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ABREVIATURAS

DAPI
DIC
D-MEM

FITC
HBSS
LCM
MPI
MPR
MTT

NBT

PBS
TRITC

APENDICE | ( material y equipo )

4' 6-diamidino-2-fenilindol

Contraste Diferencial de Interferencia
Medio de Eagle modificado por
Dulbecco

[sotiocianato de fluoresceina

Solucion balanceada de HANK'S
Lectina de coleoptilo de maiz
Macrofagos peritoneales inducidos
Macrofagos peritoneales residentes
Metiltetrazolio { 3-( 4,5 - dimetil-
tiazol-2-il)-bromuro 2,5 difeniltetrazolio )
Azul de tetrazolio ( 2,2'-Di-p-nitrofenil-
5,5"-difenil-3,3'-( 3,3'-dimetoxy- 4,4’
difenilen )

Amortiguador de fosfatos salina (pH7.2)

isotiocianato de tetrametil rodamina

Centrifuga International Equipment Company IEC-Centra 8R.

Hematocitdmetro Reichert Scientific Instruments,

Lector de microplacas Biotek EL312,

Microplacas estériles para cultivo Delta/Nunc.

Microscopio Nikon ECLIPSE EB600 de triple banda (fluoresceina, rodamina,

DAPI).

Equipo de microfotografia Nikon H-Ill microfiex.



Rollo fotografico KODAK Multi Speed (ASA 100-1000).
Programa de computo Sigma Plot V. 3.0 y Sigma Stat V. 2.0 (Jandel Scientific),
para Windows 95.

APENDICE 1] ( reactivos )

Medio tioglicolato BIOXON.

La solucidn balanceada de HANK'S, el medio D-MEM, a-lactosa, MTT, NBT vy la
faloidina-TRITC se obtuvieron en Sigma Chemical Co.

Suero fetal bovino fue obtenido en Gibco-BRL.

La penicilina y 1a estreptomicina se compraron en Lakeside.




INTRODUCCION

l.as lectinas constituyen un grupo muy heterogéneo de proteinas que
pueden estar glicosiladas, hasta el momento sélo ha sido posible clasificarlas en
base a la taxonomia de las especies de las que provienen. Basicamente este
grupo de proteinas comparten solo una propiedad, la cual es su habilidad para
reconocer y ligar en forma especifica y reversible carbohidratos solos o en

glicoconjugados.

Recientemente Cérdoba y colaboradores obtuvieron en forma pura una
glicoproteina de coleoptilo de maiz, la cual mostrd actividad hemaglutinante y
esta actividad fué inhibida por azucares especificos, a esta glicoproteina se le

nombré lectina de coleoptilo de maiz (Zea mays).

Las lectinas muestran in vifro actividades moduladoras en células del
sistema inmune humanoc y murino, debido a que se desconoce si esta lectina
presente dichas actividades se llevo a cabo una caracterizacion preliminar de

sus efectos in vitro en células del sistema inmune murino.

Las células se obtuvieron de ratones singénicos de las cepas C57BL/G y
Balb/c : 1) Se investigo el efecto mitogeno de la lectina de coleoptilo de maiz en
células de timo y bazo mediante la reduccion del metiltetrazolio utilizando como
controles positivos Concanavalina-A y Fitohemaglutinina; 2) Se estudio el
efecto de la lectina en la actividad fagocitaria de macréfagos peritoneales
residentes e inducidos mediante la reduccién de azul de tetrazolio; 3) Se
estudio el reconocimiento de estas células del sistema inmune, utilizando como
ligando la lectina de coleoptilo de maiz marcada con isotiocianato de

fluoresceina, mediante microscopia de epifluorescencia.
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No observamos actividad mitogénica en los timocitos o esplenocitos al ser

tratados con varias concentraciones de la lectina de coleoptilo de maiz.

Observamos un incremento de la actividad fagocitaria de 114% en
macrofagos peritoneales inducidos de la cepa C57BL/B, expuestos durante 24
horas a concentraciones en el intervalo de 0.08 a 2.5 ug/pozo y un incremento
del 62.5% en el caso de de los macréfagos peritoneales inducidos de la cepa

Balb/c expuestos durante 24 horas a concentraciones en el intervalo entre 0.16 a

10 pg/pozo.

