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La actividad estimulante de linfocitos por las lectinas esté relacionada con los glucésidos
especificos a los que éstas se unen en la membrana celular. La composicién de Jas membranas
en las diferentes especies es particular por lo cual es posible detectar diversas respuestas ante
lectinas que reconozcan aziicares diferentes. La lectina de Erythrina costaricensis logré trans-
formar los linfocitos de Proechimys chrysaeolus en una concentracién de 0.65 ig/ml, los de
Aotus l. griseimembra, con 2.38 ig/ml y los de humanos con 19.65 ig/ml. Las tres especies
difieren significativamente en las concentraciones requeridas para obtener el pico miximo de
transformacién siendo éste siempre inferior al presentado en los cultivos controles con
fitohemaglutinina y favina. La lectina P2 de Dioclea lehmanni no induce transformacién en
los linfocitos de los humanos ni en los de Proechimys chrysaeolus, observdndose solamente
estimulo en los de Aotus | griseimembra en concentraciones de 1.34 ig/ml. Los datos presen-
tados son intrigantes dada la similitud estructural de la Favina con las lectinas de Erythrina ,
teniendo en cuenta el reconocimiento funcional por los carbohidratos que caracterizan las
Iectinas. Se plantean algunas hipbtesis para explicar estos resultados.

Palabras Claves: Lectinas, Dioclea lehmanni, Erythrina costaricensis, mitogénesis,
linfocitos, Aotus I griseimembra, Proechimys chrysaeolus.

Abstract

The Erythrina costaricensis transforms the Proechimys chrysaeolus lymphocytes at a
concentration of 0.65 ig/ml, the Aotus l. griseimembra lymphocytes at 2.38 ig/ml and human
lymphocytes at 19.65 ig/ml. The three species differ in the concentrations required to reach
maximal transformation; maximum stimulus is obtained with phytohaemaglutinin and favin,
The Digclea lehmanni P2 lectin stimulates only the Aotus l. griseimembra lymphocytes at a
concentration of 1.34 ig/ml. Given the structural similarity of favin with the Erythrina lectins,
the reported data are puzzling. Some hypothesis are laid down to explain the results.
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Introduccién

Las lectinas son protefnas ampliamente distribuidas
en microorganismos, plantas y animales (Kocourek,
1986; Lis y Sharon, 1986a,b). Dentro de las propieda-
des biolégicas importantes de las lectinas estdn las de
aglutinar eritrocitos humanos y animales, su citoto-
xicidad, 1a induccién de células supresoras, la actividad
insulinomimética y la actividad mitogénica que presen-
tan algunas de ellas. Nowell (1960), descubrié que los
linfocitos, que eran considerados en ese tiempo como
lineas terminales en su desarrollo, podfan dividirse y
desdiferenciarse cuando se cultivaban en presencia de
lectinas. Desde entonces las lectinas han sido amplia-
mente empleadas en estudios inmunoldgicos y
citogenéticos tanto bisicos como aplicados.

Las mds comunes son las extraidas de plantas, es-
pecialmente de las leguminosas (Kocourek, 1986). Para
el estimulo de linfocitos humanos es muy utilizada la
Fitohemaglutinina (PHA) extraida de Phaseolus vulgaris
que también ha sido empleada en algunos animales
(Taylor y Siddiqui, 1978), aunque es poco activa en otras
especies como mitégeno (Giraldo ez al., 1986; Bueno
et al., 1989).

Las lectinas difieren en su capacidad de estimular
los linfocitos de distintas especies pero se piensa que
todas tienen la capacidad de modificar la superficie ce-
lular e inducir la divisién si se emplea el sisterna ade-
cuado (Lis y Sharon, 1986a). Por nuestra experiencia
en especies sitlvestres hemos podido observar que algu-
nos ejemplares que no responden al estimulo con la PHA,
presentaron buenos fndices mitéticos con la lectina ex-
traida de Vicia faba (favina).

