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RESUMEN

En el presente trabajo de grado se evaluaron dos métodos de extraccion de la fitohemaglutinina
obtenida a partir del frijol (Phaseolus Vulgaris), dichos métodos fueron el propuesto por
Seuannez 1987 y el otro propuesto por laboratorio central de defensa civil — Cuba 1996, ademas
se cuantifico la concentracion de proteinas que se obtuvieron a partir de cada método por medio
de espectrofotometria uv- visible, también se evalu6 de forma cualitativa la pureza de la
fitohemaglutinina que se obtuvo con la aplicacion de cada método con la ayuda de SDS — PAGE
y finalmente se realizo una evaluacion de la estimulacion mitdtica generada por diferentes

concentraciones de fitohemaglutinina en el medio RPMI 1640.
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Resumen

El frijol es una fuente rica en proteinas, hidratos de carbono, vitaminas y minerales; sin
embargo contiene sustancias anti fisiologicas, una de ellas es la fitohemaglutinina, que es una
proteina o glicoproteina, de origen no inmune, capaz de reconocer e interactuar reversiblemente
con carbohidratos de superficie celular. La importancia de esta proteina se debe principalmente a
sus propiedades biologicas, tales como induccion de mitosis, aglutinacién de linfocitos,

eritrocitos, espermatozoides, plaquetas, bacterias entre otras.

El objetivo principal del presente trabajo fue la evaluacion de dos métodos de extraccion
de dicha proteina, la cual tiene un uso mensual entre 20 a 40 ml en el &rea de citogenética en el
laboratorio de Genética y Biologia Molecular Ltda. Esta evaluacion se realizé teniendo en cuenta

3 aspectos:

El primero fue la cuantificacion de la proteina, este se realiz6 con ayuda de un nanodrop
2000c; obteniendo una concentracion de 2,76 mg/ml para el método N°1 y de 6,48 mg/ml para el

método N°2 evidenciandose una diferencia estadisticamente significativa entre los dos métodos.

El segundo fue comprobar de manera cualitativa la pureza de la proteina; esto se
desarroll6 por medio de una electroforesis SDS —PAGE, comparando nuestras proteinas
extraidas con una fitohemaglutinina comercial; obteniendo resultados positivos para el método
N°1, debido a que los patrones entre la fitohemaglutinina comercial y esta fueron similares; por

el contrario no se evidenciaron resultados para el método N°2.



Y por ultimo se realiz6 una prueba de actividad mitogénica, en la cual se evaluaron 3
volumenes (10ul, 75 pl y 150 pl) para la adicion de esta proteina en un medio de cultivo celular
RPMI 1640, como control positivo se usd la fitohemaglutinina comercial con el volumen
recomendado por la empresa (150ul); debido a que se observaba una precipitacion en el medio
al adicionar la proteina extraida por el método N°2 no se le pudo realizar esta prueba; sin
embargo los resultados obtenidos por parte del método N°1: para 10ul 0.3; 75 ul15.725 y 150 pl
13,875 son prometedores, debido a que los volimenes de 75ul y 150ul no presentan diferencia

estadisticamente significativa con el control positivo.

Los resultados obtenidos nos indican que el mejor método de extraccion que puede
utilizar el laboratorio para reemplazar la compra de fitohemaglutinina a empresas extranjeras, es
el método N°1; debido a que este no afectara la calidad en los procesos del area de citogenética,
estos resultados también se tendrén en cuenta a futuros como evidencia para realizar el registro

INVIMA del producto obtenido (fitohemaglutinina).
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