La lectina de coleoptilo de maiz fluoresceinada marca positivamente al
100% de los macrofagos peritoneales inducidos, no marca a macréfagos

peritoneales residentes y marca solamente el 1.7% de células de timo o bazo.

Estos resultados muestran que la lectina de coleoptilo de maiz identifica
principalmente a los macrofagos peritoneales inducidos y en cantidades minimas
a otras estirpes celulares, por lo que podria utilizarse como una herramienta para

identificar estirpes celulares.



ANTECEDENTES

Historicamente, inmunidad significa proteccién contra enfermedades, vy
mas especificamente enfermedades infecciosas. Las células y moléculas
responsables de la inmunidad constituyen el sistema inmune, y su respuesta
colectiva y coordinada en contra de una substancia reconocida como extrafa es
la respuesta inmune (1). Cualquier respuesta inmune requiere, primero del
reconocimiento y después del inicio de una reaccién en contra de la substancia
reconocida como extrafia, con la finalidad de eliminarla. La eficiencia del
sistema inmune tiene como finalidad proveer de proteccién al organismo, y esto

depende de la interaccion de muchos compenentes celulares y humorales.

Algunas de las células que participan en la respuesta inmune son: células
B, células T, linfocitos gigantes, células asesinas naturales (NK), fagocitos
mononucleares, granulocitos (neutréfilos, eosindfilos, basdfilos), celulas
cebadas, plaquetas, células endoteliales, células dendriticas, etc. Los leucocitos
son centrales en toda respuesta inmune, aunque también otras céluias
participan, ya sea sefializando o respondiendo a la citocinas liberadas por

linfocitos T y macroéfagos.

La generacién de la respuesta inmune depende de un conjunto complejo
de interacciones ya sea célula-célula o a través de sefiales solubles, entre

células del sistema inmune y con otras células del mismo organismo (2).

Asi mismo, las interacciones céluia-célula son necesarias en muchos
otros procesos biolégicos tales como fertilizacion, embriogénesis, migracion
celular, formacion de 6rganos, respuesta inmune e infecciones microbiologicas.

El primer paso de muchos procesos basados en las interacciones ceélula-
célula es el reconocimiento, evento central en una gran variedad de fenomenos

bioldgicos.  El reconocimiento se da entre celulas y de éstas con su

wh




microentorno, se lleva a cabo a través de receptores y ligandos.
La especificidad de un ligando con su receptor conforma la base de

regulacion de las interacciones de reconocimiento (3).

Aunqgue la naturaleza de las molécuias involucradas en el reconocimiento
celular aun no ha sido elucidada del todo (3), se sabe que en la superficie
membranal de todas las células existen proteinas simples y glicoconjugados
(glicolipidos, glicoproteinas y proteoglicanos), siendo la region glicosidica la mas
externa de las moléculas, lo cual facilitaria la interaccion entre estas moléculas,
por lo que se piensa que estas regiones glicosidicas tienen un papel relevante
en el reconocimiento celular.

Hasta hace poco tiempo, sélo se conocia la interaccién proteina-proteina,
mas recientemente se ha comenzado a considerar la importancia de las
interacciones entre las cadenas glicosidicas y sus receptores (4). Un hecho
notable es que se pueden formar una mayor gama de estructuras glicosidicas
que de estructuras proteicas, en virtud de que los carbohidratos pueden formar
arreglos lineares asi como ramificados (5). Pueden presentarse en la
configuracion anomérica (a o f), y sufrir modificaciones particulares como
fosforilacion o sulfatacidon. Esto hace a los carbohidratos particularmente
adecuados para desempefiar funciones de reconocimiento y de biosedalizacion,

debido a la gran cantidad de informacién que pueden contener en su estructura

(4).

Dentro de las multiples funciones fisioldgicas de los carbohidratos, que
conforman a los glicoconjugados, se les ha atribuido un papel muy importante
como comunicadores intercelulares y con su microentorno, gracias a lo cual
pueden llevar a cabo varias funciones tales como el crecimiento, maduracion,
diferenciacion, algunos procesos de malignidad y en la respuesta inmune (8), por
ejemplo en el caso de los leucocitos estas estructuras glicosidicas le permiten

interaccionar con las células endoteliales, por mecanismos de adherencia



heterotipica, estos procesos son primordiales para el proceso de “homing” y

para su movilizacion a los sitios de infeccion y lesion (7).

