
hemaglutininas presentes en 135 variedades de Solanum tuberosum,
facilitadas por la Estacién de Mejora de la Datata, del Instituto
Nacional de Investigaciones Agrondémicas, algunas como la Alpha,
Patrones, Victor, Merkur. con un alto contemdo ‘en las mismas. A
De las \cmlllaq del Mvrtus communis, por’su parte, tenemoq en
fase muy ava anzada su proceso de aislamiento. En ‘colaboracién con
la Srta. Rédenas (21) hemos desarrollado una sistema de afinidad a
‘base de hematies humanos fijados con glutaraldehido, que enlaza a
las fitohemaglutininas del extracto, las cuales se eluyen, posterior:
mente, con un «buffern de glicina a varios pH, sin que la actividad
‘bioldgica de la fitohemaglutinina sufra alteraciﬂén.

Aspectos botdanicos

Desde la iniciacién de los estudios sistemdticos de las fitohema-
glutininas ha sido tema de interés de los investigadores el buscar
respuesta al interrogante del papel que estas sustancias estan desem-
peflando en aquellas especies botanicas que las poseen. '

El hecho de encontrarlas localizadas con preferencia en aquellas
partes de la planta en donde las proteinas se acumulan como reser-
vas nutritivas (semillas, tubérculos, latex de ciertas euforbidceas)
Thacia pensar en una misién similar, mixime cuando se pudo com-
probar que aparecen en las semillas en un momento determinado de
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su desarrollo, aumenta su concentracién de forma paralela al de las
proteinas, y desaparécen cuando esta reserva nutritiva la emplea la
semilla durante su fase germinativa.

.. En realidad, poco se conoce del verdadero papel de las lectinas,
cuya estabilidad en algunas semillas estd perfectamente demostrada.
Jones (22), con semillas de Iicia cracca recolectadas de pliegos de
herbarios con mas de cien afios de antigiedad, ha podido preparar
extractos con actividad anti A especifica, caracteristica de esta planta.
S« ha sugerido que las lectinas podrian ser unos anticuerpos pro-
ducidos por Ja planta en respuesta a la accién agresora de las bacte-
rias del suelo, o més simplemente, actuar como agentes de protec-
ci6én frente a los ataques hacterianos. En este-caso. la accién podria
concretarse a una inhibicion de las enzimas hidrolizantes de las paredes
celulares de los hongos. ' ,
., Alternativamente, las lectinas podrian ejercer funciones en el
transporte y almacenamiento de los azicares, o también, servir de
enlace de enzimas glicoproteicos a una bateria de sistemas de multien-
zimas. [Las que presentan actividad estimuladora de la mitosis celular,
podrian. estar actuando como agentes de control de la diferenciacion
celular y division, particularmente durante el proceso de germinacion,

Hay un trabajo muy interesante de Clarke, Knox y Jermyn (23)
en el que tratan de demostrar que, al menos ciertas lectinas, pueden
estar envueltas en procesos de auto-reconocimiento entre células de
las plantas, Describen la existencia de unas nuevas lectinas, muy
extendidas en las plantas, a las que denominan 8-lectinas, quimica-
mente reconocidas como glicoproteinas, con 80 por 100 de carbo-
hidratos v 20 por 100 de proteinas. Estas f-lectinas pueden interaccio-
nar con el determinante 8-glicosidico de un antigeno artificial, un
carbohidrato. que se prepara por copulacién de -+ amino-fenil-gluco-
<idos con floroglucina, con formacion de productos de alto peso
molecular, rojos, y con multiples grupos de carbohidratos con una
clara y ‘defiiida configuracién. Esta propiedad les hace ser unos mar-
cadores especificos para dichas lectinas, ficiles de localizar en cortes
histologicos.

Utilizando semillas de Canawalia ensiformis, Phaseolus vulgaris y
Phaseolus Iunatus preparan cortes de los cotiledones, en los que
localizan la concanavalina A o las fitahemaglutininas con marcadores
fluorescentes, v las 8-'ectinas con lo: anteriormente citados.
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Los resultados obtenidos nuestran que tanto la concanavalina A
como las fitohemaglutininas del FPliascolus, se localizan en los espa-
cios citoplasmaiticos, en contraste con las B-lectinas, que aparecen aso-
ciadas con las membranas celulares, concentradas en las paredes celu-
lares v espacios intercelulares. Esto ultimo permite mantener la
hipétesis de su posible funcién como factores de auto-reconocimiento,
determinando las relaciones de las células vegetales en los tejidos y
o6rganos. No hay que pensar (ue este papel en la comunicacién celu-
lar quede restringido a las células parenquimatosas de los cotiledones,
ya que las B-lectinas se localizan igualmente en otros érganos y teji-
dos de la planta.

Se especula también sobre su papel determinante en la resis-
tencia a las enfermedades. Psewdomonas y otros microorganismos
infectantes de las hojas, por ejemplo, penetraran en ellas via espacios
intercelulares; la tolerancia o resistencia, en definitiva una forma
de reconocimiento, puede estar determinada por las 8-lectinas, estra-
tégicamente sitnadas en el espacio extracelular.

Este pozible papel de agente determinante de la resistencia a
enfermedades podria ser ampliado al de agente defensivo frente a
insectos depredadores de semillas. Hay un trabajo muy demostrativo
en este sentido de Janzen, Buster v Liener (24), que preparan unas
semillas artificiales adicionadas de polvo de semillas de Phascolus
vulgaris para obtener concentraciones de 0,1, 1,5 v 10 por 100. La
hembra de Callosobruchus maculatus deposita sus huevos sobre las
semillas anteriores y otras de control sin polvo de Plaseolus, v por
tanto. sin fitohemaglutininas., En cada semilla se dejan sé6lo 10 hue-
vos, eliminando los demds, incubindoles durante 73 a 80 dias para
asegurar la salida de todos los escarabajos sobrevivientes. ILas semillas
de control producian una media de 4.5 larvas; las de 0,1 por 100, 3.6 ;
en las del 1 por 100 sélo dos adultos raquiticos se obtuvieron de un
total de 14 semillas, y ninguno sobrevivié en las del 5 por 100, Si
las experiencias se repetian pero con la fitohemaglutinina del Pha-
seolus inactivada por el calor, 1as medias de supervivencia por semi-
llas, a concentraciones equivalentes a las anteriores, fueron: 6; 6.5;
B.8: 4,5 v 45

Otro: datos experimenta'es que apuntan igualmente hacia e e
papel de reconocimiento. que se atribuve a las lectinas, son los obte-
nidos por Bohloot y Schmidt (23) al estudiar el papel de las fitohemna-
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Rlutininas de la soja (Glycine max) en la union simbidtica especifica
del Rhizobitm japonicum con las raices de la planta. Para seguir el
proceso de inteéraccién de fa lectina con las bacterias, marcan aquélla
con isotiocianato de fluoresceina, que la hace fluorescente y puede ser
localizada por microscopia de fluorescencia. Comprueban que de
todas las cepas de Rhizobium estudiadas, nicamente fijan a las fito-
hemaglutininas de las semillas de soja, aquellos capaces de formar en
sus raices los nddulos fijadores de nitrégeno. Resulta hipotético
pensar que las fitohemaglutinias presentes en las raices serviran de
punto de reconocimiento y enlate para determinados polisacaridos
sobre la superficie del Rhizobiwm, fase previa, y necesaria, para la
siguiente formacién del nédulo.

Otro aspecto hotanico, que consideramos muy interesante, es la
utilizacién de las fitohemaglutininas como un elemento nuevo de
aporte de datos en problemas taxonomicos. Nos referiremos a algu-
nos datos concretos, pues el problema general va fue presentado
por €l Prof. Rivas Martinez en su discurso de ingreso en esta
Academia.

Tenemos el trabajo de Rongé (26), que de los extractos de las
semillas de: Vicia faba, Lens sculenta y Pisum sativim separan, de
una parte, las proteinas precipitables al 30 y 60 por 100 de saturacién
en SO,(NH,),, v de otra, las fitohemaglutininas purificadas de cada
una de las semillas. Con estos productos, por inyeccion en conejos,
preparan los inmunosueros correspondientes IS, .o, ISsw.

Usando ahora las proteinas obtenidas de semillas de espec.es per-
tenecientes a diferentes tribus de las Papiliondceas, y los inmunosue-
los anteriores. se hacen inmunoelectroforesiz v se observan los arcos
de precipitacién.

El 1S,, ., frente a proteinas de semillas que corresponden a espe-
cies de la tribu de las Vicieas (Lens culinavis, Vicia faba, Vicia sativa,
Pisum sativum, Lathyrus vernus, Cicer arietimum), producen de 8
a 15 arcos de precipitacién, mientras que con las especies de tribus
diferente:, Phaseoleas, Trifolicas, Loteas, Galegeas, Sophoreas, Ge-
nisteas (Phaseolus wulgaris, Medicago sativa, Lotus corniculatus,
Robinia pseudoacicia, Sophora japdnica, Laburnum alpinum, etc.),
s6lo daban 4 a 6 arcos de precipitacidn.

Cuando se utiliza para la experiencia el IS;,, tnicamente aparecen
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arcos de precipitacién en las que corresponden a la tribu de las Vicieas,
resultando la prueba negativa en las restantes especies.

Parece, pues, que los ensayos de inmunoelectroforesis efectuados
de la forma indicada, pueden reflejar afinidades de orden sistemitico,
y en el caso que nos ocupa, confirman la pertenencia de los géneros
Iicia, Lens, -Lathyrus y Pision a la tribu de las Ficieas, v la indi-
vidualidad de ésta respecto a otras tribus de las Papilionaceas.

La taxonomnia del género Candida se ha heclio a través de proce-
dimientos diversos. Numerosos investigadores se han interesado por
la constitucion de la pared celular, -cuyo estudio :e ha abordado per
vias diferentes: extraccidon quimica. degradacion enzimatica, compa-
racién de fracciones antigénicas con avuda de inmunosueros, examen
de la estructura por RMN o microscopia electrénica, etc.

Guillot, Scandariato y Coulet (27) abordan el problema utilizando
las lectinas como medio de reconocimiento de e:stas levaduras, a
través de los procesos de aglutinacion. Para el enzayo se prepara una
bateria de tubos con 0,3 cm® de las diferentes aglutininas (Pisum,
Lathyrus, Lens, Plhaseolus, Ricinus, Hvgrophorus, etc.), a los que
se afiaden 0,2 cm® de una suspensiéon de levadura que contiene $0.000
células por cm?®. Después de dos horas a temperatura ambiente y
doce a + 4° C, se hace la lectura a ojo desnudo.

Las diferencias en la naturaleza, o en la localizacién de los azii-
cares al nivel de la pared celular de las levaduras pueden explicar
que la accién de la fitohemaglutinina de Lens sculenta, por ejemplo,
sea discreta o nula sobre especies que, por otra parte, son aglutina-
das fuertemente por las fitohemaglutininas de Pisum v Lathyrus,
como es ei caso de Candida intermedia, C. macedoniensis, C, cloacae,
C. quercum, C. silvicultrie y C. revlanoides.

Sobre un plano prictico se puede considerar que las lectinas seran
muy dtiles en la ripida identificacion de ciertas especies. Tal es el
caso de la lectina de Russula nigricans, que aglutina fuertemente las
seis cepas de Candida albicans ensayada: y solo otras tres especies
(C. succica, C. sake v C. norvegensis) de otras tantas 108 especies
analizadas, y lo mismo la lectina del Phallus impudicus. que sélo
aglutina, v muy fuertemente, a la Candida steatolvtica, o la de Datura
stramonium, que solo es activa sobre la C. olcophila.

Resulta, pues, evidente que la aplicacion de estas técnicas «pseudo-
inmunoldgicasy puede aportar nueva informacion al conocimiento
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de la nataraleza de las membranas de las levaduras y contribuir,
en algunos casos, a facilitar la identificacién de las especies.

Fn este mismo campo se puede incluir el trabajo de Watson,
Knox y Creaser (28) respecto a la interaccion de la concanavalina A
con tipos de polen o sus extractos, medida por técnicas de inmunodi-
fusion en placas de agar, Cuando es directamente el polen el que se
investiga, se sitla éste sobre el gel de agar en el cual estd incluida
la concanavalina A, observandose, en este caso, la formacién de un
precipitado, que crece radialmente, desde la superficie del grano de
polen. Este precipitado, en los casos de reaccion positiva, como en
Zea mays v Euchlaena mexicana, suele ser visible a los dos minutos,
siendo muy inten:o después de tres horas.

Invetigan el polen de 42 especies, en las que se encontraban las
mdas importantes fuentes de alergenos.

Las posibilidades de identificacion que encierra esta técnica se
ponen de manifiesto en los resultados experimentales, donde se obser-
va claramente el contraste entre especies «festucoides», en las que
s6lo una de veintitrés da una clara reaccion positiva, y las especies
1o festucoides» en las que son § de 19 las positivas. I.a intensidad
de la reaccion también puede ser demostrativa, pues asi como los
precipitados con Andropogon y Cvnodon son muy densos, los de
Festuca rubra, Phragmites australis, Stipa falcata y Echinochloa
crus-galli son muy débiles y, en cualquier caso, reproducibles.

Si se tiene en cuenta el gran niimero de lectinas susceptibles de
ser usadas como reactivos precipitantes, es indudable que las posibi-
lidades que encierra la téenica en los estudios de caracteres palino-
l6gicos, son muy graudes.

INTERACCION CON HEMATIES

Ya hemos indicado que el proceso de interaccién fitohemagluti-
ninas-hematies, con aglutinacién de éstos, fue el motivo inicial de las
investigaciones con dichas sustancias.

Durante muchos afios el motivo principal de las investigaciones
era el detectar en las diferentes especies botinicas lectinas, especificé‘é
0 no, para las diferentes sangres humanas y animales.

En un rapido repaso podemos citar los trabajos de Renkonen (29),
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que estudio 99 especies de las Papilionaceas, con 6 positivas: I’icia
cracca, Lotus tetragonolobus, Laburnum alpimum, Cyvtisus sessilijo-
lius, C. ratibonensis v C. praecox,

Boyd y Requera (30) amplia la investigacién a 63 familias, con un
total de 262 especies, destacando por su inportancia el hallazgo de
una fitohemaglutinina anti-A en el Phascolus lunatus, ya citado ante-
riormente, y una anti-B, muy débil, en el Vitis aestivalis, Cazal y
Lalaurie (31) encuentran 83 especies positivas en las Papilionaceas,
de 420 estudiadas. Bird (32) presenta, como aportacidn destacable, al
Dolichos biflorus especifico anti-A. con una potencia 500 veces mayor
para los hematies A, que para los A,, lo que permite diferenciarlos.
Ottencooser v Silberschmidt (33) encuentran en la Vicia graminea
lectinas especifica: anti-N, citada también por Makela (34) en la
Bauhinia purpurea.

Iispecies espanolas, por un total de 375, fueron estudiadas por
nosotros, en colaboracién con TFernandez-Galiano y Dolara (35, 36
y A7) con 197 positivas, destacando, entre otras: el Phlomis pur-
purea, el P. herba-venti v el P. crnita, anti (A + B), el Sambucus
ebubus, anti H(O), v el Myrtus conpnunis, con fitohemaglutininas
inespecificas de enorme interés.

[.a primera informacién respecto al! papel de determinados aza-
cares, como determinantes de la especificidad grupal de los hematies,
fue obtenida por Watkins y Morgan (38) al poner de manifiesto reac-
ciones de enlace de las fitohemaglutininas y azticares diversos, con
efectos inhibidores de las respectivas actividades aglutinantes de las
fectinas. Concretamente si la fitohemaglutinina anti-A de las semillas
de Iicta ¢racca o Phaseolus ltinatus cs inhibida por la N-acetil-D-
galactosamina, parecia concluyente que este compuesto deberia ser
uno de los determinantes de la especificidad de la sangre humana del
grupo A. Por la misma razén. si las fitohemaglutininas anti H(O)
del Lotus tetragonolobus se inhibia por metil-x-L-fucopiranédsido. era
evidente que un residuo =-L-fucosa es un determinante de la especi-
ficidad H(O). Ambas hipotesis han sido confirmadas por estudios
posteriores.

Cuando las experiencias de inhibicién se efectdan con aquellas
fitohemaglutininas inespecificas, es decir, las que aglutinan hematies
de cualquier grupo, se puede hacer una clasificacion segun el tipo
de azucar inhibidor: por ejemplo. la concanavalina A es inhibida por
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z-D-manopiranosa, z-D-glucepiranosa y x-N-acetil-D-galactosamina,
la de Glycine smax, por N-acetil-galactosamina, y la de Ricinus com-
smoms por la D-galactosa. En este caso, sin embargo, no puede ha-
blarse de identidad de estos aztcares con los determinantes de grupo
de los hematies, sino que la interaccién se verifica a través de grupos
sacaridos receptores, independientes de las sustancias de grupo, y que
se encuentran en la superficie de todos los hematies.

