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RESUMEN 
  

  

El presente trabajo de tesis describe los resultados experimentales obtenidos 
sobre el crecimiento in vitro de neuronas sensoriales de embrion de pollo, expuestas a 
la accion de diversas lectinas vegetales, tanto en forma de compuesto soluble como de 
componente de la matriz extracelular. Los resultados son comparados con los datos 
bibliograficos sobre el efecto de las lectinas naturales en el sistema nervioso durante el 
desarrollo embrionario de los vertebrados. Dentro de estas lectinas se encuentran 
aquéllas que forman parte integral de las membranas neuronales, en este caso 
tenemos a la NCAM, proteina muy estudiada por su papel regulador durante el 
desarrollo embrionario del sistema nervioso. En segundo lugar tenemos a las lectinas 
liberadas dentro del espacio extracelular, ugar en donde pueden seguir varios 
caminos, en primer lugar pueden unirse a los giticidos membranares de las células 
blanco e intervienir como puentes de reconocimiento (por ejemplo: la ligantina, la 
entrancina, etc). Otras de ellas pueden formar parte integral de la matriz extracelular y 
actuar asi como gulas para el crecimiento (por ejemplo las galectinas). Por ultimo 
tenemos a las lectinas liberadas al espacio extracelular, pero que su tipo de interaccién 
entre células es similar al de los factores tréficos, es decir como factores solubles. 
Entre estas ultimas en nuestro laboratorio hemos decrito fa presencia de DARP 
(Dopamine Releasing Protein) en el liquido cefalorraquideo de pacientes humanos con 
diferentes desordenes neuroldgicos (Verdugo-Diaz, L. y cols, 1997). Esta proteina por 
su forma de actuar y su estructura quimica ha sido descrita como una lectina animal 
que al ser liberada al espacio extracelular regula entre otras funciones el crecimiento 
de las células dopaminérgicas del sistema nervioso de vertebrados. 

Los resultados experimentales muestran los efectos de diversas lectinas sobre 
el desarrollo de neuronas ganglionares espinales de embrién de pollo in vitro por 
medio de un analisis cuantitativo multiparamético. Las lectinas fueron agregadas en 
solucion al medio de cultivo o fueron colocadas como substrato de cultivo. De los 
resultados obtenidos se pueden distinguir dos clases de lectinas de acuerdo a las 
modificaciones obtenidas en el crecimiento de fibras nerviosas. La primera clase, 
aquéllas que favorizan el desarrollo neuronal que corresponde a tas lectinas con 
especificidad mayor de tipo glucosa-manosa (Con A, LCA y PSA). La segunda clase, 
que al contrario de ia anterior inhibe o retraza el crecimiento de fibras nerviosas 
comprende a varias lectinas (WGA, PNA, PWM, UeAf, etc.) con muy diversas 
especificidades a glucidos (fucosa, glucosamina, etc.). 

El conjunto de estos resultados propone que la presencia de glticidos 
membranales juegan un papel importante en el desarrollo de células nerviosas. En 
particular, que la presencia de grupos manosidicos favorece ei crecimiento y ta 
bifurcacién neuritica. Estos resultados fueron confirmados con la exposicién de cultivos 
a enzimas especificas de la unién manosidicas y con la inhibicisn competitiva con 
azucares especificas. 

En conclusién, la presencia diferencial de compuestos glucosilados en las 
neuronas y en su medio ambiente local, es un factor determinante durante la ontogenia 
neuronal. Estos compuestos son reconocidos por lectinas especificas que pueden 
tener a su vez expresion diferencial espacio-temporal durante el proceso de desarrollo 
y maduracién.



INTRODUCCION 
  

La diversidad funcional desarrollada por el sistema nervioso de los 
vertebrados depende de manera directa de la compleja red de conexiones 
nerviosas que se generan durante el desarrollo embrionario. Una de las primeras 
etapas de este proceso de desarrollo es el crecimiento del axon hacia las células 
blanco. La precisién con la cual las neuronas seleccionan las vias y forman las 
conexiones a través de los diferentes tejidos es determinada en gran medida por 
el cono de crecimiento. 

1). CONO DE CRECIMIENTO Y MATRIZ EXTRACELULAR. 
El cono de crecimiento (parte localizada en el extremo de las 

orolongaciones nerviosas) es una estructura con gran movilidad, que responde a 
as sefiales locales del medio ambiente como un sistema teceptor-efector, 
zontrolando asi las diversas actividades celulares (migracién, elongacién axonal, 
sinaptogénesis, mielinizacién, etc.). Estudios realizados tanto en sistemas in vivo 
como in vitro han mostrado que la forma y el comportamiento (extensidn, 
direccidn, retraccion, etc.) del cono de crecimiento varian considerablemente en 
{uncién del contexto celular y matricial en el cual se encuentre (Bray y Hollenbeck, 
1988). 

En la actualidad, se considera que diversos factores del medio ambiente en 
«| cual se desarrollan las neuritas son los principales mecanismos que inducen la 
clireccionalidad de las mismas. Entre los factores de direccionalidad mas 
estudiados se encuentran: 
2). las moléculas difusibles especificas, las cuales ejercen una direccionalidad 

sobre ciertos tipos de neuronas (factores quimiotactiles). Entre !a gran 
variedad de moléculas de este tipo, tenemos como ejemplo clasico al factor 
de crecimiento nervioso (NGF), el cual no solo actia como un factor 
direccional sino que es conocido fundamentalmente como un factor tréfico 
(Levi-Montalcini y Angeletti, 1968). La lista de factores de este tipo es muy 
grande y no deja de agrandarse dia con dia (ver revisiones de Barde, 1983, 
1987, 1988; Davies, 1988; Tolkovsky, 1997). 

b}. las variaciones locales de adhesién debidas a moléculas fijas en las superficies 
celulares (integrinas, CAM's, etc.) (Edelman, 1976; 1984; 1985; Lander, 
1989; Matsumoto y cols., 1990). 

c). las variaciones fisicas del medio ambiente celular (textura, forma, etc.), asi 
como las propiedades adhesivas de ese medio (haptotaxia) (Letourneau, 
1975; Saxod y Bizet, 1988). 

d)}. la inhibicion de contacto entre los conos de crecimiento neuronal y ciertos tipos 
celulares (Crain y Peterson, 1982; Caroni y Schwab, 1988).



e). la matriz extracelular 

La matriz extracelular puede definirse como el substrato natural, en el cual 
las células migran, proliferan y se diferencian in vivo (Rutka y cols., 1988). Esta 
estructura se compone de multiples macromoléculas de origen celular. La lista de 
compuestos moleculares que forman la matriz extracelular del sistema nervioso no 
deja de agrandarse dia con dia. Las moléculas de la matriz extracelular se 
clasifican en 4 grandes familias que son: las colagenas y moléculas asociadas, las 
glucoproteinas de tipo no colagena, los glucosaminoglicanos (GAG) y los 
proteoglicanos (PG). Dentro de las glucoproteinas de tipo no colageno, la 
fibronectina (FN) y la laminina (LN) son las dos moléculas mas estudiadas y con 
mayor ubicuidad en los sistemas vivos. Sin embargo, existen muchas otras 
noléculas que pertenecen a esta familia y que presentan distribuciones mas 
restringidas. Por ejemplo, la entrancina, la ligantina y diversas lectinas han sido 
descritas como componentes de la matriz extracelular del sistema nervioso 
(Barondes, 1984; Carbonetto, 1984). 

La matriz extracelular juega un papel fundamental en el comportamiento 
celular durante la ontogénesis nerviosa (Letourneau, 1979, 1983, 1987, 1992: 
Newgreen y cols., 1982; Thiery y cols., 1984; Carbonetto, 1984, 1987: Adler y 
cols., 1985; Lander y cols., 1982, 1983). Los componentes de la matriz 
extracelular involucrados en la adhesion y elongacién neuronal asi como los 
receptores de superficie para dichos componentes incluyen una amplia lista que 
2Un se encuentra en estudio. Con base en los estudios in vitro se ha podido definir 
que algunos de estas moléculas promueven y otras inhiben o provocan la 
repulsion de los conos de crecimiento y por lo tanto la elongacién neuronal. La 
Tabla | muestra una lista de las moléculas de la matriz extracelular que influyen en 
el crecimiento neuronal (modificada de Letourneau y cols., 1992). Los resultados 
que se presentaran en esta tesis se proponen como una nueva serie de moléculas 
(lectinas y moléculas asociadas) que influyen en el proceso de desarrollo neuronal 
y que se encuentran poco estudiadas (ver discusién). 

Las moléculas transmembranales que actuan como receptores para las 
rroléculas de la matriz extracelular son generalmente glucoproteinas. Algunas de 
ellas conforman familias de compuestos bien definidas (integrinas, citoadherinas, 
etc.) y poseen uno 0 varios dominios de reconocimiento para los compuestos de 
la matriz extracelular o para el reconocimiento entre células (CAMs). Un resumen 
no exhaustivo de las integrinas y otros receptores membranales se presenta en la 
Tabla |. Como puede verse en esta tabla, el numero de integrinas se encuentra en 
crecimiento, sin embargo la estructura molecular y sus propiedades quimicas han 
sido bien descritos. De ellos cabe remarcar que tanto la subunidad « como la B 
Se: encuentran glucosidadas en varios sitios, todos ellos presentes en la region 
>tracelular. El papel que juegan los glucidos en estas moléculas es incierto, por 
lo cual ha sido propuesto por algunos autores como un punto fundamental de 
estudio (Akiyama y cols., 1990; Turner y Burridge, 1991).



Tabla |. MOLECULAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR Y RECEPTORES 
MEMBRANALES QUE INFLUYEN EN EL CRECIMIENTO NEURONAL. 

MATRIZ EXTRACELULAR 
Laminina 

Merosina 

S-Laminina 
Fibronectina 
Colageno IV 

Trombospondina 

Vitronectina 

Tenancina 

Axonina-1 

Proteoglicanos promotores: 

COMENTARIOS 
Promueve el crecimiento, posee multiples dominios. 

Promueve el crecimiento, anti-adhesiva. 
Promueve adhesion de neuronas motoras. 
Promueve el crecimiento, presente en SNC y SNP. 
Mediador de! crecimiento a traves de la 
integrina NC1. 
Promueve el crecimiento, dependiente de la integrina 

y de la heparina. 
Promueve el crecimiento, dependiente de la 
integrina. 
Promueve o inhibe el crecimiento dependiento de los 
dominios. 
Presente en neuronas y en matriz extracelular, 
seuneaLt. 

  

LN/HS-PG Promueve el crecimiento. 
Perlecan Promueve el crecimiento y la adhesién. 
CS-PG Se colocaliza en neuritas en crecimiento, 

promueve el crecimiento neocortical. 
HS-PG Promueve el crecimiento. 
DS-, CS-, HS-PG Promueve el crecimiento mesencefalico. 

Proteoglicanos inhibitorios: 
Clausrina Inhibe la adhesién y el crecimiento. 
CS-PG Inhibe el crecimiento del gangtio de la retina, 

de fa médula espinal, inhibe la invasi6én de DRG 
a epidermis y la regeneracién cortical. 