Este proceso de “homing” o movilizacion, se efectta gracias a la
interaccion especifica de moléculas de adhesion pertenecientes a diversas
familias de glicoproteinas de superficie celular, entre las que se considera a las
denominadas selectinas, integrinas, moleculas de adhesion a cartilago vy

moleculas pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas (8).

La importancia cada vez mayor de los carbohidratos en el reconocimiento
celular ha llevado a poner mayor atencion en su funcionamiento y regulacién, por
tanto existe un gran interés en todas aquellas moléculas que puedan ser
utilizadas como herramientas que permitan tener un mayor conocimiento de este

sistema, entre estas moléculas se encuentran las lectinas.

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas las cuales presentan un
dominio que reconoce y se une en forma reversible a monosacaridos (por
ejemplo:. manosa, glucosa, galactosa, fucosa, xilosa, N-Acetilglucosamina,
N-Acetilgalactosamina, etc.), oligosacaridos o polisacaridos. La especificidad de
una lectina es definida en términos de su inhibicién de la hemaglutinacion de
eritrocitos humanos o animales (caballo, borrego, gallina, conejo, etc.) , por
oligosacaridos o monosacaridos simples, aunque en algunos casos son

necesarios polisacaridos (9).



TABLA L
PROPIEDADES QUIMICAS Y BIOLOGICAS DE ALGUNAS LECTINAS (10).

Lectinas. Subunidades. | Especificidad | Carbohidrato | Actividad
especifico que | Mitogenica.
Grupo reconoce.
Sanguineo
Concana- 4 - a-man, a-glc |+
valina A
Arachys 1 - gal +
hypogaea
Lens culinans | 2 - a-man +
Lotus 1 O fucosa -
tetragonolobs
Phaseolus 4 A, N-Acgal +
lunatus
Sophora 4 A.B B-N-Acgal -
Japonica
Triticum 2 - N-Acglc +
vulgaris

Desde su descubrimiento por Hermann Stillmark en 1888, las lectinas
(del latin Jegere, que significa escoger o seleccionar) (11), han sido objeto de
una amplia investigacién interdisciplinaria, en parte por la relativa facilidad con la
que pueden ser aisladas por cromatografia de afinidad con carbohidratos ©
glicoproteinas inmovilizados en una fase solida (12,13).

Se han estudiado por mas de 100 arios e identificado en plantas (semillas,

frutas, raices, tallos), parasitos, bacterias, hongo, caracoles (en hemolinfa), en



peces y otros vertebrados (14) etc.; sin embargo las mas estudiadas son las de
origen vegetal, debido a su amplia distribucién (15). En contraste de las
pequefias cantidades de lectinas que hay en tejido de vegetales,
(aproximadamente no mas de 0.05% de la proteina soluble del tejido del cual se
extraen), se encuentran en grandes cantidades en semillas y o6rganos de
aimacenaje (16,17). Hasta el momento parece ser que se encuentran en forma

mas abundante en plantas de la familia Leguminoseae (18).

A pesar de su amplia distribucién en la naturaleza sus funciones
fisiolégicas no han sido completamente entendidas aun, sin embargo se ha

especulado sobre su posible papel.

TABLA I .
POSIBLES FUNCIONES DE LAS LECTINAS EN LA NATURALEZA.

Plantas -Unibn a bacterias fijadoras de
nitrégeno en las leguminosas (19).

-Contribuyen a la defensa del huésped
en contra de patégenos bacterianos,

virales, insectos y fungicos (18,20).

Animaies - | -Endocitosis y translocacion intracetular
de glicoproteinas.

-Regulacion de la migracion y adhesion
celular.

-Reconocimientc de determinantes en

la fagocitosis no inmune (21).

Microorganismos -Unibn de Dbacterias y parasitos
(ejemplos: amoeba (22), y Plasmodium

(23) a las células huesped.




Las lectinas son herramientas muy importanies en la investigacion
biomédica, por ejemplo: tipificacion de grupos sanguineos (24), en estudios in
vitro como mitégenos (25), en la caracterizacidén de glicoconjugados (24,26), en
la identificacion y localizacién de estirpes celulares (27), en procesos de

diferenciacion (28) y en estudios histoquimicos de tejidos sanos y enfermos.