La investigacién actual, en este campo, presenta vertientes dife-
rentes, lie resumimos a continuacion,

Hay trabajos orientados en la hisqueda continuada de fitohema-
glutininas especificas, con intentos de separacién de aquellas poliva-
lentes. Tal seria el caso, por ejemplo, del trabajo de Bird y Wing-
ham (39), en el que estudian diferentes especies del género Salvia,
hallando en la S. sclarea y S. huematodes fitohemaglutininas espe-
<ificas para hematies Tn, y en la S. farinacea v S. horminumn, aglu-
tininas anti-Tn y anti-Cad, perfectamente separables. Estas lectinas
son de gran valor potencial en los estudios de poliaglutinacién de
hematies.

Otro ejemplo podria ser el trabajo de Moon y Wiener (40), que
logran separar una fitohemaglutinina anti-N de las hojas de Vicia
wnijuga, previa adsorcion de la actividad anti-AM con hematies M.
Otros investigadores, como Guillot y Coulet (41), por el contrario,
fallan en el intento de separar la actividad anti-A de la anti-B, en
la lectina de Hygrophorus hipothejus, por adsorcion sobre estromas
de hematies de los diferentes grupos.

Son numerosos los trabajeos orientados al esclarecimiento del
mecanisme de interaccién fitohemaglutinina-hematies, tratando de
identificar los respectivos gruposz receptores, asi como su localizacién
sobre la superficie del hematie. Una forma de ahordar el problema
es el estudiar las variaciones en la aglutinabilidad de los hematies,
despnés de tratamientos enzimaticos diversos, o como en el caso de
12 lectina de Robinia pseudo-accacia. marcandola con 1'%, y determi-
nando el ntimero de moléculas unidas (42). En este 1iltimo caso se
pudo comprebar que cada hematie humano enlaza aproximadamen-
te 210.000 moléculas de la lectina. Por tratamiento con neuramini-
dasa se incrementa la capacidad de enlace en un 50-60 por 100, mien™
tras que la tripsina lo reduce en un 33 por 100, evidencia de que los
grupos receptores se estan eliminando con este tratamiento y podran
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ser recuperados de la solucidon enzimatica. Efectivamente, se trata
de un glicopéptido, el mismo que eniaza a las fitohemaglutininas del
Phaseolus vulgaris y de Lens sculenta, con el grupo receptor en su
porcién oligosacarida, precisamente en los residuos de galactosa.

A veces se opera con los estromas de los hematies, de los que se
solubilizan sus componentes, por ejemplo. con Triton X-100, y ais-
lamiento posterior por cromatografia de afinidad (43). De esta forma
se ha comprobado que el receptor de alta afinidad para la concana-
valina A esta localizado en la fraccidn de la glicoproteina menor del
hematie, proteina esta responsable del transporte anidnico a través
de la membrana en el hematie, v que constituye. aproximadamente,
el 25 por (00 de la proteina de la membrana. La lectina de Lens
culinaris, por su parte, puede enlazarse. tanto a dicha glicoproteina
como al componente mavor de sialoproteina.

ILa complejidad de los mecanismos del proceso de aglutinacion de
los hematies por las fitohemaglutininas han sido estudiados con la
concanavalina A, marcada en 1'*, que permite determinar la mag-
nitud del enlace, la velocidad de aglutinacion, el efecto de la tem-
peratura, etc. (H). Efectivamente. e ha podido comprobar, al igual
que con la lectina de Robinia, que los punto: de enlace en el hematie
para la concanavalina A son de 120.000: que la velocidad de agluti-
nacién, con bajas concentraciones de fitohemaglutimina, depende de
la concentracion. mientras que a altas concentraciones se alcanza un
valor limite, que corresponde a la propia velocidad de agregacion
celular. En el primero de los casos, la aglutinacién se estd verifi-
cando. cuando soélo el 3 6 7 por 100 de los receptores en el hematie
e:tAn ocupados por la lectina.

Modificaciones de la superficie de la membrana es uno de los
factores que puede influir mas profundamente en la aglutinabilidad ;
asi, tanto el tratamiento con neuraminidasa como con tripsina o pro-
tamina, aumenta sensiblemente la aghuinabilidad por la concanava-
lina A. El efecto de la neuraminidasa es poco claro. va que este tra-
tamiento esta eliminando una gran porcién del acido sialico, sin que
por ello se modifique ni la velocidad ni la extension del enlace de
la concanavalina A, por lo que, tal vez, el aumento en la aglutina-
hilidad sea achacable a una disminucién de la carga negativa super-
ficial, L.a tripsinizacién, por su parte, elimina a los glicopéptidos. y
puede apreciarse una disminucién del 30 por 100 en la velecidad de
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emigracién electroforética, indicativo de una dismimnucién paralela en
la carga neta superficial, Otro tanto estarid ocurriendo al enlazarse
el policatién protamina, que neutralizara algunas de las cargas nega-
tivas superficiales.

Las caracteristicasz mecanicas del sistema pueden influir también,
drasticamente, en el proceso de aglutinacion, pues mientras la con-
<anavalina A aglutina a los hematies en reposo, deja de aglutinar si
estin en movimiento. .

Unas determinadas caracteristicas de fluidez en las membranas,
que posihilite la movilidad de los receptores para la lectina, se con-
sidera, por algunos, como un requisito necesario para el proceso de
aglutinacién. En este caso, sin embargo, operando a 0° C. tempera-
tara a la cual tedricamente habria inmovilizacién de los receptores,
no se aprecia mas que una reduccion en la velocidad del proceso de
aglutinacion, sin que se afecte Ta magnitud de la misma. Estas expe-
tiencias excluyven también la intervencion de cualquier proceso mieta-
holice con consumo energético.

Otra forimna de comprobar que la inmovilizacién de los receptores
no estd influyendo en la aglutinabilidad de los hematies es mediante
la fijacién de la membrana con glutaraldebido (45). Esta’ fijacién
aumenta ligeramente la aglutinabilidad de los hematies por la conca-
navalina A v por la fitohemaglutina de Glvecine max, aunque la .esta-
bilidad de la aglutinaciéon sea mas pequefia. Se explica por el hecho
de que la rigidez de la membrana, con pérdida de ‘suplasticidad, hace
que el drea de contacto de los hematies aglutinados sea mas pequefia
que en el caso de los no-fijados. alterindose asi el nimero de mo-
léculas de fitohemaglutininas capaces de formar puentes intercelu-
lares efectivos. Este efecto puede comprobarse con aglutinaciones
mixtas de hematies fijados y no-fijados, con mayor estahilidad, dado
que estos ultimos pueden acoplarse perfectamente sobré la superficie
de los fijados. .

Ante la complejidad de los procesos de aglutinacién que hemos
venido estudiando, y las dificultades que entrafia su estudio, en
parte per la propia naturaleza de las membranas celulares, se ahre
camino en la actualidad un nuevo enfoque del problema a basée del
estudio de la interaccién de la fitohemaglutinina, con modelos arti-
ficlales de membranas mas o menos complicados. Se utilizan para
ello liposomas (46, 47), a los que se incerporan sialoproteinas aisladas
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de los hematies, que se comportaran de manera similar a los propios
hematies. Los procesos de agregacion por las fitohemaglutininas
pueden ahora ser seguidos por las mas adecuadas técnicas analiticas
instrumentalesz, como son: microscopia electrénica, «light scattering»
a 90 C, ultracentrifugacion diferencial, isotopia radiactiva, etc,

En este terreno, y dado que el Prof. Otero y el Prof. Chantrez
tienen desarrollada en toda su amplitud, la técnologia de preparaciom
y estudio de los liposomas, hemos iniciado mna colaboracion, de la
que espero grandes frutos, para el estudio de los procesos de inter-
accion de aquella fitohemaglutininas que mas nos han interesado.

Interaccion con linfocitos

Tal vez haya que considerar que la interaccion fitohemaglutininas-
linfocitos sea, junto a la de las células tumorales, de la que poste-
riormente trataremos, la mas importante actividad biolégica de las
sustancias que nos octipa, y de la que e han derivado técnicas anali-
ticas de indudable interés, :

Cuandc a cultivos de linfocitos se le afiaden ciertas fitohemagluti-
ninas, se produce en ellos una transformacién blastica, primera fase
de un incremento en la actividad mitética, que lleva a la division celu--
lar. Esta actividad mitética de las fitohemaglutininas conduce a la
sintesis de RNA y DNA, v a un gran niimero de procesos metabdlicos:
anteriores a la divisién celular.

La actividad mitogénica de las fitohemaglutininas de los extrac~
tos se semillas no es una propiedad tan comiin como la aglutinante
de hematies, va que escasamente la poseen un 10 por 100 de ellas.

Es indudable que la existencia de lectinas con estas propiedades
ha hecho posible la considerable expansién de los estudios citogené-
ticos, v un mejor entendimiento de las relaciones entre ciertas anor-
malidades en los cromosomas v determinadas enfermedades. Por otra
parte, la prueba mis simple de conocer la respuesta de los linfocitos
al estimulo de la fitohemaglutinina, la llamada prueba de transfor-
macién blastica, estd resultando de la maixima importancia en la
-chinica. por la informacién que puede proporcionarnos respecto al sis-
tema inmumtario del individuo.

La posibilidad del estimulo se media, inicialmente, por contaje
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al microscopio del porcentaje relativo de linfocitos que habian sufrido
transformaciéon blastica tras prolongada incuibacién con la lectina.
Este método, que es solo semicuantitativo, esti siendo reemplazado
por otros, como el que mide la incorpcracién mis o menos rapida
de timidina o uridina, marcada radiactivamente, en el DNA o RNA,
respectivo. E] empleo de leucina tritiada permite detectar de manera
mnas temprana la sintesis de proteinas, con lo que el resultado puede
conocerse antes de las cuarenta y ocho horas (48). El ensayo clinico,
de acuerdo con este Gltimo método, solo necesita de § a 10 cm® de
sangre periférica. v el coeficiente de variacion para ensayos por
triplicado es del 10 al 15 por 100.

Otra técnica propuesta e: la de citoflucrimetria de flujo, con el
uso de naranja de acridina, que tifie en rojo fluorescente al RNA
v en verde al DNA (49). Se opera por diferencia entre cultivos esti-
mulados y no-estimulados, v sus resultados son concordantes con
tos de incorporacién de timidina — C*.

Establecida la existencia real de subpopulaciones de linfocitos
dentro de los dos grupos, los B y los T. mucho se ha discutido res-
pecto a cudles de ellos podrian ser los responsables del proceso de
transformacion blastica por estimnlo de la fitohemaglutinina.

l.as téenicas de ceparacion de las células sanguineas por centri-
fugacion con gradiente de densidad (Isopaque-Ticol) o electrofore-
sis continua preparativa, permiten disponer de las diferentes sub-
populaciones, sin apenas contaminacion reciproca, lo que ha permitido
Hegar a conclusiones, en muchos casos definitiva. del tipo de células
responsables de la estimulacién, aun cuando queden todavia muchos
aspectos del fendmeno, sin una explicacion clara.

Lifectivamente, Jas fitohemaglutininas de Phaseolus vulgaris, Lens
sculenta v concanavalina A, en solucidn, estimulan tinicamente a los
linfocitos T. Si el ensayo de estimulacién se efectiia con la lectina
del Phaseolus, inmovilizada sobre un lecho de Sepharo:a, hay también
estimulacion efectiva de los linfocitos B (70). La concanavalina A,
por su parte, si se inmcviliza en el fondo del propio disco de material
plastico. donde se efectiia el cultivo, no estimula a los linfocitos T y
si a los B (51). Si se tiene en cuenta que cantidades similares de
las lectinas citadas se estan enlazando tanto a los linfocitos T como
alos B, la no estimulacién de alguno de ellos en los casos estudiados
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habra que achacarla a factores diferentes al simple enlace de la
fitohemaglutinina sobre el linfocito.

Paralela con la transformacién blistica, y subsiguiente mitosis,
de los linfocitos T, por la estimulacién con fitohemaglutinina, puede
apreciarse una accion citotéxica, demostrable por la lisis de hematies
marcados con Cr®'. La centrifugacion diferencial de los propios lin-
focitos T permite separar dos sub-populaciones, una responsable de
las mitosis y otra responsable de la accién citotéxica (52).

Dado el papel que los linfocitos T estin desempefiando en el
sistema inmunitario a mediacion celular, se quiere ver en la mayor o
menor positividad de la prueba de transformacién blastica por las
fitohemaglutininas, un medio para conocer, con valor diagnéstico,
deficiencias en nuestro sistema inmunitario. Asi tenemos, que los
linfocitos de pacientes con leucemia linfoide crénica, reaccionan muy
débilmente al estimulo de la fitohemaglutinina, mientras que los de
la leucemia linfoide aguda lo hacen muy fuertemente. Listd muy
aceptada la idea de una estrecha relacion entre la enfermedad. de
Hodkkin con un defecto en el sistema inmunitario a mediacién\}c‘elnlar.
Los ensavos efectuados con pacientes diagnosticados de Hodgkin,
antes de recibir ningiin tipo de tratamiento, muestran una respuesta
linfocitaria significativamente reducida, en comparacién con un gru-
po de control de 40 individuos sanos (33). No encuentran, sin em-
bargo, ninguna correlacion entre la respuesta cuantitativa de los
linfocttos a la fitohemaglutinina, y el estado clinico, sintomatologia
e histopatolagia del paciente.

En el caso del lupus eritematoso, enfermedad de tipo auto-
inmune, las respuestas de los linfocitos dé sangre periférica al esti-
mulo de las fitohemaglutininas, en los individuos no tratados, eran
significativamente’ mas bajas, aunque para la prueba es necesario
emplear cantidades de fitohemaglutininas inferiores a las que nor-
malmente se consideran 6ptimas para el ensayo. Se ha comprobado,
también, que en el plasma de estos enfermos existe una sustancia
inhibidora de la respuesta estimulatoria en los linfocitos normales (54).
A Demoqtratlvo de la validez que el ensavo de transformacwn blas-
tica puede tener en la valoracién de la actividad de un medicamento
ésta el caso de pacientes con hepatitis agresiva crdénica, comprobada
histolégicamente, en los que se repiten los analisis al comienzo y en
¢! transcurso de una terapéutica combinada inmuno-supresora, a base
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de azathioprine-corticosteroide. Antes del tratamiento. la prueba de
transformacion bldstica daba una respuesta significativamente redu-
-cida, mientras que durante el tratamiento se producia una normaliza-
cién, o al menos, un aumento cuantitativo de la prueba de estimula-
cién por la fitohemaglutinina., Suspendido el tratamiento, en el 66
‘por 100 de los individuos se observa de nuevo una baja respuesta,
coincidente con una activacién histologica del proceso, demostrable
por biopsia; de aqui que se recomiende, en estos casos, una terapéu-
tica prolongada, de al menos, varios afios, para evitar cuando todavia
-es posible, el desarrollo de una cirrosis irreverzible (53).

A los mismos resultados se llega en el tratamiento de la poliartritis
-créonica, con los citados medicamento (56).

Se sabia que la infeccidon de un cultivo de linfocitos con virus de
‘rubeola originaba una inhibicién de los mismos al estimulo por las
fitohemaglutininas.

En los ensayos in vivo, en niftos sometidos a vacunacidon por virus
atenuados, la actividad mitética de los linfocitos declina seis dias
después de la vacunacién; se hace minima o nula a los once dias, y
vuelve a valores normales, e incluso superiores, a los veinte dias,
coincidiendo con la aparicién de anticuerpos en el suero (57). Aun
cuando los resultados confirman que la infeccidén por rubeola crigina
un estado inmunodeprimido temporal, son muchas las partes que
permanecen oscuras, como puede ser, la diferente respuesta segiin se
trabaje con virus atenuados o no, o la posible relacién de este feno-
meno con la formacion de anticuerpos.

Paralela a las investigaciones sobre las aplicaciones précticas del
proceso de transformacién blastica de los linfocitos, son numercsos
los trabajos encaminados a un mejor conocimiento de las bases teé-
ricas por las que se rige el proceso,

Se conoce que a los pocos minutos de la estimulacién por la fito-
hemaglutina se producen grandes cambios en los mecanismos de
transporte y permeabilidad de la membrana, intercambiando con el
‘medio, potasio, calcio, hexosas, aminoicidos, nucledtidos y fosfato
inorgéanico.