DS-PG Presente en las placas neurofibrilares de 

{_ pacientes con Alzheimer. 
RECEPTORES LIGANDOS 
integrinas: 

o1p1 LN, Colageno 
a2B1 Colageno 
031 LN, FN, Colageno 

a4pt FN 

a5p1 FN 

a6B1 LN 

a?B1 TSP 
avB100k VN 
«881 ? 

aLp2 |-CAM-1, I-CAM-2 
aMB2 C3bi 

aXp2 ? 
allbp3 FN, VN, vWF, Fb 

aVB3 VN, Fb, vWF, TSP 

aVp4 FN, VN 

ap? FN, Fb, VN, vWF, colageno tipo IV 

Otros: 

Galactosiltransferasa LN 
Receptor de PTPasa ? 
Amfoterina HSA-PA 
HS-PG LN, FN, factores de crecimiento 
    abraviaturas: SNC-Sistema nervioso central, SNP-Sistema nervioso periférico, CS-condronictina sulfato, LN-laminina, HS- 

heparan sulfato, PG-proteoglicano, CS-condroitin sulfato, DS-dermatan sulfate, DRG-ganglio de la raiz dorsal, FN- 
fibromectina, TSP-trombospondina, VN-vitronectina, PTPasa-protein tirosin fosfatasa, t-PA, plasmindégeno activador de 
tejicos. Fb-fibrinégeno, vWF, factor von Willebrand.  



La adhesion celular a la matriz extracelular va acompafhada frecuentemente 
por el reclutamiento de varios componentes del citoesqueleto, estructuras 
localizadas en la superficie ventral de las células cultivadas y que se han 
denominado como sitios de adhesion focal (Turner y Burridge, 1991). Estas 
interacciones se realizan entre ciertos miembros de la familia de las integrinas con 
los compuestos de la matriz extracelular. Por ejemplo, una vez que se da la 
adhesion celular in vitro, la talina se une por un lado a la fraccién citoplasmica de 
la integrina y de otro lado a la vinculina. La vinculina a su vez interactua con la a— 
actinina y esta con la actina. El mecanismo que se acaba de describir en forma 
muy resumida involucra otras proteinas estructurales (distrofina, la proteina de 58 
kDa, etc.), enzimas (calpaina Il, proteina cinasa C, pp60v.src, etc.) y otras 
moléculas (paxilina, tenansina, zixina, etc.). 

En resumen, los compuestos de la superficie celular, en particular los 
\Jlucoconjugados, sirven de cédigo de superficie de la identidad celular y juegan 
asi un papel esencial en la formacién de Jas redes nerviosas (Pfenninger y Maylié- 
Pfenninger, 1979, 1981, 1984; Letourneau, 1983; Carbonetto y Argon, 1980: 
Collins y Lee, 1984; Edelman, 1985; Rutihauser, 1985; Lockerbie, 1987; Bray y 
Hollenbeck, 1988; Dodd y cols., 1986, 1988). 

il). POLISACARIDOS MEMBRANALES. 

La importancia que juegan los polisacaridos membranales en los diversos 
Frocesos biolégicos ha sido menospreciada durante mucho tiempo. Sin embargo, 
durante los Ultimos afios, numerosas investigaciones han puesto en evidencia el 
papel esencial de los azuicares constituyentes de las glucoproteinas y de los 
glucolipidos de la membrana celular. Los carbohidratos conformacionales 
presentan al menos dos grandes funciones. Al interior de la célula, ayudan a las 
proteinas a dobiarse y sintetizarse correctamente en el reticulo endoplasmico y 
pieden tambien actuar como una sefial para la correcta migracién de jas 
g ucoproteinas. Fuera de la célula, proveen las estructuras de reconocimiento 
especifico para las interacciones con una gran variedad de ligandos externos 
(Gahmberg y Tolvanen, 1996). 

A partir del modelo de membrana propuesto por Singer y Nicolson (1972) 
en el cual se representa a la membrana como un mosaico fluido dentro del cual 
proteinas y glucoproteinas flotan en la bicapa lipidica, el estudio de la disposicién 
de los compuestos membranales, asi como de sus interacciones, se ha 
desarrollado enormemente. 

El reciente interés mostrado hacia los glucidos membranales reside en el 
hecho de que todas las células vivas se encuentran recubiertas de azticares. En 
esta posicion estratégica, las funciones de las azticares membranales pueden ser 
separadas en dos grandes tipos: las funciones de tipo estrictamente estructural y



las funciones (las menos estudiadas) que corresponden a diversos fenémenos 
bioldgicos, tales como los involucrados en las comunicaciones intercelulares y las 
desarrolladas entre las células y su medio ambiente (Muramatsu, 1989). 

Los polisacaridos son estructuras complejas formadas por la unién de 
diversos azucares simples, los cuales pueden estar unidos de manera estable y 
covalente a proteinas (glucoproteinas) 0 a lipidos (glucolipidos) de la membrana 
celular (Hakomori, 1981; Sharon y Lis, 1982). Su_ sintesis no depende 
exclusivamente de la informacién genética contenida en el DNA, sino que son el 
resultado de la accién sucesiva de numerosas enzimas. Asi, se forman por la 
adicion etapa por etapa de aztcares simples, bajo la accién de enzimas 
especificas denominadas glucosiltransferasas (Roseman, 1970; Shur, 1982: 
Rauvala y cols., 1983). 

Los carbohidratos tienen un enorme potencial de almacenamiento de 
informacién bioldgica, ya que a diferencia de los péptidos y de los 
oligonuclestidos, la informacién de los carbohidratos se encuentra almacenada no 
sdélo en el numero y la secuencia de sus unidades monoméricas, sino también por 
la posicién y la configuracion anomérica que presentan dichas unidades y aun 
mas por la presencia de bifurcaciones en la molécula. Esta diversidad tiene una 
inportancia fundamental en fendmenos biolégicos tan diversos como ta adhesién 
celular, el crecimiento celular, la fecundacién, las funciones inmunitarias, el 
reconocimiento de células blanco, la inhibicién de contacto, etc. (Muramatsu, 
1989). 

La idea de que los azUcares que conforman los glucolipidos y las 
glucoproteinas, jueguen un papel fundamental en la transmision de la informacién 
biologica surge a partir de su diversidad estructural. Esto puede ilustrarse al 
comparar el numero de formas en que 3 moléculas de una hexosa simple pueden 
combinarse (teéricamente 176 veces), con el niimero de tripéptidos que pueden 
farmarse por 3 moléculas de un simple aminoacido, o también con el numero de 
codones formados por tres nucledtidos idénticos, los cuales unicamente son uno. 
A partir de este ejemplo se puede inferir que los monosacaridos constituyen las 
letras de un nuevo cddigo de informacion y forman un tipo molecular fundamental 
en el reconocimiento celular (Sharon y Lis, 1989). Este reconocimiento puede 
mediarse por interacciones entre las partes sacaridas de los glucoconjugados y 
las moléculas fijadoras de azucares a diferentes niveles: membranas celulares, 
compartimientos extra y/o intracelular, matriz extracelular, fluidos biolégicos, etc. 

En péptidos y oligonucleotidos, la informacién contenida se basa sélo en el 
ntimero de unidades monoméricas y su secuencia, mientras que en carbohidratos, 
la informacién tambien es almacenada en la posicién y la configuracién anomérica 
(a y B) de las unidades glucosidicas y por la presencia de puntos de bifurcaci6n. 
Asi, dos moléculas de un simple monosacarido (por ejemplo glucosa) pueden 
unirse y formar 11 diferentes disacdridos, pero dos moléculas de un simple



aminoacido o un nucledtido puede solo formar un dipéptido o un dinucledtido 
respectivamente. Mas impresionante, cuatro monosacaridos diferentes pueden 
formar 35,560 tetrasacaridos diferentes, mientras que 4 aminoacidos diferentes o 
nucledtidos pueden formar solo 24 estructuras tetraméricas. 

Las glucoproteinas, los glucolipidos y los proteoglicanos pueden estar 
constituidos por una gran variedad de monosacaridos (Tabla Il). Sin embargo se 
observan ciertas preferencias entre éstas macromoléculas. Asi, en glucoproteinas 
frecuentemente se identifican los Acidos polisidlicos y los residuos 
oligomanosidicos. Por otro lado, los acidos glucurénicos sulfatados son los 
monosacaridos especificos de los proteoglicanos (Schachner y Martini, 1995). 

Tabla Il -GLUCOPROTEINAS, PROTEOGLICANOS Y GLUCOLIPIDOS. 

  

  

Monosacaridos Otros constituyentes Localizacién 
|iconstituyentes | comunmente ocasionalmente 

(S3LUCOPROTEINAS 
Glucosa Nucleo protéico Fosfato, sulfato Secreciones, 
Galactosa membranas celulares, 
Mannosa matriz extracelular y 
Glucosamina* tejido conectivo. 
Galactosamina* 

Acido neuraminico* 

Fucosa 

FROTEOGLICANOS 
Galactosa Sulfato, Matriz extracelular 
Xilosa nucleo protéico y tejido conectivo. 
Acido glucurénico 
Azido idurénico 
Glucosamina* 

Galactosamina* 

GLUCOLIPIDOS 
Gucosa Ceramida Sulfato Membranas celulares 
Galactosa : constituyentes meno- 
Glucosamina* res del plasma. 
Galactosamina* 

Acido Neuraminico* 
Fucosa 

* Siempre N-acetilado 

Atreviaturas: glucosa (gic), manosa (man), fucosa (fuc), galactosa (gal), N- 
acatilglucosamina (glcNAc), N-acetilgalactosamina (galNAc), acido N- 
acatilneuraminico (neuNAc). 

       



Las interacciones entre los compuestos glucosilados pueden ser en 
superficies celulares (trans-interaccién) y/o para el reconocimiento de moléculas 
en la superficie de la membrana de una misma célula (cis-interaccién), formando 
complejos que influyen en las sefiales de transduccién en el interior de la célula. 

a). Glucosilacién de proteinas 
Existen cuatro grandes formas de glucosilacién de proteinas, las cuales 

afectan la estructura y en muchos casos !a funcién de la misma. Las primeras dos 
involucran interacciones intramoleculares entre el azucar y la proteina. Las otras 
dos dependen principalmente de las interacciones intermoleculares (modificando 
la estructura local o modificando la actividad funcional de la proteina). En general, 
la union de azucares a proteinas induce un incremento en la rigidez de esta 
iltima y/o la protegen en sus sitios suceptibles de fragmentacién (Waechter, 
1988). 