Aunque gran parte del interés que se tuvo en un principio sobre estas
moléculas se debia a sus propiedades para ligar carbohidratos, se ha
comenzado a prestar atencion a otros aspectos como lo es su bioquimica,
biclogia celular, funcidén fisioldgica, genética, quimiotaxonomia, efectos en el

sistema inmune, etc. (29).

Al descubrirse que la distribuciéon de las lectinas en la naturaieza no se
restringia solo a las plantas, sino que es ubicua, ademas de su importancia
como herramientas en la investigacidbn, comenzé a desarrollarse un mayor
interés en el papel que posiblemente desempefien en los organismos, como

moléculas de reconocimiento intercelular (30).

Las lectinas constituyen un grupo muy heterogeneo de (glico)proteinas,
hasta el momento soélo ha sido posible clasificarlas en base a la taxonomia de
las especies de las que provienen. Aunque dentro de estos grupos presentan
cierto grado de homologia en su secuencia de aminoacidos y nucleétidos, e
incluso algunas secuencias son invariantes o muy conservadas, difieren unas de
otras en su estructura y especificidad, y por el contrario lectinas que difieren en
su origen y poseen estructuras moleculares completamente diferentes exhiben
especificidades muy similares (31). Basicamente este grupo de proteinas
comparte solo una propiedad , la cual es su habilidad para reconocer y ligar en

forma especifica y reversible carbohidratos solos o en glicoconjugados.



Se sabe que la interaccion especifica de lectinas con glicoligandos de ia
membrana citoplasmatica de células del sistema inmune modula varios aspectos
funcionales de este sistema (32). En base a que es conocido que estas
(glico)proteinas tienen diversas actividades en el sistema inmune y ya que
nuestro grupo de trabajo logré obtener en forma pura la lectina de coleoptilo de
maiz es importante investigar que tipo de actividades presenta en el sistema

inmune.

La caracterizacion de lectinas en maiz fue iniciada por el grupo de
Lepekhin y cols. (33), y en semillas de maiz por Jankovic y cols. (34), en
México, este trabajo ha sido estudiado por Cérdoba y cols., quienes han

trabajado en una lectina de coleoptilo de maiz (37).

El maiz pertenece a la familia Gramineae, la cual incluye cereales como
trigo, avena, cebada, sorgo y arroz. El maiz es clasificado en la subfamilia
Panicoideae y clase Tripsaccae la cual comprende cuatro geéneros: (1)
Euchlaena (teosinte), (2) Zea (maize), (3) Trpsacum, y (4) (a)Coix,
(b)Sclerachne, (c)Polytoca, (d)Chionachne, (e)Trilobachne las cuales son
consideradas como un sdlo género. El género Zea tiene una sola especie la
cual es mays (35).

El maiz aparentemente es originario de Mexico y se esparcioé hacia el
norte hasta Canada y hacia el sur hasta Argentina. El resto arqueoldgico de
maiz mas antiguo es de 7000 afios y fue encontrado en el valle de Tehuacan en
México. Existen numerosas teorias acerca del origen dei maiz, aungue
solamente dos han recibido una seria consideracion. Una propone el teosinte
como el progenitor del maiz, y la otra propone a un tipo silvestre de maiz * pod

corn”, ahora ya extinto.

El maiz es una planta anual, es alta, constituida por raices, tallo, con una

sola hoja en cada nédulo, hojas en dos filas opuestas, y espigas.



Cada hoja consiste de una vaina que rodea el tallo y una hoja en forma
de lamina expandida conectada a la vaina por una unién (collar). El maiz es una
planta de polinizacion cruzada, pero tiene sus érganos reproductores femenino y
masculino localizados en la misma planta.

La semilla de! maiz es un solo fruto llamado kernel. Este incluye un
embridén, endosperma, aleurona y pericarpo. El pericarpo es la cubierta de la
semilla, es la pared del ovario transformada, la cuai cubre al kernel y provee
proteccion para las partes internas. El tejido de la aleurona es una capa sencilla
de células acomodadas por debajo del pericarpo. El endosperma conforma la
mayor del peso del kernel y esta conformado principalmente por almidén. Ei
embrién es en realidad una planta joven de maiz la cual bajo ciertas condiciones
exteriores de temperatura y humedad se activa e inicia su crecimiento. El
coleoptilo es una vaina protectora de las hojas jévenes mientras el kernel se

encuentra germinando (36).