La mayor permeabilidad de la membrana debe estar jugando un
papel muy importante en el proceso de activacién, pues al modificarse
la composicién del contenido intracelular se puede estar afectando
Tas actividades enzimiticas de tal forma que se inicien los procesos
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de division celular. El empleo de compuestos marcados como fosfa-
tos-P*2, colina-C* y acido oleico-C™ han permitido conocer los cam-
bios que se producen en el metabolismo fosfolipidico de la membrana.

Los linfocitos tratados con lectinas incorporan P*2, en el fosfa-
tidilinosito!l, mas rapidamente que los no tratados. Su incorporacion
a otros fosfolipidos de mayor tamafio molecular, también se incre-
menta. pero el efecto es mds tardio. Estos hechos se consideran de la
maxima importancia. dada la intima relacién que existe entre el
intercambio de fosfato en el fosfatidilinositol y numerosas funciones
activas de ]a membrana (58, 59).

Otro de los mayores cambios que se observan en los fosfolipidos
de las membranas es el recambio acelerado de sus restos de acidos.
grasos, detectable a los diez minutos de incubacion. A este tiempo
puede verse que los microsomas de los linfocitos tratados con fitohe-
maglutininas incorporan tres veces mas oleato-C!* en la lecitina que
los microsomas de los controles (60, 61).

También se incrementa el metabolismo de las proteinas de la mem-
hrana, v se hace muy particularmente activo el recambio de glicopro-
teinas. Para el estudio de los receptores de las fitohemaglutininas
sobre la membrana de los linfocitos, e siguen dos técnicas, la de
fluorescencia, a base de lectinas marcadas con fluoresceina, y la mi-
croscopia electrénica, por enlace de la fitohemaglutinina con sustan-
cias tales como, ferritina, hemocianina o bacteriéfago, con gran den-
sidad electronica, y muy ttiles, por tanto, como marcadores en la
microscopia por transmision.

El limite de resolucién con las técnicas de fluorescencia estd cer-
cano a 1 u. por lo que para una localizacién mas precisa se debera
emplear la microscopia electrénica.

Con estos métodos se podra conocer la localizacién y posibles
cambios de los receptores en la superficie de la membrana, pero no
lo que ccurre en su porciéon central, que debe ser estudiada por
microscopia electrénica con agrietado por congelacion. En esta téc-
nica hay una tendencia a desdoblarse la membrana por un plano
paralelo a su superficie, quedando visible su parte interior. Si se
efectia un ataque quimico se podrian ver ahora los planos mis inter-
nos de Ja membrana.

De los resultados analiticos hay evidencia clara de que la distribu-
cién de los receptores para las fitohemaglutininas, en la superficie de
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los linfocitos, es difusa. Sin embargo, cuando se encuentran en pre-
sencia de algunas fitohemaglutininas, y a concentracién adecuada, se
induce una emigracion de estos receptores hacia las zonas polares de
la célula, fenémeno que se conoce como de formacién de casquetes,
perfectamente visibles en los ensayos de fluorescencia. Dicho fend-
feno depende de la concentracion de lectinas, pues. por ejemplo. para
la concanavalina A, concentraciones por debajo de 5 png/cm?® inducen
la formacién de casquetes, mientras que a concentraciones mis
altas o con el empleo del derivado succinico de la concanavalina no.
es observable el fenémeno.

El proceso de redistribucién parece ser anilogo. al menos en sus
efectos visibles, al que inducen los isoanticuerpos sobre los antigenos.
especificos superficiales, o la anti-inmunoglobulina sobre la inmuno-
globulina que se encuentra unida a la membrana linfocitaria.

El comportamiento de las lectinas frente a este fendmeno es una
muestra mas de la complejidad de sus procesos de interacciéon y la
gran variabilidad de sus propiedades hioldgicas.

Ifectivamente, usando lectinas marcadas para andlisis fluorescen-
tes se ha hecho un estudio sobre linfocitos. a base de la medida de
depolarizacién de la fluorescencia, que es indicativo de la mayor o
menor inmovilizacién de la molécula fluorescente en el medio, en
nuestro caco la membrana del linfocito. Con dichas medidas es posible
fijar un indice cuantitativo desde O, que representa total inmoviliza-.
cioén, a 1, que seria totalmente fluido.

En este estudio (63) la concanavalina A presenta un indice de 0.83,
la lectina de Glvcine max 043, v la del germen de trigo 0.37. Estos
resnltados son concordantes con la ohservacion microscéopica de for-
macién de casquetes con la concanavalina A y ausencia de ellos en las:
otras dos.

En intima relacidn con estos resultados schre receptores mas o
menos inmovilizados. no podemos dejar de comentar unas experiencias
que consideramos del maximo interés. por la conexidn que tiene con
temas de investigacion de auténtica vanguardia.

Con el compuesto 1,6 difenil 1.3.5 hexatrieno (D. P. H.), que se-
une a los componentes lipidicos de la membrana celular, es posible
realizar medidas de fluorescencia polarizada y deducir de ellas la
microviscosidad de! medio en el que se encuentra dicho marcador
fluorescente.
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Experiencias sobre linfocitos normales de ratas vienen a demos-
trar que su microviscosidad es casi dos veces mayor que 1a que corres-
ponde a las células de un linfoma maligno, inducido en ratones por
el virus Moloney (64).

Se ha podido comprobar que esta diferencia viene originada por
el menor contenido en colesterol de la membrana de las células del
linfoma, practicamente la mitad del valor normal. La incorporacion
de colesterol a estas células, hasta llevarlo a sus valores normales,
va acompafiada de una marcada reduccion en el poder cancerigeno de
las mismas, demostrables por experiencias de transplantes tumo-
rales (63).

Anilogas diferencias en microviscosidad ha sido también observada
entre los linfocitos humanos de sangre periférica de individuos nor-
wales, y aquellos procedentes de pacientes ccn leucemia linfoide
cronica.

Cuando se trabaja con linfocitos en cultivo, estimulados unos con
la fitohemaglutinina, concanavalina A, y otros de control sin fito-
hemaglutinina, las medidas correspondientes a la polarizacién de
flnorescencia son indicativas de que la microviscosidad de los linfocitos
estimulados era significativamente mas baja que en los normales no-
estimulados. Por otra parte, medidas seriadas a tiempo de incubacién
diferentes nos muestran que en los no estimulados hay un incremento
progreswvo en la viscosidad, con un valor miximo a las setenta y dos
horas de cultivo, mientras que en los estimulados por la concanava-
lina A el incremento es mucho menor,

La microviscosidad estd determinada principalmente por la rela-
cién de las concentraciones molares, colesterol /fosfolipido en la mem-
brana, y para el sistema de marcador fluorescente DPH y tempera-
tura de 25°C, se ha propuesto la siguiente férmula empirica que
selecciona estos valores (66).

[Colesternl]

logn = 0,17 4 0,4
&1 [Fosfolipido]

Ll incremento en la microviscosidad de los linfocitos no estimula-
dos, segiin el tiempo de cultivo, se supone debido a un aumento del
contenido en colesterol, que puede proceder de la incorporacién del
colesterol no esterificado del propio medio de cultivo (suero de ter-
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nera) o de una biosintesis del colesterol celular mas acelerada. Lo que
si parece evident€ es que a las setenta v dos horas de cultivo este co-
clente colesterol/fosfolipido, se hace 2,2 veces mayor, con el consi-
guiente aumento en la viscosidad, que pasa de 2,8 a 6 pois.

E!l aumento, considerablemente menor en la microviscosidad de
los linfocitos en cultivo estimulados por la fitohemaglutinina, es
debido a la presencia de las células blasticas procedentes de la trans-
formacién de los mismos, ya que para ellos el cociente colesterol/
fosfolipido se hace aproximadamente 2,5 veces menor. Ahcra bien,
st tenemos en cuenta lo va indicado de que en las primeras fases de
la transformacion linfobldstica hay un desarrollo marcado en la hio-
sintesis de lo< fosfolipidos. v que, ademas, la célula aumenta de tama-
fo, con incremento de dos veces su superficie, la dism'nucién en el
cociente colesterol/fosfolipido debe producirse sin que hava variacién
en el contenido inicial del colesterol en la célula.

Es evidente que la viscosidad de las memhranas bioldgicas. es el
parametro fisico mas importante en el control de la movilidad rota-
cional vy traslacional de las proteinas de la membrana. La menor
viscosidad de las membranas de las células estimuladas por las fito-
hemaglutininas, explicaria la mayor movilidad de los receptores de
ias lectinas, lo que permitiria la formacién de los casquetes va citados,
y otro tanto ocurriria con las enzimas, que al movilizarse pueden
poner en marcha la sinfesiz del DNA, la transformacién blastica y
la postertor mitosis celular.

Se especula en la actualidad respecto a que una disminucidén con-
trolada del cociente colestercl/fosfolipido en la membrana del linfo-
cito puede constituir, al alcanzar una viscosidad determinada, la sefial
de alerta que ponga en marcha el sistema de respuesta inmune en los
organismos vivos.

Basado en estos datos, resulta evidente que el cociente colesterol/
fosfolipido, determinante de la viscosidad en la superficie de Ta mem-
brana celular, esta jugando un importante papel en el control de las
actividades mdas diversas. Tal vez seria esta la hora de reivindicar a
la molécula de colestero!, que tan mala prensa ha tenido durante
afios, pues va hemos visto que en el lugar adecuado, y a la concen-
tracién debida, resulta vital para la correcta actividad celular y para
control de los mecanismos de defensa.

Hay un hecho, al que se le ha prestado poca atencién a la hora de
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establecer los mecanismos de transformacién linfoblastica, que es el
fendmeno de la agregacién de los linfocitos en el cultivo por la fito-
hemaglutinina, agregacidon que no ocurre de inmediato, sino que va
progresando después de varias horas de cultivo. De acuerdo con los
datos experimentales, esta unién célula-célula podria ser un requisito
indispensable para la transformacién blastica posterior, ya que dicha
transformacién no ocurre en células inmovilizadas sobre agar, v es
muy abundante, sin embargo, en los cultivos densoz, donde la inter-
accion célula-célula es presumible que sea mayor.

En linea con esta hipotesis encontramos un trabajo en el que se
comprueba que la clorpromazina, a dosis mayores de 0,005 mMl inhibe
totalmente la transformacién blastica por estimulo de ia concanava-
lina A, observindose también que no hay agregacion celular. A esta
concentracidn se comprueba que no tiene actividad citotdxica, ni que
inhibe la sintesis del DNA, ya que si la adicién al cultivo se hace
pasadas las primeras veinticuatro horas de incubacion, no se produce
la inhibicién de la transformacién bldstica ni la posterior mitasis
celular.

Con el empleo de la concanavalina trittada se comprueba también
que la clorpromazina a las dosis inhibidoras no influye en el enlace
de la fitohemaglutinina a la membrana, por lo que la hipotesis del
contacto célula-célula, ccmo necesario para la transformacion, queda
reforzada por estas experiencias en que la clorpromazina esta impi-
diendo la agregacidn (67).

Otro aspecto interesante del proce:o de activacion de los linfo-
citos en cultivo por las fitohemaglutininas, lo constituye la segrega-
cidon de unos factores llamados Ihifokiras, con una variada gama de
propiedades biologicas, tanto in zizo como in wvitro. Uno de los mas
importantes, y por aliora mejor caracterizado, es el factor inhibitorio
de emigracién de los macrofagos (MIT), que puede ser producido
tunto por los linfocitos T como por los B.

Su importancia se deriva de sus aplicaciones al laboratorio clinico,
va que se ha comprobado que en alguncs procesos que cursan como
inmunodeficiencias pueden sus linfocitos ser capaces de efectuar trans-
formaciones blasticas, pero que, :in embargo. fallan en la segregacion
de! MIT. En la mayoria de ios pacientes con enfermedades linfo-pro-
liferativas (linfomas, TTodgkin) no aparece ese incremento en la segre-
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-gacién del MIF, al ser estimulados sus linfocitos en cultivo por la
concanavalina A (68).

Interaccidn con plaguetas

Son menos frecuentes los trabajos sobre la interacciéon de las
lectinas sobre las plaquetas, tal vez por !a dificultad que entrafia el
trabajar con estas células sanguineas, dada su labilidad.

La funcién de las plaquetas durante la hemostasis estd caracteri-
'zada por dos procesos interrelacionados:

a) Agregacién plaquetaria.
b) Reaccidn de segregacién de compuestos como nucledtidos de
.adenina, serotonina, proteinas, etc.

Con la trombina, por ejemplo, se pueden seguir ambos procesos
£n una suspensién de plaquetas humanas lavadas. A la proteina segre-
gada por las plaquetas en estas condiciones se le denomina «proteina
sensible a la trombinay.

Entre la variedad de otros agentes capaces de provocar cualquiera
-de estos procesos, como el colageno, ADP, complejos antigeno-anti-
.cuerpo, etc, hay que incluir a determinadas fitohemaglutininas.

Las fitohemaglutininas del Phaseolus vulgaris, por ejemplo, inhi-
Dben al enzima adenilato ciclasa e inducen la segregacion de seroto-
nina v de la proteina sensible a la trombina. Un ensayo cuantitativo
de fijacion de esta lectina a las plaquetas dan una cifra de 300.000
grupos receptores por célula, y glicoproteinas inhibidoras de la fija-
cién, como puede ser la fetuina, anulan la segregacidn de la seroto-
nina. Se sugiere, pues, que una deierminada glicoproteina de la mem-
‘brana plaquetaria podri estar envielta en el mecanismo de induccién
det proceso de segregacion (69).

En experimentos con otras lectinas se ha pretendido buscar alguna
relacién entre su actividad y el azicar inhibidor determinante.

Asi, la lectina de la soja (Glycine nax) con determinante N-acetil-
galactosamina, no tiene ning(in efecto ni en la agregacién plaquetaria
i en el proceso de segregacion.

Lectinas con especificidad a la D-glucosa y D-manosa como son
las del Lathvrus sativus, Lens culinaris v Pisum sativum, son de
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efectos débiles, aun cuando a altas concentraciones pueden inducir
la segregacién de serotonina, pero no de ADP, lo que sugiere dos
mecanismos diferentes para la segregacién de ambos componentes.

Las de especificidad a la D-galactosa, especialmente la de Ricinus
comnuanis y N-acetilglucosamina,como la del germen de trigo, son
muy activas, tanto para la segregacion de ADP y serotonina como
para la agregacion plaquetaria. la fitohemaglutinina del Phaseolus
coccinens, sin determinante conocido, es también muy activa.

La concanavalina A, incluida entre las de determinante de D-glu-
cosa y D-manosa, se comporta de forma especial, ya que no es capaz
de aglutinar a las células enteras, pero si a las membranas aisladas,
lo que puede ser indicativo de que los grupos receptores no se encuén-
tran sobre la superficie exterior de la plaqueta, y que sélo se ponen
al descubierto tras la rotura de la célula. El proceso de liberacién de
serotonina y ADP es ya muy efectivo a bajas concentraciones de la
lectina (70).

Interaccion con células tumorales

La primera informacion respecto a este tipo de interaccion se
remonta a 1963, en que Aub y cols. (71), trabajando con una prepara-
cidon de lipasa procedente del germen de trigo, observaron que tenia.
una actividad aglutinante sobre células tumorales de ratén. Poste-
riormente se comprobé que dicha actividad procedia de la fitohema-
glutinina que impurificaba a la preparaciéon de lipasa y que ademas.
habia una gran diferencia de comportamiento de dicha aglutinina,
segliin que se tratase de células tumorales o células normales.

Ante este hallazgo de que una fitohemaglutinina supiese distinguir
entre una célula tumoral y otra normal, los trabajos de investigacién
se multiplican, alentados con la posibilidad de obtener algiin tipo de
informacién sobre el mecanismo de transformacién de la célula normal
en cancerosa.

Hay un cierto predominio de los trabajos realizados con fibro-
blastos de ratones, transformados por virus-DNA cancerigenos. Con
ellos se investiga la actividad aglutinante de diferentes lectinas, que
de acuerdo con Lis y Sharon (72) puede expresarse por el llamado
«factor de selectividad», que representa el cociente de la concentracién:
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minima de lectina necesaria para aglutinar a las células normales y
la necesaria para aglutinar a las células transformadas.