La glucosilacién de tipo N se inicia por la terminal nitrogenada de las 
proteinas y es un evento co-translacional del polipéptido que emerge del 
ribosoma. Se lleva a cabo por la glucosilacién de las secuencias: Asn-X-Ser/Thr. 
Antes de que la proteina se doble, la transferasa oligosacarida le transfiere un 
frecursor de tipo: Glc3Man9GIcNAc2 proveniente de un acarreador dolicol que lo 
tine al nitr6geno de la aspargina (Figura 1). Ciertos aminoacidos localizados en la 
cercania del sitio de glucosilacién impiden dicho fenémeno (ejemplo la prolina). No 
se produce esta inhibicién, si dichos aminodcidos se localizan en el interior del 
péptido. Si la secuencia Asn-X-Ser/Thr se localiza muy cerca de la parte carboxi- 
terminal es menos eficiente de glucosidarse. De igual forma si la proteina se 
encuentra doblada o empaquetada (procesos que generalmente involucran 
puentes disulfuro) se impide su glucosilacién (Opdenakker y cols., 1993). 

La glucosilacién de un sitio no determina la ocupacién de otra secuencia de 
la misma proteina. Por ultimo el medio ambiente interno y externo de la célula y el 
estado de desarrollo de la misma son factores que influyen en la glucosilacion. 

Otro fenédmeno relacionado con la glucosilacién de tipo N es una 
modificaci6n secundaria de la cadena de oligosacaridos que fué primariamente 

unida a la proteina. Este evento es también de tipo co-translacional y ocurre en el 

reticulo endoplasmico rugoso. Se inicia por la extraccién de 3 glucosas por 
exoglucosidasas quedando asi unido el polisacarico Man9GIcNAc2. En segundo 

lugar se da un doblamiento de la proteina que proteje a la molécula de ser 
atiacada por una serie de manosidasas presentes en el aparato de Golgi o bien es 
secretada fuera de la célula. Asi pues, con los procesos de glucosilacién y 

maodificacién de las cadenas glucidas secundarias, una proteina puede presentar 

en un sitio determinado un tipo de oligosacarido y otro muy distinto en otro lugar 
de la misma proteina.
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Figura 1 - GLUCOSILACION DE PROTEINAS DE TIPO N. 

A - Oligosacarido primario de las glucoproteinas formado por 3 

glucosas, 9 manosas y 2 N-acetiiglucosamina. 

B - Proceso de union de los monosacaridos al grupo dolicol durante la 

N-glucosilacién de proteinas en el reticulo endoplasmico (RE). 

  

 



Otra forma de glucosilacién de proteinas, la cual se presenta con menos 
frecuencia, es la denominada unién de tipo O (O-linked). En este mecanismo, los 
oligosacaridos se unen a través del oxigeno de la serina 0 de la treonina por la 
adicion post-translacional enzimatica o por ciertos monosacaéridos que se unen 
directamente a la proteina, los cuales generalmente empiezan con una N-acetil- 
galactosamina. Esta union a la proteina se realiza a través de la serina o la 
treonina en la secuencia GlyGlySer/Thr 

A partir de estas dos formas de glucosilacién de proteinas (tipo N y O), los 
sacaridos constituyentes pueden modificarse a base de glucosiltransferasas y 
formar oligosacaridos hibridos con la combinacién de dos o mas los 
nonosacaridos descritos en la tabla II. 

Usando mutantes en la glucosilacién, Stanley y colaboradores (1995) han 
mostrado sin lugar a dudas que la N-glucosilacién es esencial para la viabilidad 
celular, pero que los oligosacaridos hibridos y complejos no son absolutamente 
necesarios. 

En resumen, la glucosilacion es un mecanismo celular que permite la 
Mmodificacién de multiples proteinas sin recurrir al genoma y de esta manera la 
célula puede responder de forma mas flexible a cambios transitorios que ocurren 
durante su ciclo celular y durante el desarrollo del organismo. Por ejemplo, 
durante el embarazo se altera la glucosilacién de las IgG observandose al final del 
embarazo que casi todas las IgG se encuentran galactosiladas. 

A pesar de la complejidad bioquimica de los aztcares, actualmente se 
dspone de multiples métodos de experimentales para su deteccién, los cuales 
son utilizados tanto para su estudio estructural como funcional. Asi por ejemplo, 
las glucoproteinas membranales pueden ser detectadas con la ayuda de: 

- anticuerpos especificos (Fox y cols., 1981; Dodd y cols., 1988), 
- glucosidasas, enzimas que cortan especificamente la unién quimica entre ciertos 

azucares (Hankins y Shanon, 1978; Hankins y cols., 1980), 
- glucosiltransferasas (Roseman, 1970; Shur, 1982; Rauvala y cols.,1983) y 
- lectinas, proteinas no enzimaticas que reconocen de forma precisa ciertas 

estructuras glucidas (Alroy y cols., 1984). Estas ultimas al poseer la 
caracteristica de unirse especificamente a los glicidos sin modificarlos, son un 
tipo de herramienta muy util en la identificacién de determinadas azicares 
membranales (Monsigny y cols., 1978). 
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Il}. LECTINAS 
El término lectina fue utilizado por primera vez en 1954 por Boyd y 

Shapleigh, para designar a un tipo de moléculas bien definidas. La palabra lectina 
proviene del latin “legere". escoger, debido a que una lectina es capaz de 
aglutinar selectivamente cierto tipo de células, fijandose especificamente sobre los 
receptores de la superficie celular. A pesar de que el término se acufio hasta los 
afios 50's las lectinas ya habian sido observadas desde el siglo pasado en plantas 
y por ello fueron denominadas: fitoaglutininas (Lis y Sharon,1986). Actualmente 
las lectinas han sido detectadas en todos los organismos vivos desde bacterias 
hasta mamiferos (Zalik y Milos, 1986). 

Las definiciones propuestas para las lectinas son muy variadas y dependen 
del avance en su caracterizacién estructural y funcional. Asi, Goldstein y 
colaboradores (1980) propusieron la siguiente definicién: "una lectina es una 
aroteina o glucoproteina que no es formada de un proceso inmunolégico, que 
aglutina células y que precipita glucoconjugados". Ellas tienen al menos dos sitios 
le fijacién y su especificidad esta normalmente definida por los monosacaridos u 
oligosacaridos simples que inhiben la aglutinacién inducida por una lectina (Tabla 
IV). 

Por su parte Kocourek y Horejsi (1981) proponen que las lectinas son 
proteinas que se unen a aztcares o glucoproteinas con un origen no 
inmunoldogico, desprovistas de actividad enzimatica respecto a las azucares que 
reconocen y que poseen al menos un sitio de reconocimiento. Esta definicién 
introduce un cambio respecto a los sitios de reconocimiento y con ella quedan 
incluidas las lectinas monovalentes. 

Barondes (1988) considera que una lectina es una proteina que se une a 
carbohidratos de forma y funcién diferente a las enzimas o los anticuerpos. Esta 
es una definicién no restrictiva que se adapta ampliamente a las lectinas 
e1dégenas de los vertebrados (Caron y cols., 1990). 

A pesar de no existir aun una definicion general que abarque todas las 
moléculas con funcién de lectina, éstas han sido clasificadas dependiendo con 
base en sus caracteristicas funcionales y estructurales. 

a). Clasificacion de lectinas 

A pesar de que las lectinas presentan una amplia diversidad funcional, es 
posible agrupar la mayoria de ellas en distintas familias de proteinas homélogas 
que posean propiedades estructurales similares (Tabla lil). La mayor y mejor 
caracterizada de estas familias es la correspondiente a las lectinas de las 
leguminosas (Lis y Sharon, 1986; Sharon y Lis, 1989). La segunda clase 
comprende a las lectinas de los cereales, la cual es mucho mas pequefia y donde 
solo ha sido caracterizada a la lectina del trigo WGA (Sharon, 1993). Las otras 
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familias corresponden a las lectinas de origen animal que seran analizadas en 
siguientes secciones. Sin embargo, cabe resaltar que como sefiala Drickamer (1988), 
las estructuras primarias de las lectinas animales no tienen ninguna relacién con las 
lectinas vegetales, con lo cual el autor concluye que la habilidad de estas proteinas de 
reconocer carbohidratos evolucionéd independientemente durante le proceso 
filageneético por multiples caminos evolutivos. Es decir, las lectinas animales y vegetales 
no sdlo son diferentes estructuralmente sino que también tienen sitios de 
reconocimiento diferentes. 

Durante los ultimos afios, las estructuras tridimensionales de una treintena de 
lectinas animales y vegetales han sido elucidadas por técnicas de cristalografia de 
rayos X de alta resolucién, asi como también se ha mostrado su sitio de reconocimiento 
(Blanck y cols., 1996; Rini, 1995; Weis, 1992, 1996; Weis y cols., 1992). Estos 
resultados dan sustento experimental a la hipdtesis de la evolucién diferencial 
propuesta por Drickamer. Pero a su vez, estos mismos resultados han sido 
interpretados por otros autores como sustento en la idea de una relacién entre las 
lectinas de plantas y de animales de las lectinas de leguminosas y las pentraxinas 
animales (Fiedler y Simons, 1994). Los autores apoyan sus conclusiones mostrando 
que a pesar de la poca semejanza en la secuencia primaria de jas lectinas, estas 
presentan grandes semejanzas en su estructura tridimensional que permiten 
emparentar ejemplos especificos. 

1. LIECTINAS VEGETALES 
Mas de 70 lectinas de diversas plantas de leguminosas han sido aisladas y mas 

de 30 de ellas han sido caracterizadas bioquimicamente. A pesar de su variabilidad en 
los carbohidratos que reconocen, las propiedades fisicoquimicas que presentan son 
muy semejantes. Todas ellas consisten de 2 a 4 subunidades de 25 a 30 KDa con un 
sitio de reconocimiento a glUcidos en cada una de dichas subunidades. La unién a 
azucares requiere de iones de calcio y magnesio (o algun otro ion metalico). La 
homologia entre sus aminoacidos es notable, con mas de 20% de residuos 
aminoacidos invariables, que incluyen en algunos casos el sitio de union a 
carbohidratos y en casi todas ellas ta complementaridad con los iones. Los 
aminzacidos que coordinan la unién con los iones incluyen al Acido aspartico y la 
aspargina, para dicha union se forman puentes de hidrégeno con el monosacarido en el 
sitio de reconocimiento. Ademas de mantener la integridad de las subunidades 
constituyentes de las lectinas, los iones ayudan a mantener los aminodcidos en 
posic On adecuada para el reconocimiento de los carbohidratos, pero no tienen una 
interaccion directa con ellos. De las lectinas de leguminosas estudiadas, siete puentes 
de hiclr6geno mantienen la posicién del monosacartido en su sitio de reconocimiento. 

De las lectinas de los cereales, solo se ha caracterizado bioquimicamente a la 
WGA (Wright, 1989), la cual esta formada por un dimero con 2 subunidades idénticas 
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de 18 KDa. Cada subunidad posee 16 puentes disulfuro que le dan una gran 
estabilidad. Una caracteristica distintiva que no se encuentra en ninguna otra lectina, es 
la existencia de al menos dos independientes y no cooperativos sitios de unién de 
cérbohidratos por subunidad. 