La respuesta a agentes mitogénicos es muy espe-
cifica y en algunos casos se ha encontrado que varfa sig-
nificativa- mente en grupos de especies muy cercanas o
en segmentos poblacionales de una misnia especie
(Bryan y Hybertson, 1972).

El presente trabajo busca comparar la respuesta res-
pecto a la actividad mitStica y los niveles de estimulacién
de los linfocitos de tres especies ante dos nuevas lectinas
purificadas recientemente a partir de semillas de Dioclea
lehmanni (P2) y Erythrina costaricenses (ECL) (Pérez
et al., 1990; Pérez, 1993b).

Materiales y métodos

Para la obtencién de los linfocitos fueron usados
como donantes tres especies distintas de animales:
Proechimys chrysaeolus (Rodentia:Echimyidae), Aotus
L griseimembra (Cebidae: Platyrrhini) y humanos.

Se efectuaron cultivos de sangre total, segin
Moorhead et al., (1960) empleando siempre como con-
trol positive un mitégeno que activara efectivamente los
linfocitos de las especies escogidas. Para humanos se
empled PHA( GIBCO) a la concentracién usada en los
cultivos de rutina para estudios citogenéticos (7.5 ig de
liofilizado por ml de medio comple to ). Para Aotus y
Proechimys el control positivo fué un extracto salino de
Vicia faba preparado en el laboratorio en una dilucién

previamente determinada por cultivos seriados en estas
especies hasta obtener un pico méximo de respuesta al
mitégeno (fndices mitéticos entre 1.8% y 2.7%).

Los controles negativos fueron cultivos a los cua-
les no se adicioné ningin mitégeno. Los controles posi-
tivos también nos permitieron verificar las condiciones
del medio de cultivo, ciclo celular y el tiempo de cose-
cha de células.

La evaluacién de los indices mitéticos se obtuvo
por conteo celular en ldminas coloreadas con Giemsa,
realizando la lectura con el objetivo de 10X, en 50 cam-
pos al azar por cada uno de los cultives. El total de célu-
las se determiné por el nimero células no transforma-
das, linfoblastos y células en mitosis (profésicas y
metafisicas). Para cada uno de los cultivos el indice
mitético se calculd como la fraccién:( nimero de
metafases / nimero total de cé€lulas) X 100.

Las lectinas de Dioclea lehmanni (P2) y Erythrina
costaricensis (ECL) empleadas en estos cultivos fueron
aisladas, purificadas y caracterizadas segin Pérez ef al.,
(1990) y Pérez, (1993 b). La lectina ECL ha sido puri-
ficada por Nanme y Aragén (1991) por un método mas
complejo, por lo que éste no fu€ utilizado. Las proteinas
puras se adicionaron a los cultivos segilin la especie, en
diferentes concentraciones que en todos los casos fue-
ron menores a la concentracién que ocasionaba
aglutinacién de los eritrocitos.

Resultados y discusién

En los controles negativos en ningiin caso se ob-
servé trasformacién blédstica. Los controles positivos tan-
to con la PHA como con la favina presentaron indices
muy superiores a los que se lograron con las dos nuevas
lectinas, por lo que sus valores no pudieron ser incluidos
en la figura.

En la Tabla 1 y en la Figura 1 se observan los re-
sultados de los indices mitéticos (I.M.) obtenidos con la
lectina de Erythrina costaricensis (ECL) para cada una
de las especies. Esta lectina mostré un amplio rango de
accidn aunque con indices bajos de estimulacién con res-
pecto a los obtenidos en el control positivo.