Para fibroblastos transformados por el virus SV40 o el de polioma,
los valores de factor de seletividad que figuran en la bibliografia
suelen variar, lo que es explicable dado el material con el que se
trabaja. Algunos de ellos se representan a continuacion:

Fitohemaglutinina Virus oncégeno sell:z;t\?'\rdad
Germen de trigo ... ... ... . .o . SV40 70 - 100
Germen de trigo ... ... ... ... .. ... Polioma 30- 70
Concanavalina A ... ... ... ... ... ... SV10 15- 32
Concanavalina A ... ... ... ... ... ... Po'ioma 10
Glycine may ... ... ... .. SV40 80
Glycine max ... ... ... .. ... Polioma 40
Ricinus communis ... ... ... ... ... ... SV40 30
Ricinus communis ... ... ... ... ... ... Polioma 10
Phaseolus wulgarvis ... ... ... ... .. SV40 100
Lens culinaris ... ... ... .. ... ... SV40 4
Vicia faba ... ... ... .. ... .. SV40 8
Pisum sativum ... ... ... ... ... .. SV40 N
Solanum tuberosuwm ... ... ... ... ... SV 16
Wistaria furibumda ... ... ... ... .. SV40 16

También son activas frente a células tumorales diversas, la del
Abrus precatorius, Robinia pseudoaccacia, Sesanum indicuin Momor-
dia charantia, etc.

Otras fitohemaglutininas, las procedentes del Doliclhos biflorus,
Sophora japonica, Ulex europeus, Laburnum alpinum, Lotus tetrago-
nolobus y Phaseolus lunatus, son todas inactivas, y si nos fijamos que
todas ellas tenian sus lectinas especificas para los hematies de deter-
minados grupos, podria considerare como vilido el supuesto de que
las lectinas grupo-especificas no interaccionan con las células somé-
ticas en general.

Demostrada la unidon de las fitohemaglutininas inespecificas a las
células tumorales se desperts de inmediato el interés por conocer sus
efectos, tanto 1 vitro, con células en cultivo, como in wivo, control
del desarrollo tumoral en animales de experimentacién.

En cultivos de células de tejidos normales la velocidad de divisién
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celular decrece, de manera general, cuando la poblacién celular aumen-
ta. La inhibicién, que depende de la densidad de células en el medio,
es un fendmeno reversible, como se demuestra por la restauracién de
la primitiva velocidad de divisién por sub-cultivos. Esta inhibicién
€sta ausente, o muy reducida, en los cultivos de células neoplasicas,
en las cuales contintia su divisién, a su maxima velocidad, hasta que
dichas células se necrosan.

La adicién de concanavalina A a cultivos de células transformadas
viralmente (virus de polioma) o quimicamente (dimetil-nitrosamina),
muestran una disminucién efectiva del ritmo de division celular, en
comparaciéon con los cultivos controles sin fitohemaglutinina (73).

Al comprobarse que el efecto de la concanavalina A no se debe a
una accion toxica, vy que ademds, el fenémeno es reversible, es decir,
que al eluir la concanavalina A, recuperan las células tumorales el
ritmo de divisién celular de los controles, se ha considerado que el
efecto inmed:ato de la fitohemaglutinina es et de restaurar la facultad
de «inhibicién por contacton del crecimiento celular, caracteristico de
las células normales v perdida en las transformadas (74).

Las experiencias in zizo (T3) demostraron también que la inyeccidn
de 10 a 20 mg de concanavalina, en el lugar de la inoculacion de las
<élulas tumorales, hacia que el 70 por 100 de los animales no presen-
taran tumoracion pasados los treinta dias de la implantacion.

Nuestra aportaciéon en este campo esta representada por los tra-
bajos efectuados en colaboraciéon con la Dra. M.* Rosa Otero (75),
con las fitohemaglutininas de los extractos de semillas de Myrius
commnnis, sobre cancer tipo Yoshida en rata (provocado por el agen-
te cancerigeno, o aminoazotolueno). Como datos indicativos positi-
vos de estas experiencias resaltariamos que las fitohemaglutininas del
Myrtus son capaces de disminuir el ritmo de crecimiento de la tumo-
racion, y en unos porcentajes que van del 27 al 60 por 100, segin
las dosis y vias de administracion de la fitohemaglutinina, paralizarlo
con remisién total,

Muy intensa ha sido la actividad investigadora encaminada a resol-
ver los problemas planteados al tratar de encontrar una clara expli-
cacion a los procesos de interaccion fitohemaglutininas-células tumc-
rales. El fendmeno, sin embargo, es tan complejo que muchas de
sus partes permanecen oscuras. con conclusiones contradictorias, v
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-en general mal comprendidas, Nos haremos eco de aquellos aspectos
-mas comprendidos:y mejor elaborados.

Un aspecto muy importante de la reactividad de las fitohemagluti-
‘ninas, es que un tratamiento enzimatico suave con tripsina de fibro-
"blastos normales, los hace presentar una aglutinabilidad semejante a
la de las células transformadas. Se piensa, pues, que la aglutinabilidad
frente a las fitohemaglutininas es una propiedad ya codificada en la
-célula y que el agente cancerigeno, al igual que ocurre con el trata-
“miento enzimatico, se encarga de su activacién.

Para que la aglutinacién pueda verificarse, debe existir un enlace
previo de la fitohemaglutinina con los correspondientes grupos recep-
‘tores en la superficie de la membrana celular. Cabria pensarse que en
la célula normal estos grupos receptores estin enmascarados v sélo
aparecen tras el tratamiento enzimitico. Sin embargo, los ensayos
«cuantitativos con la concanavalina A marcada, han venido a demos-
trar que tanto las células normales como las transformadas por agen-
.cancerigenos o las tratadas por agentes proteoliticos, enlazan, apro-
ximadamente, la misma cantidad de fitohemaglutinina,

Siendo esto asi, se ha buscado la explicacién en una localizacién
-diferente de los grupos receptores en ambos tipos de células.

Analiticamente puede seguirse el proceso por microscopia de fluo-
‘rescencia, marcando con fluoresceina a la fitohemaglutinina, o por
microscopia electrénica, previo marcaje, en este caso, de la fitohema-
‘glutinina con ferritina, peroxidasa o por reaccién con hemocianina.

Como caracteristica casi general, aquellas células que no son
:aglutinables por las fitohemaglutininas, tiene a sus grupos receptores
~distribuidos uniformemente sobre la membrana, mientras que las aglu-
tinables los tienen localizados de forma heterogénea, formando agru-
paciones, de manera que al verificarse la aglutinacién, las células
centran en contacto por aquellas regiones donde la membrana tiene la
mas alta densidad de receptores.

Ante el hecho de que la aglutinabilidad de las células transformadas
.aparecia. en determinadas experiencias, dependientes de la tempera-
tura, se planteaba la cuestién de si la distribucién no uniforme de
"los grupos receptores existia con anterioridad a su enlace con la fito-
“hemaglutinina, o era una consecuencia del propio enlace.

Nicolson (76) nos demuestra que operando a 0° C, la distribncion
«le receptores es uniforme tanto en células normales como en las trans-
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.formadas, pero, que si la temperatura de incubacion se eleva has—
ta 37" C, la uniformidad persiste en las células normales, mientras que
en las transformadas se opera una agrupacién de los receptores que
hacen a la célula aglutinable,

Lo anterior es consecuente con la idea de presentar a las membra-
nas celulares como unas estructuras fluidas, que permitiran una mayor
o menor facilidad de movimiento a los grupos receptores, y que la
modificacién del grado de fluidez de la membrana seria una de las
primeras manifestaciones del proceso de transformacion celular por
los agentes cancerigenos.

El mismo Nicolson presenta pruebas que parecen concluyentes.
De unas células transformadas, incubadas a 0° C con fitohemaglut'-
nina, se tomaban tres muestras, la primera se mantenia a 0°C. la
segunda se trataba con formaldehido. al 2 por 100 durante quince
minutos, y se incubaba posteriormente a 37° C, v la tercera se incu-
caba a 37° C: todas ellas se trataban posteriormente con una anti-
fitchemaglutinina marcada para fluorescencia.

En la observacién microscopica podria verse una distribucién uni--
forme de los receptores en las dos primeras muestras, mientras que:
habia agrupacién de los mismos en la tercera. Se ve, pues, que la
fijacién de la estructura celu'ar por el formaldehido o glutaraldehido,
impide la movilizacién de los receptores, al igual que ocurre a la tem-
peratura de 0° C.

En unas pruebas cuantitativas de fijacién. tomando como indica--
dor la pérdida de 'a aglutinabilidad celular, pudo verse que para células
de linfoma, tratadas por glutaraldehido. al 2,5 por 100, se requeria.
un tiempe de fijacion de cuarenta v cinco minutos, para inhibir el
efecto aglutinante de 100 p.g/cm?® de lectina del germen de trigo, tiem—
pPo que pasa a tres horas, si el ensayo se hace con la concanavalina A,
o a seis horas, si la fitohemaglutinina procede de la Glvcine max (77)..

Las modificaciones de la fluidez de la membrana celular, como
consecuencia de la accidn de un agente cancerigeno, no sélo va a
producirse en el centido de aumentar, que ya hemos visto es lo mas
general, sino que también puede ocurrir lo contrario. Esto, al menos.
es lo que se deduce de los resultades experimentales de las medidas
de fluorescencia polarizada, con la concanavalina A-fluoresceina, err
linfocitos normales v células de linfomas malignos, como represen-
tantes de aquellas células que. in wivo, no forman accciaciones en el
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-organismo, y fibroblastos normales y transformados por el virus SV40,
de las que se asocian in vivo para formar tejidos. En las primeras de
ellas la movilidad de los receptores de ta concanavalina A disminuye
«con la transformacidn, lo que equivale a una disminucién paralela de
la fluidez; al contrario de las del segundo tipo de células, en las que
la transformacién va acompafiada de un aumento de la fluidez (78).

Existen unos compuestos derivados del ciclopropano, que se cono-
cen como agentes de movilidad de las membranas, en virtud de que
su presencia hace aumentar la movilidad de los receptores de los anti-
cuerpos Ig sobre la membrana de los linfocitos, promoviendo la
formaciéon de casquetes (79). Usando uno de estos compuestos, el
-denominado A,C, se puede seguir la interaccién de la aglutinina del
germen de trigo con células de mastcecitoma (80).

CH, - (CH,), - CH - CH - (CH,), - COOCH, - CH, - O - CH, - CH, - OCH_

N/
CH,

Ea este caso, la presencia de cantidades crecientes del A,C en los
cultivos origina la reagrupacion en casquetes de los receptores de la
aglutinina, a la vez que se va disminuyendo la aglutinabilidad de las
células de mastocitoma. Se encuentra, pues, una cierta concordancia con
el comportamiento que apuntibamos anteriormente en las células de
plasmocitomas, ya que una modificacion de la fluidez de la membrana,
provocada artificialmente, lleva consigo una alteracién de una de las
caracteristicas de estas células transformadas, su aglutinabilidad.

La complicacién surge cuando en ensayos similares se emplea la
concanavalina A, al observarze que el A,C no modifica la localizacisn
de sus receptores. La inhibicién de la aglutinacién a baja tempera-
tura puede ser enfocada, no solamente por estados de transicion en
las estructuras de las mebranas, originarios de cambios en viscosidad,
sino también, por modificaciones del metabolismo celular.

En efecto, la presencia de inhibidores de los sistemas generadores
de energia celular reduce la aglutinabilidad de las células de ascitis
tumoral de ratas, por las fitohemaglutininas del Ricinus comimunis
v la concanavalina A, sin que, por otra parte, se modifique la capa-
cidad de enlace de las mismas (81).

La disminucién en la aglutinabilidad iba acompafiada de un des-
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censo. mas o menos pronunciado, del nivel de ATP intracelu’ar..
Yodoacetato y 2-doxiglucosa, que son fuertes inhibidores de la aglu—
tinacién, rebajan casi a cero el nivel de ATP, mientras que N,Na,
CNNa y 2,4 dinitrofenol, con efectos moderados sobre la aglutina--
cién, hacian descender, mas débilmente, el nivel del ATP.

Se sabe que las células generan ATP por dos vias diferentes, gli--
colisis v cadena respiratoria: si el inhibider presente bloquea uno
de los caminos, la célula seguiria siendo aglutinable. Asi parece demos--
trarse con el 2,4 dinitrofenol, que al bloquear los dos caminos origina
una progresiva disminucién en la aglutinabilidad, de acuerdo con su
concentracion, de tal forma que cuando se hace 1 mM dejan de ser-
aglutinables. Sin embargo. si se afiade glucosa al sistema, con objeto-
de mantener el nivel de ATP por via glicolitica, la aglutinacién per-
siste aun con concentraciones 5 mM del 2,4 dinitrofenol.

Parece evidente, de acuerdo con estas experiencias, que alglin
tipo de metabolismo celular activo por intermedio del ATP, es esencial’
para la aglutinaciéon por estas fitohemaglutininas,

Otro compuesto, citochalasin B, conocido inhibidor de movimien-
tos celulares (citokinesis, formacion de microfibrillas, movimiento de-
receptores superficiales y traslocacién de células completas) también
inhibe la aglutinacién, lo mismo que el colcemid, perturbador de la
funcién microtubu’ar. Luego todo aquello que modifique los proce-
sos activos celulares, estd influyendo de algin modo en la aglutina--
bilidad por las fitohemaglutininas,

St como hemos venido comprobando, la aglutinabilidad por las
fitohemaglutininas es una de las caracteristicas de la transformacidn-
de la célula normal en cancerosa, los agentes anti-cancerigenos pro-
bados clinicamente dtiles, podrian conducir a modificaciones de las
membranas de las células tumorales, detectables per los ensayos de
aglutinacién.

Hwang v Sartorelli (82) utilizan células tumorales aisladas del
fluido ascitico de Sarcoma 180, que se incuban con dosis diferentes
de anticancerigenos, siguiendo la aglutinacién cuantitativamente, por-
la variacién de la absorbancia de la suspensién celular a 546 nm.
Como fitohemaglutininas usan la del germen de trigo y la concana--
valina A, operando a temperatura programada desde 0° a 37° C.

En esquema, los resultados obtenidos fueron: los compuestos
1-Tioguanidina y la Bleomicina inhiben la aglutinacién por la agluti--
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nina de! germen de trigo, después de un tiempo de incubacién de
stete horas para la.primera, y de 2,5 horas para la segunda. Con la.
concanavalina A se puede detectar el cambio progresivo en la mem-
brana celular por efecto de la Bleomicina, al hacerse cada vez mais.
pequena la velocidad de aglutinacion durante el periodo de incubacién,
efecto que se inicia a las dos horas y media. Chromomicina A,, Adra-
micina v Methotrexato, tienen efecto contrario a los anteriores, es
decir, que después de siete horas de incubacion para el primero, y sélo-
dos para los otros, la aglutinabilidad celular se incrementa. Indepen-
dientemente de los motivos de este comportamiento dispar, lo que
si es evidente es que estin reflejando unas modificaciones en la mem-
brana celular, y a ello puede deberse la accion anticancerigena de
estos compuestos.

Otros productos ensayados fueron, arabinosil-citosina, 5-fluorou-
ractlo y 5-fluorodeoxturidina, los cnales no afectan ni a la velocidad
ni a la avidez de la aglutinaciéon de las células del sarcoma-180, al
menos en las condiciones experimentales usadas.

Ante estas experiencias, nosotros vislumbramos unas pruebas ana--
liticas stmilares a los antibiégramas, a base de las células tumorales
obtenidas por biopsia. v ensayo de la actividad agresora sobre sus
membranas, de los diferentes agentes anticancerigenos de que se
dispone, contrastada, como hemos visto. por su aglutinabilidad por
las fitohemaglutininas.

Aspectos microbiolégicos v parasitolégicos

Aunque menos estudiado, no faltan tampoco trabajos con aporte
de datos respecto a la interaccion d¢e fitohemaglutininas con bacterias,
micoplasmas o virus.

Objeto de interés han sido, la interaccidn de la concanavalina A
con los componentes de la pared celular del Bacillus subtilis (83), com
algunas enterobacterias v con estreptococos.

I.os experimentos con varias cepas de estreptococos orales y con-
canavalina A, vienen a mostrar tres modos diferentes de interaccién.
Con ¢l Strep sanguis, cepa Blackburn, se produce agregaciéon de los
mismos, finicamente en presencia de saliva: se supone que la conca-
navalina A se une a las células, que se agruparin a través de puentes
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de enlace facilitados por la saliva, probablemente un componente
glicoproteico. .

Con el Strep sanguis, cepa M7 PR3, no hay enlace concanavalina
célula, pero si hay agregacién en presencia de la saliva. En este caso
parece probable que la concanavalina ‘A active, por algiin mecanismo,
el factor de agregacién salivar.

Ll tercer modo de interaccién lo presenta el Strep mutans, que
no necesita del factor salivar para su agregacion, pero si de sacarosa.

Los autores del trabajo (84) postulan, que el hallazgo de estas
interacciones con fitohemaglutininas avmentan las posibilidades de
‘poder usarlas como medio para modificar el balance microbiano en
la boca, por aclaramiento de las bacterias de la saliva,

Los micoplasmas, al estar desprovistos de pared celular, podran
interaccionar a través de su membrana citoplasmatica, muy estable
v elastica.