2. LECTINAS ANIMALES 
En animales, las lectinas endégenas han sido clasificadas en dos tipos 

principales de acuerdo a su localizacién en las estructuras: las lectinas solubles en los 
liqsidos biolégicos y las lectinas unidas a las membranas celulares. Abundantes 
ejemplos de lectinas solubles han sido publicados en invertebrados (Yamada y Akeda, 
1932; Komano y cols., 1983; Vasta y Marcholonis, 1983) y tanto en embriones como en 
adultos de vertebrados (Barondes, 1984; Kawasaki y Ashwell, 1976; Koliber y 
Ba-ondes, 1977, 1978, 1979; Kitamura, 1980; Rutherford y Cook, 1981; Zalik y cols., 
1983, 1987). 

Histéricamente, la especificidad de los monosacaridos a los que reconocen las 
lectinas ha dominado en la clasificacién de las lectinas en general. Sin embargo, esta 
clasificacién no refleja necesariamente las relaciones evolutivas entre ellas y se ha 
reemplazado por clasificaciones donde se toma en cuenta las bases de datos de las 
secencias de aminoacidos de las proteinas y los dendogramas con ellas construidos 
(Gabius, 1997). 

Asi, con base en estudios estructurales y funcionales, las lectinas animales en 
vertebrados fueron originalmente clasificadas por Drickamer (1988) en dos grandes 
tipos. El primer tipo denominado tipo C, por su depedendencia de los iones calcio y el 
segundo denominado tipo S, las cuales no dependen del calcio, sino de los grupos 
tioles. Las lectinas tipo C, las cuales presentan actividad fijadora de carbohidratos- 
dependiente de calcio, contienen un dominio de reconocimiento a carbohidratos (CRD) 
hom logo al que fué identificado primero en el receptor asialoglucoproteina de higado. 
Este CRD tipo C se ha detectado en una amplia variedad de moléculas solubles y 
merrbranales, por ejemplo: las proteinas fijadoras de manosa en el higado y en el 
suero, la apoproteina SP28-36 surfactante de pulmén, el receptor de |infocitos para la 
porcion Fc de Ia IgE, el esqueleto de proteoglicano en fibroblastos y cartilago (Tabla III). 

Las lectinas dependientes de Ca**, se localizan en suero, matriz extracelular y 
memoranas (Tabla lil). Todas tienen una secuencia comun consistente de 14 
aminoacidos invariables y de 18 aminoacidos altamente conservados en el segmento 
115-130 que constituye el CRD tipo C. Ya que cada CRD se une a su ligando de una 
forma dependiente de Ca’’, la arquitectura completa de estas lectinas esta definida por 
la forma en la cual cada CRD se combina con otros dominios, los cuales determinan 
muchas de las funciones de las lectinas (Drickamer, 1993). 

El segundo tipo de lectinas de vertebrados, fueron denominadas tipo S por los 
reque‘imentos determinados experimentalmente por agentes tiol reductores para 
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mantener su actividad fijadora sacarida in vitro. Estas lectinas no parecen estar 
glucosiladas y se describen como proteinas solubles, ya que pueden aislarse de células 
y tejidos sin necesidad de detergentes. Muchas lectinas tipo S tienen especificidad para 
B-galactoside y pertenecen a una familia de proteinas relacionadas estructuralmente, 
denominadas también: electrolectinas, galaptinas, lectinas de lactosa, lectinas S-lac 
(solubles fijadoras de lactosa) y gal-lectinas (Barondes y sols., 1994). 

Las lectinas de tipo C se subdividen con base en su estructura primaria y su 
dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD) en 4 categorias. El primer grupo 
incluye proteinas unidas con proteoglicanos y con especificidad por galactosa y fucosa. 
El segundo grupo incluye los receptores tipo !| que son proteinas integrales de 
membrana, como los receptores asialoglucoprotéico, el receptor IgE-Fe, la lectina de 
macrofagos. Todas ellas tienen especificidad por Gal/Fuc, Gal/GalNAc 0 GIcNAc. El 
terser grupo también llamado "colectinas", esta formado por lectinas en las cuales su 
dominio CRD se conecta a secuencias tipo colageno y pertenecen a este grupo las 
lectinas que unen manosa del suero e higado, la proteina surfactante pulmonar SP-A y 
la songlutinina bovina. Los monosacaridos especificos de este grupo son manosa, 
fucosa, GIcNAc y galactosa. El! grupo IV esta constituido por moléculas de adhesién 
celijlar conocidas como LEC-CAMs especificas para Acido sialico y fucosa. 

Las lectinas de tipo S se clasifican en 3 subgrupos: el tipo proto, el chimera y el 
repstitivo. El primer subgrupo incluye la bien caracterizada lectina 14 KDa galaptina, 
ampliamente distribuida en el medio animal desde esponjas hasta mamiferos. Estas 
lectnas forman dimeros y cada subunidad tiene un sitio de reconocimiento. El tipo 
chiriera comprende lectinas que solo se han descrito en mamiferos y son las que antes 
se clasificaban como 29 y 35 KDa £-galactosides. Entre las mas conocidas estan la 
CBP35, el receptor de elastina/laminina, la Mac2 de macréfagos y la proteina que se 
une a la IgE. En el tipo repetitivo sélo se han descrito 2 miembros la lectina 32 KDa de 
C. elegans y la 36 KDa del intestino de rata. 

Otra clasificacion propuesta por Harrison (1991) para Jas lectinas de tipo S, B- 
galastosides o galaptinas, fué realizada por el autor de acuerdo a su peso molecular 
en 4 grupos: 14x10°, 16-22x10°, 29-35x10* y 67x10°. El primer y tercer grupo 
corresponde al tipo proto y chimera de la clasificacion de Hirabayashi y Kasai (1993). 
En el segundo subgrupo se encuentran algunos miembros del tipo repetitivo y el 
subgrupo de 67x10” sdlo posee un miembro: el receptor de elastina/laminina. Sin 
embargo, como mencionamos con anterioridad, esta clasificacién tampoco da una 
imagen evolutiva y las relaciones estructurales entre las diferentes lectinas, por lo cual 
actualmente no es muy aceptada. 

Las pentraxinas de vertebrados son una familia de proteinas bien definidas con 
propisdades de tipo lectina, como es el reconocimiento de carbohidratos y estructuras 
relacionadas y su dependencia de los cationes divalentes. Algunos autores sugerieren 
considerar a las pentraxinas como parte de un tercer grupo de lectinas animales (Tabla 
lll). 
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La mas reciente clasificacién realizada para las lectinas animales, considera 
cinco grupos de ellas. Esta clasificacion se encuentra publicada en la revision de 
Giabius en 1997 y se consideré para construir la tabla IIl. Esta clasificacién toma en 
cuenta el dominio de reconocimiento (CRD), como un requisito para considerar a una 
proteina como una lectina, ademas de la homologia en su estructura primaria. 

Por ultimo existen ciertas lectinas descritas en invertebrados que no tienen 
niriguna similitud con las lectinas clasificadas y por lo tanto constituirian un Ultimo grupo 
de lectinas animales (no consideradas en la tabla III). Ejemplos de estas lectinas las 
ensontramos en las esponjas y en el embridn del erizo (Drickamer, 1995). 

b). Mecanismo de reconocimiento de carbohidratos 
Con base en estudios bioquimicos y de cristalografia se han descrito los sitios de 

reconocimiento y los mecanismos de accién de las lectinas tipo C, es decir aquéllas 
que presentan CRD bien reconocidos. 

Est-uctura del dominio de reconocimiento de carbohidratos. La estructura de las CRD 
se saracteriza por la presencia de una pequefia cantidad de estructuras secundarias 
regilares, las cuales se confinan a los dos tercios inferiores del dominio, mientras que 
el tercio superior consiste de un segmento continuo del polipéptido doblado en una 
serie de cuatro asas. Estas asas forman los sitios de union para dos iones de Ca** . El 
dominio se estabiliza con dos puentes disulfuro. Los residuos altamente conservados 
incluyen cuatro cisteinas que forman los dos puentes disulfuro. Ademas muchos de los 
ligandos de Ca” , consisten de acido glutamico, del acido aspartico y de la aspargina 
conservados en todos los CRD de tipo C. 

Unién al ligando. La interaccién entre el CRD y el azucar se limita a una pequefia 
porcién de la proteina cercana del Ca?’ . Comparando las secuencias de CRDs con 
actividad fijadora | de azucares se releva la presencia conservada de tres de los cinco 
ligandos para Ca** : Asp206, Asn205 y Glu193. Los otros dos ligandos, encontrados en 
la secuencia Glu-Pro-Asn, estan siempre presentes en lectinas con ligandos similares a 
los clue unen la proteina fijadora de manosa, pero la secuencia es invariablemente 
cambiada a Gin-Pro-Asp en lectinas que unen a galactosa. 

c). Papel biologico de las lectinas animales 
El reconocimiento es un evento central de una gran variedad de fenédmenos 

bioldgicos y el primer paso en numerosos procesos basados en las interacciones 
célula-célula como son la fertilizacion, la embriogénesis, la migracién celular, la 
formacion de organos, la defensa inmunitaria y la infeccién microbiana (Liewner y cols., 
1986). El funcionamiento inadecuado del reconocimiento celular puede causar 
enfermedades. Asi, defectos en leucocitos y en la adhesién plaquetaria provoca 

infecciones bacterianas recurrentes y sangrado mucoso respectivamente. Por otro lado, 
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el reconocimiento celular aberrante se piensa recae en el crecimiento celular 

insontrolado y motilidad que caracteriza a la transformacion y la metastasis. Por lo tanto 

el entendimiento de las bases moleculares del cédigo célula-superficie, tiene 
ir plicaciones en muchas areas de la biologia y la medicina (Sharon y Lis, 1989). 

El reconocimiento celular puede ser esquematizado como el modelo de llave- 
cerradura, formulado originalmente por Emil Fischer en 1897 (en Vasta y cols., 1994) 
para las interacciones especificas entre enzimas y substratos. Esta hipdtesis fué 

extendida afios mas tarde para describir las interacciones entre células con moléculas 

soubles y con otras células respectivamente. Durante las ultimas dos décadas la 
atenci6n se ha centrado en la posibilidad que estos reconocimientos puedan estar 
mediados en parte por carbohidratos y lectinas. 

La expresién de lectinas y de polisacaridos en sistemas biolégicos presenta 
cambios caracteristicos que coinciden con los cambios fisiolégicos o patoldgicos 
dis“intivos durante la vida de las células 0 los diferentes tejidos estudiados. 

Tipicamente, las lectinas y los carbohidratos complementarios se localizan en la 
surerficie de las células opuestas, las cuales pueden ser del mismo tipo o de diferente 
tipcs (Figura 2). Las células pueden también interactuar via puentes formados por 
glucoproteinas solubles que se unen a las iectinas de la superficie celular. 
Alternativamente, las lectinas pueden combinarse con carbohidratos de componentes 
insclubles de la matriz extracelular que promueven la adhesién célula-substrato. 
Ademas, las lectinas solubles pueden actuar como puentes de unién a carbohidratos 
de células opuestas. 