De acuerdo con los resultados es claro, que las con-
centraciones en las cuales se obtienen los picos méxi-
mos de transformacidn, para cada una de las especies
incluidas en este estudio, difieren significativamente. P
crysaeolus responde pobrémente a concentraciones ba-
jas de proteina (0.65 ig / ml de medio con IM de 0.33%),
en tanto que A. [. griseimembra presenta una mejor trans-
formacidn (I.M. 0.45%) en concentraciones un poco mas
elevadas (1.9 ig de proteina por ml de medio) después
de la cual se muestra un claro efecto inhibitorio. En hu-
manos sélo se obtuvo tranformacién con los indices
mitdticos mds altos de las tres especies, en concentra--
ciones superiores a 13.1 ig/ml de medio.

El I.M. méaximo observado con esta lectina fué de
0.61% en linfocitos humanos en una concentracién de
proteina de 26.2 ig/ml de cultivo. El patrén de PHA en
este experimento mostré un indice mitético (I.M.) de
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Tabla 1. Indices mit6ticos obtenidos con la lectina de
Erythrina costaricensis

Tabla 2 . Indices mit6ticos méximos obtenidos con la
lectina de Erythrina costaricensis (ECL)
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Figura 1. Indice mitético de la lectina de Erythrina costaricensis
para las tres especies estudiadas.

2.2% que es aproximadamente cuatro veces superior al
encontrado con la ECL.

Para Aorus I. griseimembra el .M. midximo con
ECL fué de 0.45% para una concentracién de proteina

de 1.96 ig/ml de cultivo y en P.chysaeolus de 0.19%. Al .

comparar estos valores con los de los controles realiza-
dos con favina, se puede ver que aunque se obtuvo esti-
mulo, éste es también casi cuatro veces inferior al ob-
servado con la lectina control ( favina, I.M. .1,7%).

Concentracién ] i}.l. 4 ECL CONTROL*
(pg/mml) griseimembra| Humanos | chrysaeolus ESPECIE
0.13 0 0 0 LM pg/ml ILM.
P.chrysaeolus 0.3 0.65 1.8
0.26 0 0 0
0.34 0 0 0
A.lgriseimembra 0.45 1.96 1.7
0.52 0 0 0
0.65 0.08 0 0.33
HUMANOS 0.61 26.2 2.2
1.31 0.14 0 0.19
1.96 0.45 0 0.17 * Para los controles de Pchrysaeolus y A.lgriseimembra se utilizé
favina, para los humanos fitohemaglutinina.
2.38 0.4 0 0
2.62 Q‘N 0 0 Los ensayos realizados demuestran claramente la
5.24 0.24 0 0 capacidad mitogénica de esta lectina para los linfocitos
: de las tres especies. Esta es menor que la producida por
7.19 0.3 0 0 la fitohemaglutinina en los linfocitos humanos o por la
favina en los linfocitos de primates y roedores.
10.48 0.23 0 0 ,
La comparacién de los datos obtenidos en este tra-
3.1 0 0.22 0 bai . : < )
ajo con los publicados para las lectinas aisladas de va
19.65 0 0.41 0 rias especies de Eryrhrina (Gilboa-Garber & Mizrahi,
1981; Iglesias et al., 1982; Lis et al., 1985; Peifia ef al.,
26.2 0 0.61 0 1988 ) muestran que ellas difieren significativamente
32.75 0 0 0 entre s{ en cuanto a su capacidad mitogénica frente a
linfocitos humanos. En los casos en que se obtiene esti-
39.3 0 0 0 mulo, las dosis para el mdximo .M. varian entre 33-100

ig lectina/ml de cultivo. Las diferencias observadas son
intrigantes cuando se considera la alta similitud estruc-
tural y funcional que poseen entre si las lectinas del gé-
nero Erythrina (Pérez, 1993a).

Para las tres especies las concentraciones altas de
proteina en el medio de cultivo provocaron aglutinacién
de los eritrocitos. No se realizaron las pruebas de
aglutina- cién in vitro con eritrocitos lavados dado que
esta propiedad habia sido establecida en trabajos pre-
vios (Pérez ef al., 1990; Pérez, 1993b).