Se ha encontrado que la lectina de coleoptiio de maiz es una
glicoproteina y tiene actividad hemoaglutinante dirigida hacia eritrocitos humahos
de los grupos sanguineos A, B, y O, y hacia eritrocitos de animales, entre ellos:
caballo, borrego, cabra, gallina, conejo, perro y vaca (37). Los carbohidratos
naturales por los cuales la lectina de coleoptilo de maiz presenta mayor afinidad
son: lactosa, D-galactosa y D-glucosa, en ese orden (38), aunque también tiene
afinidad por la rafinosa y la lactulosa (37). La composicién de carbohidratos de
la lectina de coleoptilo de maiz es Ia'siguiente: Xylosa 124 nmol, manosa
163.677nmol, galactosa 429.721nmol, glucosa 343.792 nmol, por mg de
muestra. El total de carbrohidratos corresponde al 18.758% del peso de la

muestra, (comunicacién personal con F. Cérdoba ).



OBJETIVO GENERAL

investigar y caracterizar las actividades biolégicas de la lectina de
coleoptilo de maiz {Zea mays) en células del sistema inmune murino (timocitos,

esplenocitos y macréfagos peritoneales ).

OBJETIVOS PARTICULARES

(1}  Determinar y caracterizar si la lectina de coleoptilo de maiz (LCM)
induce actividad mitogénica en células T y B del sistema inmune murino.

(Il) Determinar y caracterizar si la LCM induce algun cambio en el
estallido respiratorio en macréfagos murinos inducidos de exudado peritoneal.

(1) Determinar si la LCM reconoce alguna(s) de las estirpes celulares
estudiadas.

HIPOTESIS

La lectina de maiz al igual que otras lectinas induce cambios en algunos

de los procesos que llevan a cabo las células de! sistema inmune murino.
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MATERIAL Y METODO

Material biologico

Se utilizaron ratones machos de 12 semanas de edad de las cepas Balb/c
y C57BL/6, con un peso aproximado de 25 g para la obtencion de espienocitos y
macrofagos de exudado peritoneal, los timocitos se obtuvieron de ratones
machos de 3 semanas de edad de las mismas cepas, con un pesoc aproximado
de6g.

Lectinas

El aislamiento de la lectina de coleoptilo de maiz fue realizado por el
grupo de trabajo del laboratorio de Bioquimica de la Unidad de Inmunologia y
Bioguimica del ITO. La purificacion se lievo a cabo utilizando cromatografia de
afinidad en columnas de lactosa/agarosa, basandose en la actividad ligante de la
lectina (37).

La lectina de coleoptilo de maiz fué fluoresceinada por el grupo de trabajo
del laboratorio de Bioquimica de la Unidad de Inmunologia y Bioguimica del ITO.

Las lectinas, Concanavalina-A y Fitochemaglutinina, utilizadas en ios

ensayos fueron obtenidas de Sigma Chemical Co.

| Ensayo de proliferacién celular

Para la obtencidon de las células, se extrajo el 6rgano (timo y/o bazo) en
forma aséptica y se tamizé con |a ayuda de un cedazo y gendarme, y solucién
balanceada de HANK'S. Cuando fue necesario, los glébulos rojos se lisaron
con 2ml de amortiguador de lisis pH 7.2 (NH,Cl 0.135 M -Tris 0.013 M)
agitando durante 2 min., después de este tiempo se adiciond 7 ml de solucion
balanceada de HANK'S y se centrifugd 10 min a 1200 r.p.m., esta operacion se
repitd dos o tres veces segun fué necesario, se hizo un ultimo lavado con
solucion balanceada de HANK'S, y las celulas se resuspendieron en medio

DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino , 10U de penicilina/ml y

14



10ug de estreptomicina/ml. La viabilidad de las células fué evaluada con azut de
trypan en hematocitometro, observandose tefidas en azul las células muertas y
sin tefir las células vivas, debido a que sdlo las células vivas excluyen el

colorante (39).