A pesar de que el descubrimiento de la existencia de las lectinas se remonta a 

mas de un siglo, su papel biolégico es atin en la actualidad poco conocido. La idea de 

la participacién de las lectinas en las funciones bioldgicas tales como el reconocimiento 
intercelular, la diferenciacién celular y el desarrollo embrionario nacié a partir de los 
resultados obtenidos en mixomicetos (Rosen y cols., 1973) y en esponjas (Muller y 
cols., 1976; Burger y cols., 1978) en los cuales la aparicién de las lectinas en la 
superficie celular induce la formacién de organismos multicelulares. 

En los vertebrados, las lectinas se han puesto en evidencia en diversos tejidos 

embrionarios. Asi, en el cerebro de la rata, la aparicién de una determinada lectina 
determina la sinaptogénesis (Simpson y cols., 1977) resultado similar fué descrito para 
el pollo (Koliber y Barondes, 1977). 

Estas proteinas no-enzimaticas, fijadoras de azicares, son un invaluable 
herramienta en el analisis estructural y funcional de los glucoconjugados de células 
animales por su habilidad en discriminar entre una gran variedad de complejas 

estructuras de carbohidratos que se encuentran en la superficie de células, en las 
matrices extracelulares y glucoproteinas solubles unidas a estas. 
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Asi pues, los principios de glucobiologia deben de ser analizados con mas 
detenimiento a fin de poder entender los procesos biolégicos en los cuales se 
ercuentran involucrados las glucoproteinas, los glucolipidos y los PG, es decir los 
compuestos susceptibles de ser reconocidos por Jectinas. 
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OBJETIVOS 
  

OBJETIVO GENERAL 

Este estudio se realizé con et fin de contribuir en el analisis de! papel de los 
glucidos membranales en el desarrollo de las células nerviosas in vitro. El cultivo celular 
constituye un modelo simple y adecuado que permite el analisis, en un sistema aislado 
y controlado del comportamiento de las fibras nerviosas en crecimiento y de sus 
madificaciones bajo el efecto de agentes exdgenos. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Describir el crecimiento de explantes ganglionares de la cadena dorsal de embrién de 
pollo sobre diferentes substratos de lectinas vegetales. 

Deverminar las cantidades de lectinas que se unen y liberan a una caja de cultivo 
durante un cultivo celular. 

Observar el efecto de la manosidasa en el desarrollo in vitro de fibras nerviosas sobre 
un 3ubstrato de Con A. 

Inhibir el crecimiento neuronal de fibras nerviosas cultivadas sobre diferentes 
substratos de lectinas por medio de azUcares especificas para cada lectina. 

Describir el crecimiento de explantes ganglionares de la cadena dorsal de embrién de 
pollo en presencia de soluciones de lectinas vegetales en un sistema in vitro. 

Observar la presencia de glucidos membranares en neuronas sensoriales por medio 
de inmunomarcado con lectinas fluorescentes. 

Correlacionar la presencia de gluicidos membranales con estructuras del citoesqueleto 
neuronal. 

Cuantificar el crecimiento neuritico por medio de un analisis multiparamétrico. 

Clas ficar los diferentes substratos de cultivo utilizados por medio de los resultados 
cuantitativos como moléculas que promueven o retardan el crecimiento neuronal. 

Describir los datos reportados en la bibliografia respecto a los posibles papeles de las 
lectir as en el desarrollo embrionario de fibras nerviosas. 
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HIPOTESIS 
  

Los trabajos realizados con lectinas endégenas en sistemas animales han 
demostrado el papel fundamental que juegan estas proteinas en las interacciones 
intercelulares. Las propias lectinas y sus receptores celulares pueden regular ademas 
las interacciones matriz extracelular-célula (Barondes, 1984). En todos estos casos, las 
lectinas intervienen ya sea como proteinas de la superficie celular controlando las 
interacciones célula-célula y/o célula-matriz por la combinacién de carbohidratos 
complementarios, 0 ya sea como compuestos solubles que reconocen los glticidos 
membranales (Peacock y cols., 1990). 

La regulacién del crecimiento celular es un fenémeno crucial durante el 
desarrollo embrionario. Durante la embriogénesis del sistema nervioso, las neuronas 
modifican sus formas celulares en funcién de la matriz extracelular encontrada 
(Letourneau, 1975, 1979; Bray y Chapman, 1985). Diversos trabajos han mostrado la 
importancia de las lectinas en las primeras etapas del crecimiento nervioso, es decir, 
los fenomenos de adhesion y de unién celular (Hatten y Francois, 1981; Jousimaa y 
cols., 1984; Rauvala, 1984; De George y cols., 1987). Sin embargo, pocos estudios han 
sido consagrados al andlisis del papel de las lectinas en el crecimiento neuronal 
(Chiquet y Acklin, 1986). 

Asi, si se utilizan lectinas vegetales con diferentes especifidades a 
monsacaridos como substratos de cultivo o como compuestos solubles en un modelo 
in vitro de crecimiento de neuronas embrionarias, entonces podra determinarse por 
méicdos cuantitativos y morfoldgicos, el papel de estos monosacaridos en el 
crecimiento de fibras nerviosas durante el desarrollo embrionario. 
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MATERIAL Y METODOS 
  

A). CULTIVOS CELULARES 

El estudio del comportamiento de las fibras nerviosas en crecimiento se 
rzaliz6 con cultivos de explantes provenientes de ganglios dorsales de la médula 
espinal de embriones de pollo. Para el analisis cuantitativo del crecimiento celular 
se utilizaron cultivos de neuronas disociadas de los mismos ganglios sensoriales. 
Todos los cultivos se realizaron sobre cajas de Petri (Falcon, F-3001) de 35 mm 
de diametro. 

1.- Cultivo de explantes ganglionares. 

Los explantes se obtuvieron de embriones de pollo de la raza Warren con 
7-8 dias de incubacién. Los ganglios espinales fueron colectados del nivel 
ILmbosacro y fueron separados del tejido conjuntivo con ayuda de pinzas. 

Los ganglios se dispusieron sobre un pedazo de celofan previamente 
humedecido con medio de cultivo. El fragmento de celofan con los ganglios se 
colocé sobre el fondo de la caja de cultivo y se mantuvo fijo a ésta con el peso de 
un anillo de vidrio de 10 mm de diametro (Figura 3). Después de 24 horas de 
cultivo, el anillo y el celofan se retiraron de la caja de cultivo. 

Para esta serie experimental se utilizd el medio de cultivo libre de suero 
desarrollado por Bottenstein y cols. (1980). Este medio consiste de medio 199 
(Gibco) adicionado de sales de Hanks y Hepes (25 mM) y enriquecido con factor 
de: crecimiento neuronal (NGF) a una concentracién de 10 ng/ml (Laref, Suiza), 
penicilina (125 U.l/ml, Sigma), glucosa (6 mg/ml), transferrina (5 pg/ml, 
Collaborative Res.), insulina (5 ug/ml, Collaborative Res.), Acido selénico (4 ng/ml, 
Fluka) y putrescina (8.8 g/ml, Fluka). Los cultivos se incubaron a 37°C durante 2- 
4 dias. 

2.-_Cultivos de neuronas disociadas. 
Los cultivos primarios de neuronas sensoriales se prepararon a partir de 

embriones de pollo de 9-11 dias de incubacién segtin el método descrito por 
Ragers (1983). Los ganglios se separaron como se describié en la seccién 
precedente. Se colocaron en una solucién salina de fosfato (PBS) desprovisto de 
ca'cio y de magnesio durante 15 min a una temperatura de 37°C. La disociacion 
enzimatica se realizd colocando los ganglios en una solucion de tripsina (0.25%) 
en el mismo PBS a 37°C. Con el fin de detener el efecto de la enzima, los ganglios 
se lavaron con medio de cultivo que contenia 10% de suero bovino fetal (FBS, 
Gibco). La disociacién mecanica se realizé con el paso sucesivo de los ganglios a 
través de una pipeta Pasteur siliconizada y con la punta redondeada. La 
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suspension de células obtenida se colocé sobre la caja de cultivo con 2 mi de 
medio de cultivo 199 enriquecido con 5% de FBS. 

anillo de vidrio    
explante 

fragmento de 
celofan 

substrato 

  

Figura 3 - Esquema de la disposicién de la caja de cultivo con los explantes 

ganglionares durante las primeras 24 horas in vitro. 

  

La concentraci6én de células sembradas y la viabilidad de las mismas se 
mdi6é con un hematocitémetro por el método de exclusién de azul de tripano 
(Sigma). La viabilidad celular mayor del 85% y una densidad de siembra de 
100,000 células/ml fué utilizada para los estudios cuantitativos. Esta baja 
densidad celular facilita el estudio del crecimiento celular individual, evitando los 
contactos entre las células (Carbonetto y cols., 1983). 

B). PREPARACION DE SUBSTRATOS 

El método de fijacién de las lectinas sobre el plastico de las cajas de cultivo 
fue descrito por Hatten y Frangois (1981). Este método consiste en recubrir el 
fondo de las cajas de cultivo con una solucion acuosa de la proteina a probar y de 
ca‘bodiimida [1-cyclohexyl-3-(2-morfolinoetil)-carbodiimida-metho-p-toluene 
su fonato] (Sigma). La adicién de una sustancia como la carbodiimida facilita la 
adhesin de proteinas al plastico. Las fectinas utilizadas se indican en la Tabla IV. 
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1). Substratos de lectinas. 

200 ul de solucién acuosa de lectina (50 y 100 pg/ml) y de carbodiimida (5 

mg/ml) se colocaron en las cajas de Petri durante 2 horas a 37°C. Despues de este 
periodo, las cajas fueron lavadas tres veces con agua destilada, secadas y esterilizadas 
por la exposicién a radiaci6n ultravioleta durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

2). Substratos control. 

Para cada grupo experimental, cuatro cultivos controles fueron realizados: 
a).- cultivo sin ningun substrato (plastico). 

b).- cultivo sobre substrato de carbodiimida (5 mg/ml). 
c).- cultivo sobre substrato de poli-L-lisina (10 jig/ml, Sigma) y carbodiimida (5 

mg/ml) y finalmente 

d).-cultivo sobre substrato de poli-L-lisina (10 pg/ml) al cual se agregé 

carbodiimida en solucién al medio de cultivo alcanzando una concentracién final de 5 
mg/ml. 

C). DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE LECTINA UNIDA Y LIBERADA DE LA 
CAJA DE CULTIVO. 

Las cantidades de lectinas adheridas a la caja de cultivo, asi como aquélias 
liberadas en el medio de cultivo durante el tiempo de incubacién de las células, fueron 
evaluadas por un método de marcaje radioactivo de proteinas (iodo 125 51), 

1.-leidacion de lectinas. 

El método de marcaje de proteinas con '*5] fué descrito por Fraker y Speck 
(197:3). En breve, este método consiste en poner en contacto 10 pl de una solucién 
acuosa de la proteina a estudiar (5 mg/ml) con 10 pl de una solucién de iodogen 
(Sigria) en cloroformo (1 mg/25 ml). 