Los datos presentados sugieren también claras di-
ferencias en la composicién de las membranas de las tres
especies. Si la respuesta mitogénica estd correlacionada
con el nimero de receptores (glicoproteinas) en las mem-
branas, las diferencias en las concentraciones de protef-
na requeridas para la tranformacién de los linfocitos po-
dria ser explicada por esta caracteristica siempre y cuando
la relacién linfocito/ml:eritrocito/ml sea equivalente
entre ellas. Otra posible explicacién para estos resulta-
dos, serian las diferencias en la afinidad de estas protei-
nas por oligosacédridos particulares presentes en los re-
ceptores de los linfocitos.

Estos resultados son interesantes dado que conser-
van alguna proximidad entre las respuestas del primate
con los humanos y una mayor diferencia con el roedor
que corresponden a la proximidad evolutiva de las espe-
cies. Con la lectina de Dioclea lehmanni (P2) se obtu-
vieron resultados notablemente diferentes. Se cubrié un
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rango mucho mds amplio de concentraciones (no todos
los ensayos se incluyen en la Tabla 3), desde 0.058 hasta
10.76 ig de proteina/ml de medio. Sélo se obtuvo trans-
formaci6n en los linfocitos de A.lLgriseimembra con un
.M. maximo de 1.16% a una concentraci6n final de 1.34
ig lectina/ml de cultivo. Este indice fue inferior al ob-
servado en el control con favina (.M. 1.7 %) pero supe-
rior al encontrado con la lectina de Erythrina
costaricensis (Tabla 4).

Tabla 3. Indices mitSticos obtenidos con la lectina de
Dioclea lehmanni

CONCENTRACION Al

{pg/ml) griseimembra
0.06 0.32
0.80 0.38
1.07 0.13
1.34 1.16
2.69 | 0.09
4.03 0

5.03 0

Tabla 4. Indices mitSticos obtenidos para A.lL griseimembra
con las tres lectinas del presente trabajo.

LECTINA ug/ml LM.
ECL 1.96 0.45

P3 1.34 1.16
Favina 0.07 1.7

En los cultives de linfocitos humanos y de
Proechimys chrysaeolus estimulados con P2 el .M. fue
cero para todos los ensayos realizados, por lo que se con-
cluye que esta proteina no es capaz de transformar los
linfocitos de estas especies.

Al comparar los I.M. obtenidos en los linfocitos
de A.lL griseimembra con las diferentes lectinas se ob-
serva que con la lectina de Eryrhrina costaricensis hay
respuesta en un rango mucho mds amplio aunque los in-
dices mitéticos son més bajos que los obtenidos con la
Favina. Con la lectina P2, se obtienen resultados inter-
medios en cuanto a concentracion de proteina e fndice
mitético.

Es posible que al trabajar con un extracto crudo de
favina no se esté midiendo la capacidad mitogénica es-
pecifica de una sola proteina sino de un complejo de pro-
teinas que se encuentran en la Vicia fava y pueden estar
presentando una accién sinérgica en la respuesta.

Desde el punto de vista citogenético, bioldgico y
taxonémico los resultados presentados en este trabajo
muestran unas interesantes lineas de aplicacién de las

lectinas en su actividad diferencial de aglutinar los
eritrocitos en diferentes animales,(Iglesias ef al,, 1981)
que pueden ser utilizadas para la diferenciacién de espe-
cies o subespecies animales o para la diferenciacién de
estadios en el desarrollo de Leishmania donovani
{Wilson y Pearson , 1984) .

En los vertebrados son pocos los trabajos que se
han realizado en este sentido pero se tienen datos como
los presentados por Taylor y Siddiqui, (1978), en los
que se muestran respuestas diferenciales de los linfocitos
de diferentes poblaciones de Acrus frente a fitochema-
glutinina, mitégeno de Phyrolacca americana y Concana-
valina A. Estas diferencias han sido utilizadas como evi-
dencia por los taxédnomos para proponer que este géne-
ro no es monoespe- cifico ( Hershkovitz, 1983).
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