Las células de timo o bazo se sembraron en microplacas (2x10°

celulas/pozo). Se expusieron las células a LCM en el rango de concentracion de

0.6 a 5 pgf/pozo, de 0 a 96 horas. El numero celular se evaludé cada 24 horas

mediante la exposicion adicional {4h) a metiltetrazotio (MTT) 100 ug/pozo.

Los controles positivos  utilizados fueron Concanavalina-A vy
Fitohemaglutinina en el mismo intervalo de concentraciones. Posteriormente se
extrajo el colorante reducido con dimetilsulfoxido y se leyd en un lector de
microplacas a una longitud de 570 nm contra un filtro de referencia 405 nm. La
cantidad de color desarrollado fué directamente proporcional al nimero de
células viables presentes. La determinacion se basa en la reduccion de la sal de
metiltetrazolio a formazan de metiltetrazolio, por la actividad de una

deshidrogenasa mitocondrial {40).

Il Estallido respiratorio

Se trabajo con macréfagos peritoneales de ratones inducidos y no
inducidos. Los ratones fueron inducidos con 3 ml de medio tioglicolato al 1%, via
intraperitoneal. A las 72 horas se extrajeron asépticamente los macrofagos de la
cavidad peritoneal con solucién balanceada de HANK'S. Una vez extraidos los
macrofagos se lavaron exhaustivamente y se evalué la viabilidad mediante la
exclusion con azul trypan (40). Las células se sembraron en microplacas (2X10°
celulas/pozo) y fueron expuestas durante 24 horas a la LCM en el rango de
concentraciones 06 a § pglpdzo o a la LCM incubada previamente durante 30
min. con a- lactosa 0.015M. Al término de este periodo, se desecho el medio y
se sustituyd por 100 ul de zymosan-A acoplado con azul de tetrazolio (NBT)

disuelto en PBS 1 mg/ml, previamente incubado 1.5 horas en bafo Maria a
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37°C; y se continud la incubacion de las células durante 60 min a 37 °C en una
incubadora con 5% de CO,. Posteriormente se retird esta mezcla, se lavaron las
células varias veces con metanol al 70% y se dejo secar al aire. Enseguida se
agregaron 120 ul de hidréxido de potasio 2M y se dejo incubando en agitacién
durante 2 h, al término de este periodo se agregaron 140 ul de dimetilsulfoxido y
nuevamente se agitaron las placas. Se leyo en un lector de microplacas a una
longitud de 630 nm contra un filtro de referencia de 405 nm. La determinacion
se basa en la reduccion del azul de tetrazolio a formazan de tetrazolio por una
enzima mitocondrial {41). Las absorbancias se graficaron utilizando programas
de computo y las compraciones estadisticas se hicieron empleando otro

programa de computo, aplicando las pruebas apropiadas para cada uno.

Il Reconocimiento de estirpes celulares

Para el ensayo de reconocimiento de estirpes celulares, los macréfagos
se obtuvieron como se indica en el ensayo de estallido respiratorio, cuando los
macréfagos se encontraban suspendidos en medio de cultive D-MEM
(suplementado con 10% de suero fetal bovino, 10U de penicilina/ml, y 10ug de
estreptomicina/ml ), se colocaron cubrecbjetos en los cultivo celulares, los cuales
se incubaron a 37°C con una atmosfera de 5% CO; durante 6 h para que por
adherencia se obtuvieran los frotis.

Transcurrido el tiempo de incubacién los cubreobjetos que tienian
adheridos los macréfagos se secaron al aire y fueron fijados con metanol

absoiuto durante 10 min.

Las células de bazo y timo se obtuvieron como se indicod anteriormente,

se hicieron frotis y fueron fijados con metanol absoluto durante 10 min.
Los frotis se incubaron con 25 pl de lectina de coleoptifo de maiz-FITC 1:2

en PBS durante 1 h en una camara humeda a 37 °C, al finalizar este periodo se

lavaron los frotis 5 veces con PBS y se hicieron observaciones en microscopia
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de contraste diferencial de interferencia (DIC) y epifluorescencia, para cada una
de las estirpes celulares estudiadas, se tomaron microfotografias (42). Las
muestras fueron excitadas a una longitud de onda de 450 a 490 nm vy la emision
es de 520 a 560 nm.