La solucién resultante se incubé con 1 mCi de ‘| durante 15 minutos en 
agitazién constante. La solucién se pasa después en una columna de gel P6-D6 (nivel 
de exclusi6n 5000) con elucién de cloroformo. La actividad especifica del marcado 
obterlido (cpm/mg de proteina) se midid con la ayuda de un contador de centelleo 
gamrna (Packard). 

2.- Cantidades de lectinas unidas a la caja de cultivo. 

El método de fijacién de lectinas a las cajas de cultivo fué el mismo descrito con 
anter oridad, con la Unica diferencia que las lectinas utilizadas estaban previamente 
marcadas con '7*], 

Después del triple lavado con agua destilada, los fondos de 5 cajas de cultivo se 
cortaron y se les midié su radioactividad en el contador de centelleo. El valor medio 
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obtenido en cpm (cuentas por minuto) se utiliz6 para calcular la cantidad de lectina 

unica por unidad de superficie (ng/mm’). 

3.- (Cantidad de lectina liberada en el medio de cultivo. 

Después de fijar las lectinas marcadas con '*°l a las cajas de cultivo, 2 mi del 
misino medio de cultivo utilizado en los estudios in vitro fué agregado a cada caja de 
cultivo y se introdujeron a la incubadora (37°C) durante 24 horas. 

Cada 3 horas, 10 yl del medio de cultivo fué tomado de cada caja Petri. Los 
valores promedio (cpm) obtenidos fueron utilizados para calcular la curva de liberacion 
dureinte las primeras 24 horas de cultivo (ver Figura 5 en Resultados). 

El porcentaje de liberacién se calculé como la relacién entre la cantidad 
proriedio de lectina liberada (en cpm) al medio de cuitivo y la cantidad promedio (en 
cpm) unida a la caja de cultivo. 

D).- TRATAMIENTO CON SOLUCIONES DE LECTINAS. 

El efecto de las lectinas agregadas en solucién al medio de cultivo fué analizada 
tanto en cultivos de explantes ganglionares como de cultivos de neuronas disociadas. 

Las concentraciones utilizadas se encuentran reportadas en la Tabla V. Para el 
cultivo de explantes estas fueron agregadas después de 24 horas in vitro. En el caso 
de neuronas disociadas, la adicién de lectinas se realiz6 con 2 modalidades: desde el 
inicio del cultivo o después de 4 horas in vitro (es decir una vez que las neuronas se 
encuentran adheridas al substrato de cultivo). El efecto de las lectinas en solucién en 
ambas condiciones fué analizado después de 24 horas de cultivo. 

Tabla V. CONCENTRACIONES DE SOLUCIONES DE LECTINAS UTILIZADAS EN 
CULTIVOS DE EXPLANTES GANGLIONARES (E.G.) 

Y EN NEURONAS DISOCIADAS (N.D.) 

  

  

  

Lectina 0.25 ug/ml = 1 pg/ml 5 pg/ml 25 pg/ml 

ConA N.D. N.D. E.G. y N.D. E.G. y N.D. 

WGA N.D. -- E.G. y N.D. E.G. y N.D. 

PNA N.D. ——- E.G. y N.D. E.G. y N.D. 

UeAf N.D. ---- E.G. y NLD. E.G. y N.D. 
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E).- APLICACION DE AZUCARES ESPECIFICAS. 

Para estudiar la especificidad de cada lectina utilizada en el presente trabajo se 
utiliizaron tanto cultivos de explantes ganglionares como de células disociadas. 

Las concentraciones de azucares especificas agregadas al medio de cultivo se 
encsentran reportadas en la Tabla IV y corresponden a las concentraciones de 
sattracion de los sitios activos para cada lectina. Para los explantes ganglionares, el 
azucar correspondiente se agreg6 24 horas después de iniciado el cultivo. En el caso 
de los cultivos de neuronas disociadas estas azticares fueron agregadas después de 
que las neuronas estaban adheridas al substrato (es decir 4 horas in vitro). El efecto de 

esta maniobra experimental se analizé después de 24 horas de la adici6n del glucido al 
cultivo. 

F).- EFECTO DE GLUCOSIDASAS. 

Unicamente fué analizado el efecto de la a-manosidasa sobre el crecimiento 
neuronal de los cultivos de explantes ganglionares. 

Los experimentos realizados consistieron en un pre-cultivo del explante 

ganglionar durante 24 horas sobre un substrato de Con A (50 pg/ml) + carbodiimida (5 
mg/rnl). Después de este periodo, la glucosidasa se agregé en el medio de cultivo a 
una concentracién de 0.4 U/mi y el comportamiento celular se analizo por 
microcinematrografia. 

1.- T3cnica de microcinematografia imagen por imagen. 

Los cultivos fueron analizados colocando las cajas de cultivo sobre la platina de 
un rricroscopio invertido con contraste de fase y luz interferencial (Leitz Diavert) el cual 
contaba con un dispositivo de control de temperatura y de obscuridad. Las tomas 
fotograficas se realizaron automaticamente cada 15 minutos a partir del segundo dia de 
cultivo durante 2-4 horas después de agregar la enzima. 

Las secuencias microcinematograficas se realizaron con una camara fotografica 
autornatica (Mamiya 2E-X) dirigida por un disparador programable, el cual iluminaba 
también la imagen cada 15 minutos. 

G).- INUUNOCITOQUIMICA CON LECTINAS FLUORESCENTES 

Las lectinas utilizadas (Sigma) fueron las siguientes: 
- Concanavalina A marcada con fluoresceina (Con A-FITC) 

- Aglutinina de trigo marcada con rodamina (WGA-TRITC). 
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1.-IMarcado celular. 

Cada lectina se disolvid en una solucién de PBS (pH = 7.2) a una concentraci6n 
de 100 pg/ml. El método utilizado de inmunomarcado fué descrito por Sieber-Blum y 
Coten (1978). 

Después de 24-48 horas de cultivo, las cajas fueron lavadas 3 veces con PBS. 
Los cultivos se fijaron con 2 ml de paraformaldehido al 1% en PBS, durante 20 minutos 
a una temperatura de 4°C. Los cultivos fueron lavados 3 veces con PBS y recubiertos 
con 40 I de la lectina marcada (100 pg/ml) durante 20 min a 4°C y bajo oscuridad. Los 
cultivos se lavaron nuevamente 3 veces con PBS. Después de retirar todo el PBS se 
recubrieron con una gota de alcohol polivinilico (PVA) y se recubrieron con un 
cubreobjetos de vidrio (16 x 16 mm) el cual fué sellado con barniz de ufias incoloro. Las 
cajas se guardardaron a 4°C en la oscuridad antes de hacer las observaciones 
correspondientes. 

2.- Inhibicién competitiva del marcado. 

Para cada lectina fluorescente utilizada, se realiz6 su control de inhibicién 
especifica. Para lo cual algunas cajas de cultivo después de haberlas fijado y lavado 
com) se indic6 en la seccién precedente, se recubrieron con 40 ul de una solucién (v/v) 
de Jectina (100 pg/ml) y su monosacarido especifico a la concentracién de saturacién 
(Tabla !V). Las siguientes etapas se realizaron como se mencion6 con anterioridad. 

3.- Cbservacién de los cultivos. 

Las células marcadas se observaron bajo el microscopio fluorescente Leitz 
Ortholux II. Las tomas fotograficas se realizaron con una pelicula Kodak Tri X pan (400 
ASAI. 

H). COBLE INMUNOCITOQUIMICA: LECTINAS-CITOESQUELETO 

La distripucién intracelular de microfilamentos y microtubulos se analizé en 
paralelo con la distripucion de lectinas en la superficie celular. 

Diversos métodos fueron probados con el fin de obtener una preparacién que 
permitiera la observacién de los filamentos de actina sin modificar los componentes de 
la superficie celular. El método escogido se adaptd del aquel descrito por Letourneau y 
Sattuck (1989). 

Los cultivos se fijaron y marcaron con la lectina fluorescente como se describid 
en la seccién G. Los cultivos marcados con Con A-FITC fueron tratados con faloiidina 
conjugada con rodamina (Sigma) para la observacion de la actina y los marcados con 
WGA-TRITC, se utilizaron para observar los microtubulos. 
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4.- Determinacién de actina por medio de faloiidina 

Después del ultimo lavado con PBS, los cultivos marcados con Con A- 
fluoresceina, fueron incubados durante 10 minutos con una solucién de borohidrato de 

sodio (1 mg/mi en PBS libre de calcio y magnesio). Se lavaron después con una 
soli cién de albumina de bovino 5 mg/ml en PBS, el cual contenia 0.1% de triton X-100, 
durante 15 minutos. Después de esta permeabilizacién, los cultivos fueron incubados 
con phaloiidina disuelta en PBS a una concentracion de 3 x 10” M, durante 30 minutos 

en la obscuridad, Finalmente, se lavaron con PBS y se montaron con PVA. 

2.- Deteccién de microttibulos por inmunomarcaje indirecto. 

Los cultivos procesados para este estudio, se sometieron a los mismos pasos de 
lavados y permeabilizacion como los descritos en el parrafo anterior. La incubacién con 
un ¢rimer anticuerpo monoclonal anti-B-tubulina (Amersham) se realiz6 durante 1 hora 

a temperatura ambiente, diluido 1/200 en PBS. Los cultivos se lavaron y volvieron a 
permeabilizar para entonces agregar el segundo anticuerpo marcado con fluoresceina, 
durante 60 minutos a una dilucién de 1/100. Por ultimo, los cultivos se lavaron con PBS 
y se montaron con PVA. 

1). ANALISIS CUANTITATIVO DE LA FORMA NEURONAL. 

El método de anilisis utilizado para cuantificar la morfologia neuronal se realizd 
unicamente sobre cultivos de células disociadas. Sdlo se tomaron en cuenta aquellas 
neuronas que se encontraban bien individualizadas y que no estaban en contacto con 
otros procesos neuriticos. Este andalisis morfométrico consistié en medir diversos 
para.netros morfométricos sobre diapositivas de los cultivos. 

1.- Nétodo de toma de diapositivas. 

Después de 24 horas de cultivo, las células eran fijadas con una solucién de 
glutaldehido al 2.5% en PBS durante 20 minutos a 4°C. Las tomas fotograficas se 
tomaron bajo el microscopio invertido con contraste de fase (Leitz Diavert). Veinte 
neuronas aisladas eran fotografiadas al azar en cada caja de cultivo de cultivos 
diferentes para cada serie experimental. 

2.- Los parametros estudiados. 

El! desarrollo neuronal se cuantificé midiendo siete parametros morfoméetricos, 
con la ayuda de un sistema informatizado, el cual estaba compuesto de una 
computadora (Apple IlI!, 256 K de memoria), de una impresora (Apple) y de una tableta 
digitalizadora (Hi-Pad, Houston Instruments, Brusch y Lomb). 