Las experiencias realizadas con una serie de micoplasmas y diver-
sas fitohemaglutininas, son demostrativas de la especificidad de la
interaccién (85).

Las aglutinaciones pueden hacerse sobre placa, como si de hematies
se tratase, con la suspension de los micoplasmas y las lectinas, con
lectura a los dos minutos. Para la investigacion de posibles agluti-
ninas incompletas se puede prcbar también, en presencia de solucién
de albtimina bovina al 5 por 100.

Loz extractos de Lotus tetragonolobus, Doliclos biflorus, Maras-
mius oreades, Laburnum alpinum y Solanwm tuberosum, no aglutinan
a ninguna de las espectes de micoplasmas ensayados.

Resultados positivos dieron los extractos de Riciuus commu-
nis (RC), Canavalia ensiformis (CE), Vicia cracca (VC) y Phascolus
oulgaris (PHA), que resumidos fueron:

Micoplasma pneumoniae ... ... ... ... ... es aghlitinado por (RC), (CE)
Micoplasma neurolyticum ... .« s ag'utinado por (CE)
Micoplasma mycoides (var. mycoides). es aglutinado por (RC), (CE)

w

Micopasma pulmonis ... ... ... ... ... es aglutinado por (VC). (RC). (PHA), (CE)
Micoplasma mycoides (var. capriy ... es aglutinado por (VC), (RC). (PHA}, (CE)
Micoplavma gallisepticum ... ... ... ... es aglutinade por (VC). (RC), (PHA), (CE)

Micoplasma gallinarum ... ... ... ... ... e

s

aglutinade por (VC). (RC). (PHA), (CE)

La gran aglutinacién del M. preumoniae por (RC) y (CE), es
indicativo de que unidades de galactosa y glucosa deben encontrarse
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«n la superficie de su membrana, presumiblemente unida a restos
lipidicos, va que la aglutinabilidad no se modifica por digestion de
los micoplasmas por una proteasa. ldénticas consideraciones son
aplicables al M. myveoides (var. mycoide). y a las restantes especies,
en lo que a los receptores para (RC) v (CE), va que la digestion con
pronasa les hace no aglutinables por (VC) v (PHA): ello puede supo-
ner que los receptores para estas f{itohemaglutininas estén unidos a
través de proteinas.

Respecto a los virus, ya hemos visto céomo las células transfor-
madas por virus cancerigenos se hacen mas aglutinables, propiedad
que hay que hacerla extensiva a toda una serie de virus encapsidados
no-oncogénicos, como puede ser: herpesvirus, poxvirus, arbovirus,
paramixovirus v rhabdovirus.

Esta aglutinabilidad de l!as células se hace detectable dentro de
las primeras doce horas de la infeccion viral, aunque no todas ias
células reaccionan igual ante un determinado virus. Asi. los arbo-
virus no inducen aglutinabilidad en fibroblaztos de embrion de pollo,
pero si lo hacen sobre células BHK. a pesar de que ambos tipos de
células son capaces de producir grandes cantidades de virus,

Todos los virus encapsidados, por su parte, son aglutinados fuer-
temente por la concanavalina -A, v en el caso concreto del virns de
la enfermedad de Newcastle, es aglutinado igualmente por la fito-
hemaghitinina del germen de trigo (82).

Los virus de la influenza y el de estomatitis vesicular pueden ser
aglutinados, tanto por la concanavalina A como por la fitohemaglu-
tinina del germen de trigo v del Ricinus convmuiis. La cantidad de
estas aglutininas, que se unen a las particulas virales de influenza,
presuponen que el niimero de receptores de la lectina sobre la super-
ficie viral. se aproxima bastante al de agujas de glicoproteinas visibles
en ésta por microscopia electrdnica (87).

Hay también algunos estudios sobre la accion interferente de las
fitohemaglutininas en los procesos antiviraies del interferon. Tin estos
ensayos se utiliza interferén unido a Sepharosa (IF-sepharosa). las
fitohemaglutininas de Phascolus wulgaris. Lotus tetragonolobus y
concanavalina A, v como virus infectantes el encéfalo-miocardi-

tis (EMC).

Con las fitohemag!utininas citadas se producia una marcada inhi-
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bicion del interferdn, resultando inefectivas las de Lens culinaris y la
del Ulex eurepeus (88).

Se comprobaba la actividad especifica de la fitohemaglutinina
porque, por ejemplo, la presencia en el medio de fetuina, una glico-
proteina de alta selectividad para la fitohemaglutinina de Phaseolus
vnlgaris, dejaba sin efecto la accidn interferente de esta tltima, y el
IF-sepharcsa recuparaba su plena actividad. T.a accion de I.-fucosa,
especifica para la lectina de Lofuis, no tenia, por el contrario, ninghan
efecto, lo que puede ser indicativo de un diferente mecanismo de
interaccion de esta fitohemaglutinina con el interferén.

En el terreno parasitolégico podriamos destacar las interacciones
de la concanava'ina A con los trofozoitos de varias cepas de Enta-
moeba histolviica (89).

Se comprueba que a concentraciones de concanavalina A superio-
res a 100 no/cm?®, los trofozoitos de las cepas patogenas HK9: NTH
y HN2:IMSS, formaban grandes conglomerados constituldes por
varios milez de células, mientras que los correspondientes a cepas
ohtenidas a partir de portadores asintomaticos, HMRK:TAMSS y
HAMT7:1MSS. formaban agrupaciones de menos de diez célu'as. Las
aglutinaciones no se producian en pre:zencia de! aziicar z-metil-D-glu-
cosa, inhibidor de la concanavalina, a concentracién (0,1 M.

Los resultados hablan de una correlacion entre et grado de aglu-
tinacion y la virulencia de los trofozoitos de la E. listolitica. Esta
correlacion no es general, pues con la Acanthamocba el fenémeno se
invierte, v ahora son las cepas virulentas, productcras de lesiones
cerebrales a los humanos, las menos aglutinahles por la concanava-
lina A (90).

L.a aglutinacidén es sensible a la temperatura, ya que se inhibe
significativamente a temperaturas inferiores a los 15° C. Aunque ello
puede ser debido a cambios de fluidez de la membrana, no puede
tampoco descartarse algunas alteraciones metabolicas, por ejemplo,
inhibicién de algiin enzima esencial para el proceso.

Los promastigotes de Leishmania donovani también aglutinan por
la concanavalina A y por la fitohemaglutinina del Phaseolus wvul-
caris (91).

N

I.as aglutinacicnes observadas son del tipo somatica-somatica,
flagelar-snmatica v flagelar-flagelar.
Tratamiento de los promastigotes por las enzimas dextranasa v
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a-amilasa, reduce su capacidad para ser aglutinados por las lectinas,
mientras que Ja tripsinizacién no tiene ningn efecto.

Estas interacciones permiten extender los conocimientos sobre los
componentes de la membrana, con polisacaridos distribuidos al azar,
portadores de residuos de z-D-glucosa v N-acetil-D-galactosamina.

Otros tipos de interacciones celulares

La aglutinacién de espermatozoos por lectinas fue vista, en primer
lugar, en los espermatozoos de toros (92). aglutinacion que se veri-
ficaba cola con cola. Posteriormente las investigaciones se exten-
dieron a los espermatozoos de otras especies animales. conociéndose
en la actualidad la distribucién de los receptores para diferentes
lectinas, a lo largo del espermatozoo, y sus movilidades relativas,
mis alta en la regidn postacrosomal, que en la regién del acrosoma
v Ia cola (93).

En los dvulos. la interaccion se verifica sobre la zona pellucida,
con componentes mucoproteidos neutros o débilmente Acidos.

Para el caso de los 6vulos de hamster. al ser tratados por la fito-
hemaglutinina del germen de trigo, no sélo se reduce al acoplamiento
de los espermatozoos a la zona pe]]'ucida‘ sino que previene la pene-
tracién de los mismos, Tste tratamiento incrementa las propiedades
de «light scattering» de la superficie mis externa de la zona pellucida,
lo que sugiere que se producen cambios en la organizacion molecu'ar
de esta zona.

Estos efectos no parecen ser una propiedad general de todas las
lectinas. sino que una vez mis. se pone de manifiesto la alta especi-
ficidad de accién de estas sustancias. En efecto, la concanavalina A
no bloquea completamente la fertilizacién del 6vulo, mientras que
son tan efectivas como la del germen de trigo, las fitohemaglutininas
del Ricinus communis v la del Dolichos biflorus. que bloquean total-
mente la fertilizacion (94).

Un trabajo muy interesante, el primero de este tipo, estudia las
interacciones de las fitohemaglutininas. con células secretoras endo-
crinas, concretamente los Islotes de Langerhans aislados (95).

Comprueban la liberacién de insulina y glucagdn en presencia
de 2 mM de glucosa.
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De todas las fitohemaglutininas ensayadas, sdlo dos estimulan ia
liberacién de las hormonas, las del Agaricus bisporus, fraccion B, v
la del Agaricus campestris. No tenian efecto las de Phascolus vulgaris,
Lens culinaris, Ricinus communis, germen de trigo, Glycine max,
Dolichos biflorus, Solanum tuberosim y concanavalina A.

Es muy significative que esta liberacidon estimulada de las hormo-
nas por las fitohemaglutininas séa un proceso que no requiere consunio
de energia, ya que la presencia del 2-1 dinitrofenol no lo mhibe,

Se especula con que la interaccion especifica de las lectinas y sus
receptores pueda conducir a cambios conformacionales en la estruc-
tura de la membrana de los islotes, facilitando asi la exocitosis de
las hormonas, Lo que no cabe duda es que las fitohemaglutininas
<onstituyen unos elementos de ayuda poderosisimes para la investi-
gacioén de los pasos finales del proceso de secrecidon hormonal.

También han sido objeto de estudio las interacciones con células
retinianas y células intestinales, observindose diferencias segtin sean
fetales o adultas.

Pasando al Reino Vegetal, nos referiremos tnicamente al efecto
estimulante de las lectinas en la germinacién de los granos de
polen (96).

La germinacion del polen lleva consigo su paso a una célula meta-
bolicamente activa, con rapido crecimiento del tubo polinico, proceso
que puede ser seguido microscopicamente,

Los ensayos con fitohemaglutinina del Phasecolus wulgaris y la
concanavalina A, frente a granos de polen del Lilitm longiflorum,
demuestran que con una concentracién de lectina en el medio de
1 mg/cm®, el mayor porcentaje de granos germinados se alcanza
durante la primera hora, frente a tres horas para los controles. Si
la concentracién se rebaja a 100 ug/cm?®, el maximo ocurre a las
dos horas. y si la concentracién es de 10 ug/cm?, no se encuentra
diferencia con los controles, El efecto de la lectina es, pues, sobre
la velocidad de germinacién, y no sobre el porcentaje de granos ger-
minados. Una explicacién logica, pero no demostrada, es la de que
la unién de la lectina a la pared celular puede alterar la permeabilidad
de 'la membrana, facilitando asi el paso del agua v otros elementos
nutrientes para la germinacion.
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Interaccidn con macromoléculas en solucidn o dispersion

Al igual que se unen a receptores moleculares sobre membranas
pueden hacerlo con las macromoléculas en solucién, lo que origina,
en muchos casos, la formacién de precipitados, ¢

Para que ésta sea posible, la fitohemaglutinina debe tener, al
menos, dos puntos de enlace en su molécula, como es el caso de
metil-x-D-manopiranosa vy metil-z-D-glucopiranosa, en la concanava-
lina A, dos N-acetil-D-galactosamina en la de Glveine max, o dos o
cuatro L-fucosa, en la del Lotus tetragonolobus. Parece demostrado
que estos puntos de enlace son homogéneos e idénticos en cuanto a
su distribucién, propiedad que les distingue de los anticuerpos, en los
que falta estas identidad y homogeneidad.

No es de extrafiar, que la diversidad en la composicién quimica
de las fitohemaglutininas, sea origen de una gran variabilidad de
comportamiento frente a las macromoléculas,

"Atencidn especial se ha prestado a las interacciones con los com-
ponentes del suero humano tanto normales como patoldgicos, v ast,
por ejemplo, con la concanavalina A se obtiene un precipitado en
el que puede demostrarse la presencia de los siguientes componentes :
IgM, IgA, =,-antitripsina, =z,-macroglobulina, transferrina, $.-lipo-
proteinas, haptoglobinas, ceruloplasmina, componentes grupo-espe-
pecificos ¥ complemento (97).

Con las fitohemaglutininas de Lens culinaris se obtiene igualmente
un precipitado que contiene TgM, s,-macroglobulina’ v 8,-g’icopro-
teina, asi como trazas de [gA e TgH (98).

Frente al antigeno Australia, marcado con 1'% la concanavalina A
lo precipita en un 25 por 100, y la parte soluble también forma algtux
tipo de agregado molecular, ya que la movilidad electroforética de
dicho antigeno se reduce drasticamente (99). ;

Las fitohemaglutininas de! Martus communis interaccionan fuer-
temente con los componentes del suero humano, muy ezpecialmente
con la fraccidn lipoproteica, aunque también, segin el pH del medio,
puede producirse la precipitacion, casi completa, de las fracciones
globulinicas 2, 8 y v. T.a albiimina puede permanecer en solucion,
aun cuando el aumento en su velocidad de emigracion electroforética
es indicativo de algnn tipo de proceso de interaccidén (100). Con frac-
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ciones proteicas separadas, por ejemplo. la lipoproteina de baju den-
stdad (LDL) interacciona con la concanavalina A y no con la ricina.
El proceso se seguia, en este caso, por la inhibicion del poder agiu-
tinante de la lectina sobre hematies de conejo, en presencia de la
lipoproteina (101). También se enlaza la concanavalina A a la trom-
bina, con inhibicion de su accién coagulante sobre el plasma humano
o sobre el fibrindgeno (102).

Por técnicas de difusion en agar pueden seguirse las interacciones
de los componentes de ia saliva humana, con los extractos de Cytisus
sessilifolius, Laburnum alpinion, Uley europeaus y Lotus tetragono-
lobus, observandose diferentes lineas de precipitacion. segiun que los
individuos fuesen secretores o no-secretores (103).

La mielina purificada, en suspension en «buffern de fosfato, es
aglutinada por la concanavalina A, no siendo afectada por las fito-
hemaglutininas  del Phascolus wvulgaris. Ulex curopaens o Lotus
tetragonolobus (104).

Estas interacciones de las fitohemaglutininas ha despertado un
gran interés en el terreno de las investigaciones sobre técnicas de
separacion basadas en las cromatografias de afinidad. Hoy dia es
posible obtener, comercializados con nombres diferentes, soportes
para este tipo de cromatografia con diferentes lectinas inmovilizadas
cobre ellos, con las que se podran obtener fracciones proteicas del
suero (103). fracciones lipoproteicas (106), enzimas purificados (107).
componentes glicoproteidos de los virus (108), hormonas, etc. Con
las fitohemaglutininas del Mxyrtus communis, inmovilizadas sobre los
hematies tratados con glutaraldehido se dispone también de un sistema
de afinidad capaz de enlazar a componentes del suero humano. muy
especialmente a la fraccion lipidica. Sus posibilidades se'ectivas. sis-
temas eluventes, etc., estan siendo estudiadas en la actualidad, en
colaboraciéon con la Srta. Raédenas, y los resultados son muy espe-
ranzadores.

Posibilidades en terapéutica v en la profilaxis
Las posibles acciones terapéuticas de las fitohemaglutininas que

en virtud de las propiedades hioldgicas anteriorinente citadas pueden
derivarse, es un campo por explorar,
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Algunos ensayos se han hecho relacionados con la interaccion
<on las células cancerosas, para el tratamiento, en animales de expe-
rimentacién, del sarcoma 180, Se comparan los efectos de quimio-
terapicos, radiaciones y fitochemagiutinina del Phaseolus wuigaris,
bien mdependientemente o asociados.

Los resultados muestran que no hay diferencias entre los trata-
mientos independientes y los animales de control. Combinando los
tres tratamientos en secuencias diferentes se conseguia prolengar
significativamente el tiempo de vida, en el 90 por 100 de los animales,
«<on una disminucién manifiesta del volumen de la masa tumoral, en
€l 50 por 100 de los casos.

l.as secuencias mas efectivas fueron:

1.+ Fitohemaglutinina-ravos X-ciclosfosfamida,
2.+ Fitchemaglutinina-ciclofosfamida-rayos X.

La administracion de los quimioteripicos y la fitohemaglutinina
se hacia intraperitonealmente (109).

En otro trabajo (110) se estudia el efectn de la concanavalina A
v la fitohemag'utinina del Plaseolus vulgaris sobre la leucemia indu-
-<cida por el virus de Friend. Se demuestra que ambas lectinas dismi-
nuyen la mortalidad, sin que se conozca, de manera clara, sus meca-
mismos de accion.