IV Ensayo de Faloidina-rodamina

Se incubaron frétis de todas las estirpes celulares con faloidina-rodamina
como control positivo de epifluorescencia (la faloidina reconoce a la lectina
polimerizada). Los frotis se prepararon igual que para el ensayo de
reconocimiento de estirpes celulares. Posteriormente éstos se incubaron con
faloidina-TRITC 1:80 en amortiguador (Tris-HCI 25 mM, Glucosa 5 mM, MgCls
0.6 mM, NaCl 137mM, KCI 5 mM, CaCl; 0.025 mM) durante una hora en camara
hiimeda a 37 °C, después de la incubacion se lavaron cinco veces con el mismo
amortiguador (43). Las observaciones se hicieron en microscopia de contraste
diferencial de interferencia (DIC) y epifluorescencia; se tomaron microfotografias.

Las muestras fueron excitadass en el rango de 543nm a 580 y la emisién
es de 553 a 620 nm.



RESULTADOS

1 Efecto de la lecting de coleoptilo de maiz en la proliferacion celular.

La lectina de coleoptilo de maiz purificada no muestra ningun efecto
mitégeno in vitro en preparaciones celulares de esplenocitos o de timocitos
murinos {figura 1 y 2 repectivamente), comparada con dos lectinas

(Concanavalina-A y Fitohemaglutinina ) que si lo muestran.

Il Efecto de |a lectina de coleoptilo de maiz sobre la actividad fagocitaria.

La lectina de coleoptilo de maiz no tiene efecto estimulante sobre la
actividad fagocitaria de macréfagos peritoneales residentes a las
concentraciones estudiadas (0.6 a 5.0 pg/pozo; figura 3), sin embargo los
resultados muestran que la lectina de coleoptilo de maiz purificada incrementd la
actividad fagocitaria de macréfagos inducidos de exudado peritoneal murinos en
dos cepas singénicas, incubadas durante 24 horas: en ratones Balb/c hasta en
un 62.5% ( p<0.05 ) a las concentraciones utlizadas (0.16 a 10 pg/pozo; figura
4), y en la cepa C57BL/6 ( figura 5 ) un 114% a las concentraciones de 0.04 a
2.5 pg/pozo. Este efecto estimulante es inhibido por la incubacion previa de la
lectina purificada con lactosa 15 mM ( figura 5 ).

Al comparar el efecto producido por ia lectina de coleoptilo de maiz sobre
los macrofagos murinos estimulados de las dos cepas , se observa que la

respuesta de las celulas murinas de la cepa C57BL/6 es mayor.
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I Unién del conjugado lectina-flucresceina a diferentes estirpes celulares.

Panel I: Mediante microscopia de epiflucrescencia observamos que la
lectina de coleoptilo de maiz reconoce aproximadamente al 1.7% de timocitos
(fotografia D) y esplenocitos (fotografia H). Se utilizé como un control positivo el
marcaje con faloidina-rodamina de timocitos (fotografia B) y de esplenocitos

(fotografia F).

Panel il: se observd que la lectina de coleoptilo de maiz se une a todas
las células que conforman la poblacion de macrofagos peritoneales murinos
inducidos por tioglicolato {fotografia F, 400X y fotografia H, 1000X), a diferencia
de los macrofagos peritoneales residentes a |os que no se une como se puede
observar en las fotografia B. Se uiilizé como un control positivo de Ia
epifluorescencia el marcaje de la actina polimerizada mediante faloidina-

rodamina (fotografia D).

En las fotografias del panel Il utilizamos doble marca (lectina-FITC y
faloidinina-TRITC). En la fotografia B se observa la doble marca en sélo tres
macrofagos peritoneales inducidos ya que sélo a las células que se les unid gran
cantidad de lectina de coleoptilo de maiz se observan tefidas, en estas la marca
por la lectina de coleoptilo de maiz es intensa. En el resto de las células no se
observa la tincion por la lectina ya que se encuentran tefiidos por la faloidina-
rhodamina que reconoce a la actina polimerizada y ésta es muy abundante en la

células. Este fendmeno se observa con mayor claridad en la fotografia D.
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PANEL I

Timocitos y esplenocitos murinos de ratén C57BL/6: (A) timocitos, DIC
(1000X); (B) timocitos marcados con faloidina-rodamina, epiflucrescencia
(1000X); (C) timocitos, DIC (1000X); (D) timocitos marcados con LCM
fluoresceinada, epifluorescencia (1000X); (E) esplenocitos, DIC (1000X); (F)
esplenocitos marcados con faloidina-rodamina, epiflucrescenica (1000X);, (G)
esplenocitos, DIC (1000X); (H) esplenocitos marcados con LCM fluoresceinada,
epiflucrescencia (1000X).