El método consiste en proyectar las diapositivas (aumento final 600 x) sobre la 
tableta a digitalizar. Esto se realiz6 proyectando Ila imagen sobre un espejo orientado a 
45° con respecto a la tableta. Con la ayuda de un lapiz electrénico se dibujaron los 
diversios contornos a digitalizar. Los valores de los parametros son calculados y 
almacenados en la computadora. 
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El programa de obtencidon de datos y de analisis de los mismos que se utiliz6 fue 
desarrollado en el propio laboratorio por el Dr. Yves Usson. 

Dos tipos de parametros fueron estudiados, aquellos que se refieren a los 
procesos neuriticos y aquellos concernientes a la forma de la célula. 

Parametros neuriticos: 

Numero total de neuritas (Nn). Este parametro consiste en medir el ntimero total de 
neuritas primarias que se originan a partir del soma celular. 

Numero de bifurcaciones de las neuritas (Nb). Este parametro representa el numero 

total de bifurcaciones de las neuritas primarias y de sus ramificaciones. 

Lonyitud total de las neuritas (Ln, en um). Este parametro representa la suma de las 
long tudes de las diversas neuritas con todo y sus ramificaciones. 

Paradmetros de fa forma: 

La ocupaci6n espacial (O.E.) corresponde a la geometria del area ocupada por 

toda la neurona. Se determiné con una rejilla en donde se toman en cuenta todos los 

cuadros que contienen al menos alguna parte de la célula (Figura 4 A). Estudios 
preliminares nos permitieron escoger el tamafio de la rejilla que mejor se adaptaba a 

nuestras muestras, resultando ser una rejilla de 30 mm de lado que corresponde a un 
valor real de 25 um. Con este método se calcularon tres parametros: 

Area de ocupacién espacial (AOE, en jm’). Este parametro corresponde al area total 
de los cuadros que contienen a la neurona. 

Perirnetro de ocupacién espacial (POE, en um). El cual corresponde al perimetro 

total Je la figura geomeétrica formada por los cuadros que contienen a la neurona. 

Factor de forma (FF). Este parametro indica la geometria de la neurona al comparar 
el area y el perimetro. Se obtiene con la siguiente formula: 

4n x SOE 
FF = x 1000 

(POE)2 

El ultimo parametro de la forma neural fué el denominado forma global (FG) y se 

determina calculando el menor paralelepipedo que engloba a toda fa neurona. El valor 

de este parametro se obtiene con la relacién base/altura de dicha figura geométrica 
(Figura 4 B). 

30



  

  

      

  
  

  

        

    

          
  

Figura 4 - Esquemas de dos neuronas proyectadas para medir el area de 
ocupacion espacial (A) y la forma global (B). Los cuadros con lineas 

oscuras de la parte A representan aquellos que son tomados en 

cuenta para el caculo del area, las lineas punteadas representan la 

rejilla. En la parte B se calcula el area total como el producto de la 
base por la altura del rectangulo marcado. 
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J). ANALISIS ESTADISTICO 

El analisis cuantitativo de la forma neuronal se realiz6 con base en métodos 
esteidisticos: 

1.- Gomparaci6n de medias y varianzas. 

La comparacién de medias se realiz6 determinando previamente la distribucién 
de lia variable a estudiar. Generalmente, la forma de los histogramas de distribucién de 
ta poblacién permite realizar esta determinacién. En este estudio se separaron las 

distribuciones poblacionales en dos tipos: !a distribucién de tipo normal (o de Gauss) y 
la de tipo Poisson. 

En el caso de que la variable a estudiar presentara una distribucién de tipo 

normai, la comparacién de media se realiz6 por la prueba de Student (prueba de t) y la 

de sus varianzas por la prueba de Fischer (prueba F). Si la variable estudiada 

presantaba una distribuci6én de tipo Poisson, entonces sdlo se realizé la comparacién 
de viarianzas por la prueba de Fischer (Schwartz, 1981). 

Estas pruebas se realizaron con un rango de error inferior 0 igual al 5%. 

2.- Analisis multifactorial. 
Los analisis multifactoriales utilizados permitieron por un lado comparar los 

diversos substratos utilizados para un determinado parametro medido (analisis factorial 
de correspondencias o AFC) y por otro lado, el estudio simultaneo de diversos 

parametros para el conjunto de substratos (analisis de componentes principales o 
ACP}. 

3.- Analisis Factrorial de Correspondencias (AFC). 

Este analisis es una representacién grafica simultanea de la distribucién de 
diversos caracteres de una poblacién. Toma en cuenta los valores relativos de los 
caracteres y une el maximo de informaciéOn en un pequefio numero de graficas, en 
dond: cada poblacién es considerada como un todo (Lagarde, 1981). 

En este trabajo se analizaron las correspondencias existentes entre cada grupo 

experimental y las diferentes clases de distribucién obtenidas para cada uno de los 
parametros. La mayor parte de la informacién se acumula en los 2 primeros planos 

factoriales y el peso de los grupos y de los caracteres esta simbolizado por un 
rectangulo cuya area corresponde a la proporcién de peso de la muestra (ver un 
ejemplo en la Figura 14 de Resultados). El peso de la muestra en nuestro experimento 

corresponde al numero de células. 

4.- Analisis de Componentes Principales (ACP). 

Este analisis es una representacion multidimensional que muestra las tendencias 
de las poblaciones con respecto a los diversos parametros estudiados. Considera 

aisladamente a cada individuo de la poblacién con todos sus parametros y Jo grafica 
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como una nube de puntos distribuidos en el espacio de diversas dimensiones (Lagarde, 
1981). 

En el presente estudio las graficas representan la proyeccién de estos puntos en 

uno de fos espacios factoriales y las poblaciones de neuronas estan representadas por 
su centro de gravedad y su elipse de confianza al 68%. En la misma grdfica, los 
paraimetros se representan como vectores que parten del origen (ver un ejemplo en la 
Figtra 20 de Resultados). 

5.- Analisis Discriminante (AD) paso a paso. 

Este analisis es complementario del ACP. Consiste en limitar al minimo 

indispensable el numero de variables discriminantes a medir a fin de poder con una 

mayor confiabilidad conocer a que poblacién pertenece un individuo dado. Asi, el ACP 

permite describir las categorias mientras que el AD las distingue. El AD se realiza 
seleccionando una a una las variables, comenzando por aquellas donde su poder 

discriminante es el mayor y deteniéndose en aquel cuya influencia ya no sea 
significativa. 
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RESULTADOS 
  

La primera parte del presente trabajo se dedicé al analisis del efecto sobre 
el crecimiento neuronal de las lectinas utilizadas como substrato de cultivo. 

1). AD Cc CAJAS DE CULTIVO 
Para tener un control de fa cantidad real de lectina unida a las cajas de 

cultivo y la que se libera a lo largo del cultivo se realizé el marcaje de la lectina 

Cen A con iodo 125 ('**I). Esta manipulacion experimental se realizd en el 
latoratorio de Fisiologia Animal de la Universidad Joseph Fourier con la asesoria 
de Profesor M. Block. 

En la figura 5 se muestra la curva de liberacién de lectina al medio de 
cultivo obtenida durante las 24 horas de cultivo. Estos valores correponden a los 

porcentajes de lectina liberada que fueron obtenidos con respecto al promedio de 

rasioactividad que se adhiere al fondo de la caja (para 5 cajas de cultivo = 7.1 + 
1.0 x 10° cpm/caja). Este valor corresponde a 3.2 ug de lectina que se queda 

unida al fondo de la caja de 35 mm cuando se agregan 200 ul de la solucién de 

leciina y carbodiimida (50 ug/ml y 5 mg/ml, respectivamente). 
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Figura 5 - Porcentaje de ““I-Con A liberada al medio de cultivo a lo largo de 
las 24 horas de cultivo. Los valores son el promedio de § cajas de 
cultivo.       
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En la curva de liberacién de lectina que se muestra en Ia figura 5 se puede 
cbservar que el porcentaje de lectina liberada alcanza un valor estable a partir de 
la hora 21 in vitro. El porcentaje de lectina liberada al medio de cultivo durante las 
primeras 24 horas corresponde al 15% de la cantidad total de la lectina adherida; 
correspondiendo esto a una concentracién de 0.25 ug/ml aproximadamente. 

Los principales resultados obtenidos en esta seccién son: 
- la cantidad de lectina liberada se estabiliza a partir de la hora 21 de cultivo. 
- el porcentaje de lectina liberada al medio de cultivo a lo largo de las primeras 24 
horas representa aproximadamente 15% de la cantidad total de la lectina unida al 
fondo de la caja. 

- la concentracién de lectina liberada al medio de cultivo, después de 24 horas de 
cultivo equivale aproximadamente a 0.25 pg/ml. 

- 0s porcentajes (14-15%) de liberacién obtenidos son aproximadamente el doble 
de los reportados por otros autores. 

La cantidad de lectina que se libera en el medio de cultivo, fué probada 
agregandola a cultivos realizados sobre un substrato de polilisina, con el fin de 
distinguir el "efecto substrato" del "efecto en solucién" de las ‘ectinas (ver 
resultados mas adelante). 

Il). CULTIVOS SOBRE SUBSTRATOS DE LECTINAS. 
Los resultados que se presentan en esta seccién se agruparon en dos 

grandes partes: la primera se refiere a la descripcidn de !a forma y el crecimiento 
global de las neuronas y la segunda dedicada al analisis cuantitativo de la 
morfologia neuronal. En la primera parte se presentan los resultados obtenidos de 
cultivos de explantes ganglionares y de células disociadas, en cambio para el 
analisis cuantitativo se utilizaron sdlo cultivo de células disociadas. 

A) EFECTO DE LOS SUBSTRATOS DE LECTINAS SOBRE LA FORMA Y EL 
CRECIMIENTO GLOBAL DE LAS NEURONAS SENSORIALES. 

Los cultivos de explantes ganglionares se realizaron sobre los diversos 
suoastratos control y sobre nueve lectinas diferentes. Los resultados obtenidos 
después de 48 horas in vitro se describen a continuacién y corresponden a las 
fotografias #6 y 7. 

1. Sultivos control. 

Polilisina + carbodiimida (Figura 6, A1 y A2). Las fibras nerviosas que se 
forman sobre este substrato son alargadas y crecen en forma aislada. Se 

observan pocas_ células gliales, las cuales permanecen generalmente en las 
cercanias del explante ganglionar. 
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Fig ira 6 - Microfotografias de explantes ganglionares de la raiz dorsal de embridn de pollo 
Cultivados durante 48 horas sobre diversos substratos y medios. 
A‘ - Explante cultivado sobre un substrato de polilisina + carbodiimida con medio de cultivo normal. 
A2 - Fibras nerviosas creciendo sobre las mismas condiciones que en At. En esta fotografia pueden 

observarse el crecimiento de fibras aisladas sin ramificaciones y sin células gliales. 
8 - =xplante cultivado sobre un substrato de polilisina con medio de cultivo al que se agregd 5 mg/ml 

de carbodiimida. El crecimiento de fibras nerviosas es escaso, gran proliferacion de células no 
neuronales migrando fuera del explante. A pesar del poco crecimiento nervioso no parece 
haber un efecto toxico de estas condiciones de cultivo para los explantes ganglionares. 