Un gran porcentaje de animales sobrevivia a la inyeccidn del virus,
st este habia sido incubado con las lectinas. Kl efecto protector era 40
veces mavor con la concanavalina A que con la lectina del Phascolus.

Se comprobaba (e ¢l efecto inhibitorio era debido a la interaccién
fitolemaglutinina-virus, porque la administracién simultinea de am-
‘bos. pero en invecciones separadas, no tenia efecto inhibitorio.

La observacién mas importante tal vez sea el hecho comprebado
de que el virus incubado con la concanavalina A mantiene su poder
antigénico, va que se alcanza una inmunidad completa en los dos ter-
-cios de los amimales tratades por una sola inyeccion del virus incubado.
Efectivamente, sesenta dias después de esta inyeccion, los animales
.eran inmunes a la subsiguiente administracion de dosis letales de
virus de Friend.

Siendo muy numerosas las especies vegetales que contienen fito-
Themaglutininas y que forman parte de las dietas alimenticias mas
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usuales (judias, lentejas, guwisantes, habas, patatas, etc.) se especula
sobre sus posibles acciones bioldgicas tanto en la mucosa bucal (acla--
ramiento de gérmenes) como en el tracto digestivo,

Nosotros nos hemos preocipado por este problema, v al estudiar
las fitohemaglutininas de semillas comestibles (I111) y las de la pata--
ta (20), se determinaba su estabilidad a los proce:os de cocinado,
por la variacién de sus titulos aglutinantes frente a hematies humanos.
En muchos casos la inactivacion era total, pero en otros, como en la
patata, habia variedades con alta resistencia a la temperatura.

De cualquier forma, la pérdida de su actividad aglutinante no es
demostrative. salvo que expresamente se compruebe, de que su in-
activacion es total para cualquiera de las otras propiedades bioldgicas.

Freed y Green (112) hacen responsables en parte, a las fitohema-
glutininas, de los conocidos efectos fisiologicos que se producen tras
la abundante ingestion de judias: incremento en la motilidad intes—
tinal y produccion de moco vy gases. Consideran que de esta forma, no
sélo protegen al organismo de su toxicidad. sino que también lo estan
protegiendo contra el cancer intestinal por vias diferentes:

1." Se causaria inflamacién, con aumento en la producciéon de-
maco v aumento del holo fecal, con lo que <e facilita la eliminacion
de células malignas v cancerigenas.

29 I.ac lectinas se estarian uniendo a las células de la mucosa,
induciendo mitosis e incrementando el recambio epitelial, dando asi
menos oportunidades para que una célula neoplasica pueda ‘m--
plantarse.

3. Un proceso similar al anterior podria estimular a los linfo--
citos locales, no especificamente, a aumentar =u citotoxicidad frente
a las células cancerigenas.

+.° Las mismas células cancerosas serian susceptibles a un ataque-
directo por la lectinas.

.De confirmarze esta teoria. no cabe duda que ta ingestién de las
fitohemaglutininas mas apropiadas seria-la mejor de las técnicas pro--
fitacticas contra ¢l cancer de colon, De manera similar, y bajo forma.
de aerocoles. protegeria contra ¢l cancer hronquia'.
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Ilemos visto, en el breve tiempo de esta lectura, que unas sus-
tancias, las fitohemaglutininas, que nacteron como una simple curio-
sidad cientifica, se han convertido hoy, gracias al tesén de tantos
v tantos investigadores, en esta espléndida realidad, con logros con-
solidados tales como: su empleo como medio de control en la tipifi-
cacion de determinados grupos sanguineos; su utilizacion en los cul-
tivos de linfocitos, para el estudio de cromosomas; su aportacién
en los analisis clinicos en las pruebas de transformacion blastica, de
tan indudable interés en aquellas enfermedades que tienen por origen
alteraciones del sistema inmunitario; su gran ayuda en los estudios
teoricos de las transformaciones celulares, a nivel de membrana, cau-
sadas por agentes cancerigenos virégenos o quimicos, y su utilizacién
como medios ideales de separacién de macromoléculas en las moder-
nas técnicas de cromatografia de afinidad.

¢ Qué nuevas sorpresas nos tienen todavia reservadas estas sus-
tancias®

Somos muy optimistas a la vista del gran numero de investiga~
dores de los méas diversos campos, que dedican sus afanes al estudio
de estas sustancias, porque creen en sus posibilidades.

Habri que estar pendiente de lo que nos traiga la literatura cien-
tifica en un préximo futuro. '

He dicho.
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Exemo. Sr. Director.
Excmos. Sres Académicos.
Seftoras y Sefiores.

Al alto honor que supone representar a la Real Academia de
Farmacia en cualquier momento, se une, en esta ocasién, un hondo
sentimiento de grata complacencia, pues ello me permitird expresar,
de viva voz, algunos de los conceptos que corresponden a mi admi-
raciéon y entrafiable amistad con el Prof. Ortega Mata y a su trayec-
toria cientifica, y que, sintiéndolos profundamente, quedan, en la
mayoria de los casos, velados por el recato propio de cada situacién.

Cuando en la Catedra de Técnica Fisica y Fisico-Quimica que
regentaba el inolvidable Dr. Portillo, alternando con las tareas do-
centes que comportaba nuestra condicién de Profesor Auxiliar, reali-
zabamos, también, algunas investigaciones necesarias para preparar
las Oposiciones a la Catedra de Fisico-Quimica de la Facultad de
Santiago, tuvimos el placer de distinguir entre nuestros alhimnos a
un joven de aspecto espigado, sencillo, correcto, pero brillante en sus
exposiciones, vy riguiroso en la metodologia de Laboratorio. Deseando
contar en seguida con su ayuda inmediata, le incorporamos, sin
dudarlo, a nuestro equipo de trabajo, ya que presentaba, ademés,
unas perspectivas claras de vocacién docente, confirmadas mas tarde,
en toda su plenitud, afirmando su condicién de Profesor Universitario.

Este alumno excepcional era Manuel Ortega Mata, quien habia
descorrido la incierta amanecida de su vida el 29 de enero de 1923,
mecido por el gracejo y la sal de la bella ciudad de Malaga; en
pleno corazén de la misma, la serenidad de su clima y la radiante
alegria del sol mediterrineo, van moldeando, desde su cuna, la fina
personalidad det recipiendario. Sus primeros afios transcurren en um
hogar tranquilo, con una esmerada educacién v un elevado sentido
moral y ético de la vida, que le confieren en su madurez unas cuali-
dades humanas singulares.
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El Dr. Ortega Mata estudia el Bachillerato en el Instituto de la
propia cludad. de Malaga, perfilindose ya desde estos momentos
cemo un joven inteligente y activo, que aspira a ocupar puestos
destacados en su futuro quehacer profesional. Terminado su Bachi-
llerato, se traslada a Madrid, donde cursa la Carrera de Farmacia,
con las mas brillantes calificaciones. Fue alumno interno de la Citedra
de Técnica Fisica, donde pudimos contar con su inestimable ayuda,
en aquellos momentos especiales para nuestra vida docente. Creo
que el Dr. Ortega percibi6, apasionado, el eco, renovado cada dia,
de nuestras nobles aspiraciones v que entonces nacié también en él,
como por resonancia, el deseo incontenible, de llegar a alcanzar su
condicién de Profesor Universitario. Su licenciatura la termina el
ano 1945 con las maximas calificaciones, alcanzando el Premio Ex-
traordinario y el Premio Nacional Fin de Carrera: Victor de plata
del SEU. En ese mismo afio fue nombrado Becario de la Fundacién
Conde de Cartagena de la Facultad de Medicina.

Enseguida de terminada su carrera es nombrado Prof. Ayudante
de Técnica Tisica y Fisico-Quimica de la Facultad de Farmacia de
Madrid, cargo que desempefia entre los afios 1945-47, y en cuya
época prepara asimismo su Tesis Doctoral, sobre la «Determinacién
polarografica de cistina y cisteina en hidrolizados de proteinasy, que,
oresentada en 1948, fue calificada de Sobresaliente cum Laudem y
Premio Extraordinario. Inmediatamente gana, por oposicién, la plaza
de Profesor Adjunto de Fisico-Quimica en la misma Facultad. Desde
€l afio 1946 va venia trabajando como Becario. con el mismo entu-
siasmo que en la docencia, en los Institutos Alonso Barba, Rocaso-
lano v Ramén v Cajal del Consejo Superior de Investigaciones Cien-
tificas, donde llega a alcanzar la condicién de ayudante especial de la
Seccién de Fisico-Quimica Bioldgica del citado Organismo, y donde
presta sus servicios hasta el afio 19GS.

Con esta travectoria v su acusada personalidad. que corre pareja
con el rigor v pulcritud de sus trabajos experimentales, no es de
extrafar que se le seleccione, entre los mejores universitarios, para
que amplie sus conocimientos y profundice sus experiencias investi-
gadoras en el extranjero. Por eso el Consejo Superior de Investiga-
ciones Cientificas le pensiona durante el curso 1951-52 en el Tnsti-
tuto de Fisico-Quimica de la Universidad de Upsala, donde trabaja
a las 6rdenes del Profesor Claesson.
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A su regreso de Suecia es requerido por el Instituto de Hematolo-
gia y Hemoterapia para incorporarse a las tareas propias de este
‘Centro, en el que llega a alcanzar el Cargo de Jefe de Servicio de
Analisis Clinicos y control de productos hemcteripicos. En 1955
dicha entidad le envia a realizar estudios especiales en los Centros
de Transfusién Sanguinea y de Desecacién de Plasmas de Paris y
Montpellier. En 1961 es nombrado Académico correspondiente de la
Academia Internacional de Medicina legal y social de Viena.

La gran experiencia docente adquirida por el Prof. Ortega Mata,
a lo largo de los afios, llega a traspasar los propios limites de su
Facultad, lo que hace que sea nombrado Prof. Adjunto de Fisica en
la Facultad de Ciencias, donde imparte dichas ensefianzas durante
los cursos 1939-G3.

Al ser creada, en el afio 1967, en la Facultad de Farmacia de
Madrid, una plaza de Profesor Agregado de Técnicas Instrumentales,
-es nombrado interinamente para ocuparla, la cual ganha en impecables
oposiciones en el afio 1968, v de la que hoy es titu'ar. En aquella
-ocasién tuvimos la oportunidad de formar parte del Tribunal que
juzgd dichas oposiciones, v una vez mas pudimos conocer. directa-
‘mente, la racional capacidad de expresién del Profesor Ortega, su
-admirable aptitud sistematizadora, asi como su sugerente y suave
forma de introducir a los alumnos en la materia objeto de sus expli-
caciones. Con ello culminaba una etapa continuada de dedicacidon a
Ta ensefianza, seguida sin desmayos, y en la que fue formandose al
lado del Dr. Portillo, maestro de todos nosotros, magnifico inves-
tigador v miembro destacado de esta Real Academia.

Ia habil dialéctica del Prof. Ortega, sus magnificas condiciones
para la convivencia fecunda y un espiritu abierto v comprensivo, le
Tlevan a ocupar Ja Vicesecretaria de la Facultad de Farmacia de
Madrid, desde el afio 1968 al 71, siendo nombrado finalmente Secre-
tario de la misma en 1972, cargo que ocupa, con eficacia y satisfaccion
de todos los claustrales. en el momento actual. Tas especiales con-
-diciones que hemos enumerado, hacen que la Facultad de Farmacia
le nombre su representante en determinadas Comisiones de la Uni-
versidad, en las que se planftean siempre temas delicados, sabiendo
-que Ja presencia del Dr. Ortega serviria, en todo caso, de factor
conciliador, sin detrimento de la defensa de los derechos de la Enti-
dad que representaba. Asi es Presidente de la Subcomisién de Con-
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validacién de Estudios de la Tacultad de Farmacia desde 1971 y vocal
de la Comisién ‘de Convalidaciones, personal, admistén y régimen de
alumnos y de la Comisién Fconémica de la Universidad Complu-
tense. También ha sido vocal de numerosos Tribunales de pruebas
de madurez y coordinador de Fisica en el Curso de Orientacién Uni-
versitaria, formando parte, asimismo, de la Comisién que ha redac-
tados los programas para la ensefianza de dicha disciplina en esta
etapa de acceso a la Universidad.

Su vinculacién con la teméatica hematolégica, y los Anilisis Cli-
nicos en general, le llevan a ser nombrado vocal del Tribunal Central
del Tunstituto Nacional de Previsién, que ha de juzgar la provision
de p'azas de especialistas de Analisis Clinicos, ast como las de estos.
mismos técnicos en los Ambulatorios de la Seguridad Social.

En la actualidad es Director del Gabinete Central de Técnicas
Instrumentales de la Facultad de Farmacia de la Universidad Com-
plutense, v desde 1963 Profesor de Anilisis Instrumental de la Escuela
de Perfeccionamiento de Analisis Clinicos.

La seria vocacidn investigadora del Prof. Ortega le lleva a realizar
numerosos trabajos, cuyo ntimero de los publicados rebasa el medio
centenar. Sus temas preferidos, siempre en relacién con la problema--
tica que interesaba a cada uno de los Centros donde prestd sus ser-
vicios, son los que se refieren a estudios polarogrificos del indice
de proteinas en sueros humanos patoldgicos, valoracién de cistina
en hidrolizados de proteinas, determinacién de acido ascérbico, acido:
f6'ico, aspirina, etc. Investigacion, con la misma técnica, sobre el
compcertamiento de los hematies y de estractos de semillas, proteinas,
aminodcidos, polipéptidos y cloramfenicol —tanto aislados como en
presencia de polivinil pirrolidona y agentes tensioactivos—, ast como-
de derivados del 2-nitrofurano y de la benzodiazepina. También realiza
investigaciones sobre las propiedades de las soluciones de copolimeros
de interés bioldgico; electroforesis sobre papel, en especial de pro-
teinas v sueros humanos, con un destacado interés en los métodos:
de tincién; fotometria de llama aplicada a la determinacidon de sodio
y potasio en sueros, leches y alimentos vegetales; diversos estudios
bromatoldgicos y toxicolégicos, asi como sobre otras cuestiones de:
marcado nterés farmacéutico entre las que destaca el estudio fluori-
métrico de un grupo numeroso de antibidticos. Ultimamente lo que
mas ocupa su atencién corresponde al tema que ha planteado en su
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Discurso de Ingreso en esta Academia; es decir, el estudio de las
fitohemaglutininas o lectinas y su interaccidon con células hemdticas
humanas y otros diversos componentes de la sangre, en cuyo trans-
fondo subyace la esperanza de contribuir a dilucidar, de alguna for-
ma, ciertos problemas de la etiologia del cincer y su prevencion.

Su labor de maestro se resume en la direccion de doce Tesis Doc-
torales y nueve Tesinas de Licenciatura, habiendo publicado ademas
diversos articulos de divulgacién relacionados con sus propios temas
de estudio. También ha escrito un curso de Fisico-Quimica en cola-
boracién con el Dr. Portillo.

Ha asistido a numerosos Congresos, y pronunciado varias confe-
rencias de su especialidad en diversas ciudades espafiolas. El equipo
de investigacion que ha logrado formar a su alrededor, y el conoci-
miento que se tiene de los trabajos que bajo su direccidn se realizan,
ha atraido a su Laboratorio a muy distintos profesicnales para cono-
cer las técnicas que en el mismo se desarrollan, y utilizar sus cono-
cimientos, tanto tedricos como experimentales, para la resolucién
de muy diversos problemas. Destaquemos de entre estas asistencias.
la del Prof. Pérez Barré, de la Universidad de los Andes de Venezuela,
¥ como por estas colaboracione: ha recibido el primer premio del
Concurso de! Colegio de Farmacéuticos de Malaga.

La vinculacion del Prof. Ortega Mata a la Real Academia de
Farmacia ha sido tan continuada y generosa, que en el afio 1950 se
le nombra Académico correspondiente. En 1962 gana el Premio Na-
cional de la misma; en 1957 el «Jerdonimo Salinas»; y en 1971 el «José
Marin». La mayoria de sus trabajos de investigacién estin publica-
dos en los Anales de esta Real Academia. Bien puede decirse, por
tanto, que su acceso, a la categoria de Académico de niimero, la ha
alcanzado, ademis, de por sns méritos docentes, investigadores o
universitarios, por su amor entrafiable a esta Corporacién, con la
que ha colaborado asiduamente desde todos los puntos de vista y
en todas las realizaciones que le fueron encomendadas o que él con-
sideraba de interés para el mejor desarrollo de la vida corporativa.