25



RN TR N TR T

b
;
A
!
b

Ixl

T8

A

)




PANEL Il

Macréfagos peritoneales murinos de ratén C57BL/6:  (A) macrofagos
residentes, DIC (400X); (B) macréfagos residentes incubados con LCM -
fluoresceinada, epifluorescencia (400X); (C) macréfagos residentes , DIC
(1000X); (D) macréfagos residentes marcados con faloidina-rodamina,
epifluorescencia (1000X); (E) macréfagos inducidos, DIC (400X); (F)
macréfagos inducides, marcados con LCM fluoresceinada, epifiuorescencia
(400X): (G) macrofagos inducidos, DIC (1000X);, (H) macréfagos inducidos
marcados con LCM fluoresceinada, epiflucrescencia (1000X).
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PANEL [il

Macrofagos peritoneales inducidos de raton C57BL/6: (A) macréfagos,
DIC (1000X); (B} macréfagos marcados con LCM fluoresceinada y faloidina-
rodamina, epifluorescencia (1000X); (C) macréfagos, DIC (1000X); (D)
macréfagos marcados . con LCM fluoresceinada y faloidina-rodamina,

epifluoresceina (1000X).
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ANALISIS DE RESULTADOS

En base a los resultados obtenidos con timocitos y esplenocitos,
incubados con lectina de coleoptilo de maiz determinamos que esta
glicoproteina no es un mitégeno. La lectina de coleoptilo de maiz reconoce

aproximadamente el 1.7% de la poblacion celular de timo y bazo.

Por otra parte los resultados muestran que la lectina de coleoptilo de maiz
no tiene efecto en la actividad fagocitaria de macrofagos murinos residentes. El
porcentaje de reconocimiento en esta estirpe celular, por parte de la lectina de
coleoptio de maiz, es de cero. Sin embargo en macréfagos inducidos, de dos
cepas murinas singénicas con haplotipos diferentes (Balb/c y C57BL/6), si se
observa efecto en la actividad fagocitaria. Esta actividad estimulante coincide
con lo reportado para otras lectinas como son la lectina de germen (44) y la
Concanavalina-A (45). La actividad observada con la lectina de coleoptilo de
maiz es inhibida al preincubar la lectina de coleoptilo de maiz con a-lactosa; el
carbohidrato natural de mayor simplicidad por el cual la LCM tiene mas afinidad,
fenébmeno que no ocurre al utilizar otros carbohidratos como N-
Acetilgalactosamina o a-manosa (datos no mostrados). Lo cual nos indica que
el incremento en la actividad fagocitaria observadoc es provocado por la
interaccién de la lectina de coleoptilo de maiz con alguna(s) estructura(s)

glicosidica(s), presentes en la membrana citoplasmica.

Lo anterior nos indica que la{s) molécula(s) reconocidas por la LCM se
encuentran en mayor proporcién en macréfagos murinos que en timocitos o
esplenocitos, y los macréfagos deben encontrarse inducidos. Esto no es extrafio
ya que muchas determinantes antigénicas aparecen, desaparecen o
simplemente varian su cantidad en forma dependiente del estado de maduracion

o activacion.
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CONCLUSION

Podemos concluir que la lectina de coleoptiio de maiz no muestra
actividad mitdgena en células de timo o bazo, incrementa la actividad fagocitaria
en macrofagos peritoneales inducidos y reconoce a toda esta poblacion. Hasta el
momento ignoramos cual pudiera ser el ligando que reconoce la LCM en estas
células y la manera en que interaccionan ambos para desencadenar estos
efectos, por lo que proponemos a la LCM como una herramienta para identificar

a dicha estirpe celular en un estado de probable activacion.

Por lo que consideramos pertinente continuar con los estudios que nos
permitan identificar y aislar este ligando, asi como conocer el mecanismo de

estimulacion del proceso estudiado.
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