A partir del afio 1968, en que me incorporé al Departamento de-
Fisico-Quimica y Técnicas Instrumentales de la Facultad de Farmacia
de Madrid, al que pertenece el Prof. Ortega. nuestra colaboracién
ha sido la de repartirnos con generosidad las tareas docentes, resolver
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en la mejor armonia el dificil problema de la masificacién escolar y
fomentar a todo nivel los contactos entre nuestros colaboradores, para
que el entendimiento y la inteligente comprensidn estuviera siempre
por encima de los pequeftos problemas que puede acarrear el-trabajo
en comun. El tema de las fitoemaglutininas y su interaccién con los
componentes de la membrana celular, uno de cuyos capitulos abordo
con una de mis hijas dirigiendo su Tesis Doctoral, nos ha llevado a
un terreno de investigacién cuyas analogias experimentales y de con-
cepto son evidentes, ya que nosotros estudiamos desde hace tiempo
un problema similar, cual es el de la interaccién de aquellos antibid-
ticos, que, como los poliénicos, actiian también a nivel de membra-
na. En estos momentos tenemos planteado un programa de investiga-
cién comim, que esperamos ha de contribuir a estrechar atin mas entre
nosotros los inconmovibles lazos de amistad y comprensiéon que
surgieron hace ya largos afios, en aquel luminoso dia en que los aires
atn incontaminados del Madrid velazquefio, fueron testigos del en-
cuentro de dos ilusiones que tendian a un mismo objetivo: la del
joven alumno Manolo Ortega, que con la sonrisa en la flor de sus
labios, veia abrirse las puertas de la Universidad con la luminosidad
ardiente de un horizonte, que podria conducirle a los mis elevados
niveles de su vocacién docente y la de un joven Profesor, que espe-
raba, con impaciencia. poder superar los (ltimos condicionamientos
para alcanzar la tan ansiada condicién de Catedratico de Universidad.
Ello me devolvié a mi tierra natal, pero siempre con la nostalgia del
equipo y tradicién que tenia que abandonar. Llevaba también con-
migo la esperanza de volver a incorporarme algin dia 2 todo aquello
que entonces se me perdia en la material lejania. Asi ocurrid, en
efecto. El Prof. 'Ortega Mata tenia ya entonces un prestigio bien
ganado y en aquellos primeros momentos, y otros posteriores, sus
ayudas y consejos fueron para mi de un valor inestimable, que nunca
he sabido coémo poder concretar en una adecuada expresion de agra-
decimiento. Creo que este instante. con su solemnidad, podria dar
el brillo preciso a la sinceridad de la gratitud.

«El hombre es, en muchos casos timido. Se avergiienza ante una
brizna de hierba o la rosa que florece. Sin embargo, para esas rosas
que nacen cada dia no hay referencia a unas rosas anteriores o
mejores. Son perfectas en cada momento de su existencia. Antes de
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brotar una yema en la planta, su vida entera actia. En la flor abierta
no hay nada més; -en la raiz nada menos»

¥ X *

La trayectoria personal del Dr. Ortega Mata nos muestra una
vida dedicada por entero a la Universidad y a la Investigacién, en
la que todas sus horas y pensamientos -estan destinados a potenciar
su accién, en el concepto ortegiano de transmitir el saber, formar
dignos profesionales y crear Ciencia basica sustentadora de un autén-
tico magisterio.

Por eso, el anilisis esquematizado de su devenir vital nos permite
establecer algunas de las virtudes esenciales que deben de acompa-
fiar al Profesor Universitario, para ser considerado como tal. Rele-
yendo con este motivo a Gastén Berger, y relacionandolo con ciertas
observacicnes de Emerson y Unamuno. podemos expresar nuestro
sentir en esta cuestién de la forma siguiente:

La primera actitud interior, que, como arma mas preciosa para
la lucha que debe de afrontar, tiene que poseer todo profesor, es
la calma o en frase unamunia, «aprender a pensar tranquilo». Cuanto
mis aprisa vayan las cosas, cuanto mayor sea la tendencia de las gen-
tes a querer cambiarlo todo. en ultimo sentido a enloquecer, mas
necesario se hace el permanecer en calma. No sdlo es cuestion de
elegancia, es cuestién de vida o muerte. Para los que sienten una
indomable agitacién interior, nada es nuevo hajo el sol, v esto hace
estipida la monotonia de la vida. Para los que viven en la quietud,
cada mafiana trae una frescura nueva,

Por eso el cientifico necesita estar penetrado de una gran humil-
dad; de ese «saber estar» que es convivir. Saber renunciar a las
falsas llamadas de las sirenas que distraen el intelecto. Ser perseve-
rantes para alcanzar los objetivos propuestos, sin alteraciones ni
malhumores, que desequilibran la conciencia. Siempre los benditos
inmortales, como dice Zoroastro, estin prestos para el mortal per-
severante.

Todo =llo supone estar en posesion de un sentido riguroso del
deber: centrando la atencién en la problemaitica de cada dia, como
una parte individualizada del discurrir continuado de una entrega
permanente al estudio y al trabajo. Esta serenidad en la accién, que
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supone hacer en cada momento todo lo que sea necesario, como si
fuéramos a morir mafiana, pero con la puleritud ¥y minuciosidad de
un vivir eterno, se alcanza si se esta bien arropado en un conocimiento
cabal de las humanidades clasicas y del pensar filoséfico, sin que falte
una cierta dosis de ironia, dirigida hacia nosotros mismos mas que 2
los demas. En fase de Lucrecio, es precizo poder contemplar el mundo
con alma serena, donde la rectitud brote como agua y la justicia como
rio inagotable. .

La segunda condicién, que es preciso fomentar dia a dia en el
Profesor Universitario, es la imaginacién como fuerza creadora y
como propia virtud. En una situacién estable la razén es la facultad
principal: es preciso deducir, prever, precisar. En un mundo movil,
e incesantemente renovado, es preciso inventar sin descanso y, antes
que nada, es preciso inventar la propia vida. IEsto no es nada facil.
Pero es preciso pensar que nuestra energia sale de nuestra debilidad.
Un hombre cabal estd siempre dispuesto a empequefiecerse. Cuando
se ve empujado. atormentado. deprimido, tiene una posibilidad de
aprender algo: hecha mano de su ingenio, de su valor; adquiere
nueva experiencia: se cura de su locura de orgullo: su interés, mas
que el de sus atacantes, es hallar su punto débil. La herida cicatriza
y la piel muerta se le desprende. v cuando los enemigos festejan su
victoria. él continta su camino imperturbable. La censura es mas
sana que la lisonja. En general, todo mal al que no sucumbimos,
nos beneficia. Asi ganamos la fuerza de la tentacién que resistimos,
excitando nuestra imaginacion creadora. Asi puede llegar silencio-
so el éxito, que para las ideas espera su sazoén, tan sordo a las invoca-
ciones del impaciente como a las execraciones del despechado.

En tercer lugar, todo profesor que desea alcanzar el titulo de
maestro, debe fomentar entre sus colaboradores el espiritu de equipo
en el que no hava adulacidén. v en el que. como expresa Milton, el
consejo mas sencillo es la mejor alabanza. En el mundo de hoy. las
mas brillantes aptitudes quedan fosilizadas si no se es capaz de inte-
grarlas en una labor de conjunto. Se necesita inventar aquellas
estructuras que puedan realizar un equilibrio entre la libertad. sin
la cual la investigacién no puede vivir y la coordinacidén. sin la cual
cualquier esfuerzo pierde toda su fuerza. Pero ese equilibrio debe de
establecerse entre la libertad por sumisiéon y no por rebeldia, inti-
mando la ley colectiva externa v no volviéndose a si mismo para pro-
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clamar la propia. Llegar a una radical conviccion de que lo que més
cuenta es el haber hecho juntos una cosa en la que se creia y al
hacer los gestos de la colaboracién, que no son los habitos adquiridos,
descubrir uno de los valores mas firmes de las sociedades himanas,
sea cual sea su forma; es decir, la amistad.

Es necesario referirse, por dltimo, al sentido de lo humano, que
-debe caracterizar a todo buen profesor. En todo caso es un valor
incuestionable, pero nmucho mis en un mundo fascinado por Ja téc-
nica, en el que los mas grandes problemas son los que se plantea
el hombre mismo. Hay que recobrar por tanto el sentido del huma-
nismo, de acuerdo con la-antigua acepcion griega: la de ser tolerantes
con las flaquezas humanas. Afirmando a su vez con ello nuestro
propio ser, ya que ser algo no es resignarse a serlo tan sélo. Casi
siempre perseguimos algiin proyecto fugitivo o somos perseguidos
por algdn temor o mandato, pero si de pronto alcanzamos a com-
prender el sentido humano de los serez que nos rodean, nuestra agi-
tacion y nuestra prisa parecen necias. Nos conviene, por tanto, una
posesién de nosotros mismos y la facultad de enchir el momento con
los recursos del corazon. Si sabemos formar hombres libres, com-
prensivos, que intuyen lo que son y cémo estar entre los demds, y
cual debe ser su humilde v perseverante actitud en el aprendizaje de
la Ciencra, se podria practicar esa ensefianza con la que suefian todos
los profesores, que no estaria constituida por el tedio, el agobio y
1a repeticidn, sino por la novedad, la invencién y por esa cosa menos
futil que el placer, menos incierta que la felicidad, que es la alegria.

Tin el erudito y riguroso discurso que hemos tenido la satisfaccion
«de escuchar, el recipiendario expone el concepto actual de las fito-
‘hemaglutininas y su actuacidn a nivel molecular, con las consecuen-
«cias e ‘mplicaciones que ello comporta, tanto en el campo de la
‘taxonomia botinica como en la interaccién con hematies, linfocitos,
plaquetas, células tumorales, bacterias, virus y diversos tipos de
‘macromoléculas, asi como la importancia que todo ello representa
en la diagnosis clinica asi como en sus aplicaciones terapéuticas 'y
profilicticas. Es este un tema poco conocido en nuestro pals, y sobre
todo, en el que los trabajos de investigacién que sobre el mismo se
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han realizado son muy escasos v fragmentarios, En la mayoria de
los casos se refieren, tan solo, a una mera aplicacién de estos com-
puestos con fines practicos de interpretacién clinica. Puede decirse,
por tanto, sin faltar a la verdad, que el Prof. Ortega Mata y su
equipo de trabajo son casi los tnicos, o por lo menos los mas cuali-
ficados, que en Espafia se han ocupado de este importante proble-
ma con un sentido de interpretaciéon basica fundamental.

La panoramica que aqui se nos ha presentado no tiene el cardc-
ter de una sintesic, obtenida a partir del entramado, mis o menos
bien urdido, de diversas aportaciones relacionadas con esta cuestién,
sino que se trata de una exposicién de reconocida continuidad que,
a través de un planteamiento genérico, que no se pierde en ningan
momento a lo largo del discurso, nos introduce en la importancia
v profundidad del tema. Dentro de esa continuidad, en la que estan
insertos miltiples problemas, podemos entresacar cuatro cuestiones.
fundamentales que vamos a comentar brevemente:

En primer lugar, es de destacar como el considerable esfuerzo de
estudios sucesivos, planteados con un sentido racional y en los que
se han aplicado las técnicas de trabajo experimental mas diversas y
depuradas, ha permitido llegar a conocer, con bastante precisién, la
estructura y localizacion de las fitohemaglutininas o lectinas —com-
puestos producidos por las plantas en respuesta a la accion agresiva
de las bacterias o agentes de proteccién frente a los ataques bacte-
rianos—, asi como st modo de actuacién. Tenemos aqui una muestra
méas de la accién previsora de la Naturaleza, que dota a cada uno
de sus seres de los sistemas precisos para fabricar sus propios
agentes terapéuticos o de defensa y. asimismo. nos hace pensar
si ciertas propiedades curativas de algunas plantas —semillas.
hojas, raices, etc.— mno podrin ser debidas a las fitohemaglu-
tininas que estin localizadas en tantas v tantas de las especies em-
pleadas por los pueblos indigenas e incluso por los curanderos. con
cierta eficacia, en el tratamiento de tumores malignos, afecciones
sanguineas, reumatismos, etc. Es importante poner de manifiesto,
como se ha podido deducir. que estos compuestos ejercen, también,
funciones de transporte v almacenamiento de aziicares o sirven de-
enlace de enzimas glicoprotéicos a diversos tipos de bacterias. Asimis-
mo pueden actuar como agentes de control de la disociacion celular
o de autoreconocimiento entre células de plantas que pertenecen a
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sistemas multienzimaticos. Algunas fitohemaglutininas, y en especial
la concavalina, se localizan en los espacios citoplasmaticos, mien-
tras que las ltamadas B-lectinas se disponen en la membrana celular,
Extraidas y purificadas, lo que hoy se realiza hasta extremos casi
inconcebibles de eficacia y rendimiento, se muestran como glico-
proteinas poliméricas, cuya disposicién estructural comprende por lo
general cuatro subunidades, que se acoplan en una disposicién pseu-
do-tetrahédrica y dotadas de una acusada actividad aglutinante, frente
a sistemas macromoleculares diversos, dotados de receptores apro-
piados. Esta accién se realiza debido a su caracter glico-protéico com
grupos — SH, Mn** y Ca>, lo que les permite unirse a los grupos
de la porcién oligosacarida de la fraccidén glico-protéica o silo-pro-
téica de la membrana, sirviendo de puente de enlace entre dos o mas
sistemas celulares.

Destaquemos la aportacién original del Prof. Ortega y sus colabo-
radores al establecer la composicién de las fitohemaglutininas del
Solanum tuberosum y del Myrtus comunis, de entre las 197 especies
positivas de las 875 estudiadas por ellos, y con las que viene traba-
jando desde hace bastantes afios. En la primera han identificado la
presencia de arabinosa, galactosa y glucosamina y en la fraccién
protéica de los aminoacidos, hidroxiprolina, cistina y ornitina, com-
puesto este muy poco comin en las especies vegetales,

La accién de las fitohemaglutininas produce, en general, impor-
tantes cambios conformacionales, tanto en su propia estructura como
en la de la membrana, lo que puede ponerse de manifiesto. en mu-
chos casos, por medidas espectrofluorimétricas, indicadoras de las
alteraciones que los citados enlaces producen en los grupos fluord-
foros del sistema con respecto a su entorno. Debido a esta condi-
cién, las fitohemaglutininas son un grupo de sustancias muy datiles
para estudiar la estructura de la membrana y sus modificaciones.

Al referirnos al modo de actuacién de estos compuestos a nivel
de membrana, surge inmediatamente el problema de la estructura de
la misma. Esta es la segunda idea clave del discurso que comentamos.
No es posible contemplar con el minimo rigor los procesos de aglu-
tinacién de estos compuestos frente a eritrocitos, linfocitos, bacte-
rias, virus, etc., si no se considera que aquella no es un fin en st
misma, sino un compromisc dinimico entre los imperativos de la
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supervivencia celular y las condiciones del entorno que la rodea, con
su relacion funcional fenomenolégica correspondiente.

Vamos a hacer unas breves consideraciones sobre este punto que
consideramos crucial en el tema que nos ocupa. Aunque muchos
prestigiosos autores siguen manejando en sus trabajos el modelo
trilaminar de Danielli y Dawson o el generalizado por Robertson
con la denominacién de «unidad de membranan, es necesario afir-
mar, con toda claridad. que sélo el «<modelo de mosaico fluido», pos-
tulado por Singer a partir de datos experimentales y consideracio-
nes termodindmicas, es capaz de explicar acciones tales como las que
se contemplan en este discurso.

Este modelo supone que las proteinas que estin integradas en la
membrana son agregados globulares, cualitativamente heterogéneos,
ordenados en una estructura antifilica, con los grupos ionicos y po-
lares proyectandose hacia [a fase acuosa v los grupos no polares
sumergidos en el interior hidrofébico de 1a misma. Los agregados
globulares protéicos o glico-protéicos estin situados, como icebergs,
sobre una matriz lipidica organizada en forma de bicapa, discontinua
v fluida que, en estado fisiolégico. es, por lo general, del tipo liquido
cristalino. Una pequeiia fraccion de estos lipidos puede interaccionar,
de forma especifica. con algunas proteinas para formar ciertos com-
plejos lipo-protéicos. En todo el conjunto existe un control termodi-
namico. por el cual la transformacién de la estructura estd condicio-
nada por la secuencia de los aminoicidos. las uniones covalentes de
las proteinas v sus interacciones con el entorno, de tal forma que la
energia libre del sistema sea la minima. En algunos casos, las pro-
teinas integrales, con tamafio v estructura apropiada. pueden atrave-
sar la membrana, es decir. que es posible que existan regiones de

proteina en contacto con el disolvente acuoso en ambos lados de
aquella.

La distribucién de tales agregados sobre la superficie total de
la misma. en un espacio de largo alcance. debe de esperar-
se que esté dispuesta al azar, como mnorma general: cunando
se presentan distribuciones con una cierta ordenacién deben de exis-
tir algunos mecanismos responsables de este estado.

Las perturbaciones que afectan a una membrana de esta estruc-
tura, tales como las que pueden ocurrir por la unidén a la misma de
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las fitohemaglutininas, alteran la disposicién estructural de algunos
-de sus componentes o agregados: entonces se presenta una redis-
tribucién de los mismos por difusién traslacional a través de la so-
lucidn viscosa propia del sistema, para volver a situarse en condi-
ciones termodinimicas estables, en nunos intervalos de tiempo muy

pequetios, como hoy se sabe que ocurre en la accién de los anti-
cuerpos sobre los leucocitos,

Visualizando, por microscopia electrénica, la distribucién de los
oligosacaridos en la membrana, se observa que, en la mayoria de
los casos, se ataca precisamente la cara externa del eritrocito y no
la superficie interna citoplasmética. Esto parece indicar que la tran-
sicién rotacional desde la parte de fuera al interior de las membra-
mas es practicamente despreciable, ya que se necesita una cantidad
de emnergia libre de activacién muy grande, para hacer rotar las
‘Tegiones polares o idnicas de las mismas a través de un espacio inte-
rior hidroféhico. En resumen, Ja difusidn traslacional, en dos dimen-
-siones, de las proteinas, ocurre libremente, mientras que la difusién
rotacional estd restringida a los ejes perpendiculares al plano de Ta
‘membrana y cuando se produce dicho giro es a una velocidad tan
‘pequefia, que exige bastante tiempo para ponerse de manifiesto.

En algunas condiciones el proceso perturbador, que se inicia en
‘un sitio, se transmite a otro situado a bastante distancia. debido a un
-efecto cooperativo. Fste puede ser de tipo trans, como el cambio
alostérico que se refiere a la transmisidn de un efecto determinado
de una cara a la otra. Por el contrario, el efecto llamado cis se pro-
duce en la superficie de la membrana entera, o en grandes areas de
la misma. como procesos que ocurren en un solo punto o en unos
‘pocos hien diferenciados v que se transmiten y amplifican al modifi-
carse las interacciones estructurales, lo que puede ser perfectamente
aplicable al problema de la accidn de las fitohemaglutininas, con la
formacion de los casquetes citados en el discurso.

In este casa habia que tener también en cuenta el modelo alos-
térico de Monod-Wyman, adoptado por Changeux y cols. para ex-
‘plicar los procesos cooperativos de las proteinas de las membranas.
Las subunidades individuales pueden existir en uno o en varios esta-
dos de conformacién, de los cuales, el llamado normal, tiene mucha
mayor facilidad de enlace para un ligando especifico que el otro.
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Si la proteina estd dispersa monomolecularmente en la membrana,.
la nueva conformacidén promovida por la @nidn con el ligando ori-
gina una agregacién termodindmicamente mas estable. Entonces se-
produce una difusién de las proteinas que no tienen caricter ligan-
te hacia el complejo formado, produciéndose, en consecuencia, un:
cambio simultineo en !a conformacién de todos los agregados pro-
téicos. Este mecanismo, de tipo cis, ocurre a una velocidad que se-
corresponde con la difusion de las moléculas protéicas en el «mode-
lo de mosaico fluidon. Esto originaria una agregacién de subunidades
que estan normalmente dispersadas en la membrana o varia-
ciones en el estado fluido de la misma, factores que afectan de una
manera muy destacada a la cinética de las transiciones fluorescen-
tes, como ocurre en la accién de las fitohemaglutininas.

No hay que olvidar, sin embargo, el papel que en los procesos
de aglutinacién juega la carga neta superficial de la membrana, que:
depende de las relaciones de polaridad en los componentes de su
estructura. Por eso todas las modificaciones que se pueden producir
en la misma, disminuyendo su carga neta superficial, como el trata-
miento con neuroamidasa, tripsina o protamina. influyen profunda-
mente en el proceso de aglutinabilidad.

El poder estudiar. aplicando técnicas muy sensibles y depuradas. la
accion de las fitohemaglutininas sobre liposomas a los que se agre-
guen glico o sialoproteinas aisladas de los hematies, o bien otros com-
puestos o factores que alteren la estructura de la membrana, tanto
en su ordenacién, como en su carga neta superficial, o en la distribu-
cion en la misma de Jas sustancias receptoras, nos parece de umn
gran porvenir v al que es preciso dedicar una maxima atencion.

Con este comentario queda bien claro que en la funcionalidad
de la membrana adquiere singular relevancia el concepto de forma
y la idea hegeliana de que la Naturaleza es un compuesto de formas
engarzadas unas en otras: formas de formas y formas de estas for-
mas, en proceso inacabable, del que brotan las cualidades con el
rigor cuantitativo de la Termodinimica.

Cuando a cultivos de linfocito: se afiaden fitohemaglutininas se-
produce una transformacién blistica, fase previa de un incremento:
de la actividad mitdtica, que lleva a la divisién celular, con procesos
metabdlicos, entre los que destaca la sintesis de RNA y DNA. &
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Anciuso a una lisis celular, El estimulo blastico permite establecer
Tas relaciones entre ciertas anormalidades en los cromosomas y deter-
minadas enfermedades, scbre todo deficiencias en el cistema inmu-
‘nitario. La accién terapéutica de medicamentos especificos, en
.algunas enfermedades que presentan una prueba blastica baja, mues-
tra, en muchos casos, su normalizacién, que vuelve a reducirse al
-suprimir el tratamiento medicamentoso,

Esto se produce por cambios en los mecanismos de transporte y
permeabilidad de la membrana, que pueden ser debidos al recambio
acelerado de sus restos de acidos grasos, a la variacién en el meta-
‘bolismo de los fosfolipidos o a su variable disposicidn estructural,
reguladora, en la mayoria de los casos, de los mecanismos antes
‘mencionados.

Durante mucho tiempo se ha considerado que el {inico objetivo
‘de la presencia de los lipidos en la membrana era formar una barrera
‘hidrofébica con el exterior, Sin embargo, los compuestos lipidicos
-que se han aislado de diversos tipos de membrana demuestran, que,
en su conjunto. existe una compleja distribucién de grupos polares
'y cadenas hidrocarbonadas que facilitan la posibilidad de que se for-
men estructuras muy diversas en sus interacciones, y que los siste-
-mas lipido-agua estén asociados con algunas de las propiedades fun-
cionales de aquéllas; no cabe despreciar su importancia en el me-
-canismo de interaccién de las fitohemaglutininas con la membrana,
o por lo menos la influencia de su ordenacién o movilidad, en lo
-que respecta a su enlace con las glicoproteinas. Este es el tercer
punto que deseamos comentar del discurso expuesto.

Los fosfolipidos presentan, a bajas temperaturas, sus cadenas
alifiticas en una configuracién transplanar, con ligeras oscilaciones
‘torsionales. Cuando en dichos compuestos se va elevando la tempe-
ratura, se aumenta el movimiento molecular, llegando a alcanzarse,
en el punto de transicién, un cambio endotérmico muy acusado. en
-el que las cadenas hidrocarbonadas «funden» y se produce una rotu-
ra de la disposicién planar con una compleja flexibilidad y amplitud
de oscilaciones y rotaciones, llegando incluso a originarse difusiones
‘laterales de tipo cooperativo.

Por debajo de la temperatura de transicidn, el agua no puede
‘penetrar -en la red formada por los grupos polares, pero, a partir
«de la misma, los lipidos se hinchan. Cuando el agua ha penetrado
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en su red estructural y éstos se enfrian después, por debajo
del punto de Kraft, aquella no se expulsa del conjunto, que-
dando entonces las cadenas hidrocarbonadas con una ordenacién casi
total. Se alteran asi las propiedades de transporte y difusién a tra-
vés de la membrana. Esta disposicién estructural corresponde al
estado microscépico de un gel en fase exagonal. El ordenamiento
laminar, que se presenta por encima del punto de Kraft, es anilogo,
pero con las cadenas hidrocarbonadas dotadas de una gran movilidad,
formando una fase de tipo liquido cristalino.

Cuando existen grupos ionizados, éstos pueden interaccionar por
su polaridad. La relaciéon de la carga neta superficial, por grupo po-
lar, puede dar lugar a la estructuracion de los lipidos en fases lami-
nares, exagonales, cuabicas, etc., pero con puntos de transicion dife-
rentes. La temperatura de transicion entre fases depende de muchos.
factores, entre los que hay que contar como elemento principal la
propia composicién lipidica de la membrana.

Todo lo que hemos venido indicando hasta ahora corresponde a
membranas que no contienen colesterol; si éste existe en la misma,
se considera que se produce una clara condensacion del sistema, con
un evidente aumento de su viscosidad microscépica, produciéndo-
_ se un empaquetamiento casi rigido de las cadenas hidrocarbonadas,
con un elevado grado de ordenacion, impidiendo que puedan llegar a
rotar a lo largo de su eje vertical. Esta es la cuarta idea que vamos a
analizar brevemente en relacién con el discurso del Prof. Ortega
v con sus posibles consectiencias en la etiologia del cancer.

De todos los resultados obtemidos hasta la fecha e deduce que,
a una determinada temperatura, la presencia de colesterol produce
en las cadenas hidrocarbonadas de las moléculas de diferentes fosfo-
lipidos, un estado de «f'uido intermedio». En aquellos lipidos que se:
encuentran, normalmente, por encima de su temperatura limite de
transicién, se reduce el movimiento de sus cadenas al afiadirles coles-
terol, mientras que los lipidos que. en condiciones bio'égicas, se
encuentran al estado de gel, adquieren una mayor fluidez.

El aumento de las dimensione: de la bicapa lipidica y 1a varia-
cion de su fluidez. suponen un cambio en la permeabilidad de la
misma. Asi las propiedades permeables pasivas de una membrana
pueden estar determinadas por su contenido en lpidos y esteroides,
mientras que algunas de las permeabilidades selectivas mas deli-
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cadas, son, sin ninguna duda, originadas por proteinas especificas
o enzimas. No olbstante, estos sistemas especificos pueden ser com-
trolados a su vez, secundariamente, por el efecto de condensacién
del esteroide a través de las interacciones lipido-proteina.

Como hemos demostrado en nuestros estudios sobre la interac-
cion de antibidticos con liposomas de fosfolipidos que contienen
colesterol, la accidn de éstos, sobre la estructura del modelo de
membrana, depende de la relacion colesterol-fosfolipido. Las escue-
las de van Deenen y Kruijff han puesto de manifiesto, asimismo, el
valor que representa dicha relacion en los procesos conformacio-
nales de la membrana y su influencia en la permeabilidad de la
misma. Incluso Caspar y Kirschner indican que como el colesterol
no se encuentra en relacion equimolecular con los lipidos totales,
la asociacién que entre ellos se puede formar estd distribuida sélo
en determinadas areas superficiales, dando lugar a una permeabili-
dad diferente, en determinadas partes de la membrana.

Es evidente que este problema es fundamental en relacién con la
influencia del colesterol en los linfomas. Se ha observado que en
tumores malignos inducidos en ratas existe una menor cantidad de
colesterol en la membrana celular correspondiente, lo que daria lugar
a una disminucién de su microviscosidad superficial. La incorpora-
cién de colesterol a estas células, hasta alcanzar valores normales,
reduce el efecto cancerigeno. Tisto mismo se observa en linfocitos
procedentes de pacientes con leucemia linfoide croénica.

Como indica el Prof. Ortega. la viscosidad de las membranas
biolégicas. que depende de la relacidén colesterol-fosfolipido. es el
parametro fisico mas importante para poner en marcha muchos de
los procesos funcionales de las mismas. entre los que podemos des-
tacar, en esta ocasidon, su respuesta inmunoldgica.

I.a estimulacién con fitohemaglutininas disminuye también esta
microviscosidad. debido a que al formarse las células blasticas dis-
minuve la relacion colesterol-fosfolipido, puesto que aumenta la bio-
sintesis de estos compuestos, asi como la superficie total de la mem-
brana. <in que por otra parte varie la cantidad total de colesterol.
Al aumentar la fluidez de la membrana, por estas condiciones, es
normal que se facilite la formacidén de los llamados casquetes. o sea
los agregados proteinicos que facilitan la aglutinacién celular.
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Estamos de acuerdo con el Prof. Ortega, como resultado de
nuestras investigaciones, que el colesterol situado en el lugar adecua-
do de la membrana y a la concentracién debida, resulta vital para la
correcta actividad celular y el control de sus mecanismos de defen-
sa. Por eso creemos del maximo interés conocer las condiciones de
la interaccion de las fitohemaglutininas con fosfolipidos v colesterol,
aislados o en conjunto, como parte fundamental de su actuacién sobre
la membrana celular. En todo caso, y en cnalquier circunstancia, es
preciso analizar los procesos cinéticos que en cada una de estas
uniones se pueden presentar, como nosotros hemos visto ocurre en
las interacciones con antibigticos.

Considerando que una aglutinina es capaz de distinguir una célu-
la tumoral de otra normal, no es extrafic que en estas experiencias
se basen investigaciones actuales que intentan obtener alguna infor-
macién sobre el mecanismo y transformacion de una célula normal
en cancerosa. En este campo, el doctor Ortega describe sus aporta-
ciones originales sobre la accién de las fitohemaglutininas, extraidas
de las semillas del Myrthus comunis, en el crecimiento de tumores
malignos del tipo Yoshida, inducidos en ratas por el agente cance-
rigeno o-amino azotolueno, con unos porcentajes de disminucién tu-
moral del 30 al 60 por 100.

Si como se indica en la disertacién que comentamos, la aglutina-
bilidad de las células por las fitohemaglutininas pone de manifiesto
la transformacion de una célula normal en cancerosa por variacién
de su microviscosidad y de la movilidad de los receptores, la eficacia
de los agentes anticancerigenos clinicamente ttiles, produciendo mo-
dificaciones en la membrana de las células tumorales, podria detec-
tarse por ensayos de aglutinacion.

Otras muchas cuestiones de este importante tema cabria analizar
como resultado de lo expuesto por el Prof. Ortega, asi como las
interacciones de las fitohemaglutininas en el campo microbiolagico,
parasitolégico, de los virus y otros sistemas celulares. Aunque la
limitacion de espacio y tiempo no nos lo permite, las ideas que hemos
tratado de glosar y comentar son, en su generalidad, los principales
determinantes de su mecanismo de accion, expuestos por el recipien-
dario con toda claridad.
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Si el discurso del Prof. Ortega Mata plantea un problema de gran
actualidad, en el que por muchos senderos, de base biolégica o fisico-
quimica, se va en busca del entendimiento de procesos vitales y pato-
16gicos, que en su recta final tiende a mejorar la salud, y prevenir
las enfermedades, diagnosticindolas precozmente, algunos podrian
-sentirse recelosos por creerse, desde antiguo, poseedores de estas
‘Ciencias que hoy reciben el calificativo de «moleculares» o bien el des-
«dén de aquellos que sdlo sienten interés por las cosas practicas en la
vida profesional, considerando, pot envidia o ignorancia, que las teo-
Tias y los argumentos cientificos son meras curiosidades, como dice
Feijoo en sus cartas eruditas. Hay que pensar, sin embargo, que de
esas curiosidades se obtiene el armazén cientifico que sustenta los
adelantos practicos que hacen una Nacion grande y poderosa. Esta
tesis, que ha sido siempre defendida por D. Santiago Ramén y Cajal
v por Ortega y Gaset en su libro La rebelidn de las masas, hizo
exclamar a Gregorio Marafién estas frases tan llenas de sentido rea-
lista: «Todavia vienen a nuestros hospitales, médicos (nosotros po-
«rtamos aplicarlo a los farmacéuticos) que dicen: yo no quiero apren-
der teorias sino sélo la prictica, v se aprestan a apuntar recetas que
oyen prescribir para éste o el otro sintoma de enfermedad. Pero esa
teoria que desdefian, es la madre de la receta salvadora, y la receta
no es nada sin la teoria; la receta cambia, se supera: vivir con ella
s6lo es como vivir de limosna, es como si una vez lleno el cantaro
de agua, se cegara el manantial de donde brotasen las aguas veni-
deras.»

Una vez que hemos escuchado con la mas expectante atencion
este magnifico discurso, en el que estin perfectamente conectados
1ns conocimientos tedricos mas actuales, con una aportacién original
destacada y un sentido de aplicacién prictico evidente, comprende-
réis con cuanta justicia y acierto recibe hoy la Real Academia de
Farmacia a tan distinguido compaiiero. Por eso me siento muy hon-
rado por darle la bienvenida en nombre de la misma, y al felicitarle
a él, felicitarnos a nosotros mismos por la valiosa aportacién que su
ingreso representa para esta ilustre Corporacién.