C - Explante cultivado sobre un substrato de carbodiimida con medio de cultivo normal. E1 
crecimiento de fibras nerviosas y de células gliales es poco favorecido por este substrato. 

D - |Explante cultivado directamente sobre el plastico con medio de cultivo normal. El crecimiento de 
células nerviosas y gliales es casi nulo a lo largo de las 48 horas in vitro, por lo cual el plastico 
de la caja es un substrato poco favorable para el crecimiento de estos tipos celulares. 

La linea negra marcada sobre fa microfotografia C representa 50 tum que es la escala 
correspondiente para las fotografias A1, B, C y D, para la fotografia A2 corresponde a 10 uum.



Polilisina mas carbodiimida en soluci6én (Figura 6, B). El crecimiento de 
fibras nerviosas es restringido, siendo éstas de pequefia longitud y formando entre 

ellas una red compacta con algunos grupos de fibras y células no neurales. 

Carbodiimida (Figura 6, C). Los procesos formados sobre este substrato 
son cortos y se encuentran formando una red de células gliales y fibras nerviosas. 
Raramente se observan fibras nerviosas aisladas, las cuales permanecen en la 

cercania del explante ganglionar. 

Plastico (Figura 6, D). El crecimiento neuritico sobre el plastico de la caja 
di2 cultivo es casi nulo al igual que el desarrollo de células gliales. 

Los resultados obtenidos en fos 4 substratos control muestran que cuando 
se@ agrega carbodiimida en soluci6én al medio de cultivo a la misma concentracién 
utilizada para la adhesion de las proteinas, no ejerce un efecto tdxico sobre el 
crecimiento de neuritas. Sin embargo, la misma carbodiimida cuando es utilizada 
como unico substrato de cultivo es un soporte poco adecuado para el! desarrollo 
de: los explantes nerviosos al igual que lo es el cultivo sobre el plastico de cultivo. 
De estos resultados observamos que el mejor substrato de cultivo entre los cuatro 
ut lizados, es el formado por polilisina mas carbodiimida. 

2. Cultivos sobre lectinas. 

a). Lectinas con especificidad a manosa y glucosa. Tres lectinas fueron 
probadas: la Con A, la PSA y la LCA, a dos concentraciones diferentes (50 y 100 
ug/ml). Los resultados obtenidos fueron muy similares para ambas 
concentraciones y se describen a continuaci6n: 

Con A (Figura 7, A1 y A2). La red de fibras nerviosas que se forma sobre 

ese substrato es muy densa, con numerosas interconexiones. Las fibras 
neviosas tienden a presentar un crecimiento de tipo aislado mas que agrupado 

en conjuntos nerviosos (A2). Las células gliales permanecen en la periferia 
cercana del explante ganglional. 

PSA (Figura 7, B1 y B2). Las neuritas formadas sobre esta lectina son 

numerosas y con crecimiento aislado. Raramente se forman conjuntos de fibras 
neiviosas y cuando se forman son de pequefio didmetro. Los conos de 

crecimiento son muy grandes y extendidos, pero con pocos filopodios (B2). 
Ra‘amente se observan otros tipos celulares. 

LCA (Figura 7, C1 y C2). Numerosas fibras nerviosas se desarrollan sobre 
est2 substrato formando una red de fibras. Los conos de crecimiento son grandes 

y agunos presentan filopodios (C2). No se observan células gliales. 
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Ficura 7 - Microfotoegrafias de explantes ganglionares de la raiz dorsal de embrion de pollo 
cultivados durante 48 horas sobre diversos substrates experimentales. 

A - Substrato de Con A + carbodiimida. Explante ganglional (A1) con un notable y simétrico 

crecimiento de fibras nerviosas. Las fibras nerviosas (A2) con interconexiones y prominentes 
ramificaciones, ausencia de células gliales en la parte distal, las cuales permanecen en las 
cercanias del explante. 

B - Substrato de PSA + carbodiimida. El crecimiento de fibras nerviosas (B1) es menor comparado 
con el substrato anterior, con tendencia a ramificarse y un cono de crecimiento muy prominente 
(B2). Pocas células gliales. 

C - Subsirato de LCA + carbodiimida. El crecimiento nervioso alrededor del explante no es uniforme 

(C1), con tendencia a un crecimiento en conjuntos de fibras, jas cudles se separan mas 
adelante (C2). Cuando las fibras nerviosas crecen aisladamente presentan ramificaciones y 
conos de crecimiento aplanados. Casi no se observan células gliales. 

La linea negra marcada sobre la microfotografia A1 representa 50 ym que es la escala 

correspondiente para las fotografias A1, B1, C1, D1, £1, Fi, G1, Hi e |, para las fotografias con 
sub ndice 2 corresponde a 10 yum.



  
Continuacion figura 7. 

D - Substrato de PNA + carbodiimida. Crecimiento asimétrico de fibras nerviosas alrededor del 
explante (D1). En algunas ocaciones las fibras inician su crecimiento agrupadas y en otras en 
forma aisiada (D2). Algunas fibras nerviosas forman interconexiones y ramificaciones. Los 
conos de crecimiento son variables: los aplanados presentan filopodios que no se observan en 
aquellos poco prominentes. El crecimiento de fibras gliales también es escaso. 

E - Substrato de SBA + carbodiimida. Escaso crecimiento neuritico y glial sobre este substrato (Et). 
Las escasas fibras son delgadas y con conos de crecimiento poco prominentes (E2). 

F - Substrato de RCA100 + carbodiimida. Crecimiento de fibras nerviosas y células no nerviosas 
nulo (F1). Al observar las fibras nerviosas éstas son delgadas, rectas y escasisimas (F2), no se 
observan células gliales.



  

En resumen, podemos decir que las lectinas con especificidad a manosa y 

glucosa son substratos de cultivo que favorecen el crecimiento neuronal e inhiben 
el desarrollo de células gliales. Al comparar el crecimiento de las fibras nerviosas 
sobre estos substratos con el grupo contro! (polilisina + carbodiimida) se observa 

una tendencia a un mayor crecimiento neuritico, con mas ramificaciones y pocas 

células gliales. 

b). Lectinas con especificidad a galactosa y galactosamina. 
PNA (Figura 7, D1 y D2). Las fibras nerviosas formadas sobre este 

substrato son pequefias y forman una red espesa alrededor del explante. 

Raramente se observan fibras nerviosas aisladas, mas bien se agrupan en 

pequefios nervios. Los conos de crecimiento son alargados y con diversos 
filopodios (D2). Pocas células gliales se observan sobre esta lectina. 

SBA (Figura 7, E1 y E2). El crecimiento de fibras nerviosas en este 
substrato es reducido. Las fibras nerviosas presentan corta longitud y se agrupan 

formando redes (E2). Al observar a los otros tipos celulares se muestra que 

algunas células gliales se desplazan mas alla del explante ganglional. 

RCAjo9 (Figura 7, F1 y F2). Las neuritas formadas son excasas y muy 
delgadas aun hasta el! nivel del cono de crecimiento (F2). Las células gliales 
tanbién estan poco desarrolladas. 

Estos resultados muestran que el substrato formado por la lectina RCAt99 
cuya especificidad monosacarida es galactosa es un substrato poco adecuado 

péra el crecimiento neuritico de explantes de neuronas sensoriales de la cadena 
dcrsal de embridn de pollo. Por otro lado, los substratos formados por SBA, con 

especificidad a galactosamina y por PNA, con reconocimiento a galactosa y 
galactosamina son lectinas que aunque permiten el desarrollo de fibras nerviosas 

y la formaciédn de redes nerviosas, este crecimiento es atin poco favorable 

comparado con el observado en otros subtratos de lectinas y con el grupo control. 

c). Lectinas con especificidad a glucosamina y Acido neuraminico. 
WGA (Figura 7, G1 y G2). Casi ninguna fibra nerviosa se desarrolla sobre 

esa lectina. Cuando alguna de ellas se logra observar, presenta las 
ca‘acteristicas de ser muy delgadas y crecer siempre en contacto con las células 
gliales, las cuales por su lado se desarrollan bien sobre este substrato (flecha G2). 

PMW (Figura 7, H1 y H2). Sobre este substrato casi no existe nada de 

crecimiento neuritico, asi como tampoco de células gliales. 

Estos resultados muestran que los substratos formados por lectinas con 
reconocimiento a galactosamina y acido neuraminico son soportes que inhiben el 

crecimiento neuritico de explantes ganglionares sensoriales de embridn de pollo. 

37



  

  
Continuacion figura 7. 
G- Substrato de WGA + carbodiimida.El crecimiento de fibras nerviosas sobre este substrato es casi 

nulo, sin embargo las células no nerviosas migran y crecen independientemente del explante 
original (G1). Una vista de detalle de otro explante (G2) muestra que cuando las fibras 
nerviosas logran crecer fuera del explante, estas son extremadamente delgadas y rectas sin 
ninguna ramificacion ni interconexiones entre si. 

H - Siubstrato de PWM + carbodiimida. Inexistente crecimiento nervioso y de otros tipos celulares es 
observado sobre este substrato (H1). Si se logran desarrollar algunas fibras nerviosas (H2) 
estas son poco desarrolladas, sin ramificaciones y cortas, generalmente van acompafiadas de 
células gliales (H2). 

| - Substrato de UeAf + carbodiimida. Crecimiento asimétrico de fibras nerviosas, las cuales son 
delgadas y rectas. Las células gliales migran fuera de! explante pero en forma escasa.



  

d). Lectinas con especificidad a fucosa 
UeAf (Figura 7, |). Sobre este substrato se desarrollan neuritas largas y con 

tendencia al crecimiento aislado. E! desarrollo de células gliales es escaso. 

De todas estas observaciones podemos resumir los siguientes resultados: 
- Los substratos formados por lectinas con reconocimiento a manosa y glucosa 

son soportes que favorecen el crecimiento neuritico. Las fibras formadas 
sobre estas lectinas se presentan en forma aislada y forman compactas 
redes nerviosas. 

-Los substratos formados por lectinas con especificidad a glucosamina y acido 
neuroaminico son soportes que inhiben el crecimiento nervioso. 

-En un nivel intermedio entre los dos casos anteriores se encuentran fos 
substratos de lectinas con reconocimiento a galactosa, galactosamina y 

fucosa. Sin embargo, existen ciertas diferencias en el crecimiento inducido 

por cada una de ellas. 

3. Inhibicidn por monosacaridos especificos. 

Se escogid una lectina de cada uno de los 4 grupos de la seccién 
precedente y se prob6 su especificidad, agregando al medio de cultivo el 
monosacarido especifico. Para cada uno de estos experimentos se aplicé la 

msma cantidad de glucido a un cultivo realizado sobre polilisina + carbodiimida 
(cultivo control). 

Manopiranosida sobre substratos de Con A (Figura 8). A pesar de que 
se utiliz6 la concentracién reportada como de saturacién (100 mM) para la lectina 

probada (Koda y Partlow, 1976; Letourneau, 1979; Carbonetto y Argon, 1980) 
ésta concentracién no fué efectiva para inhibir el crecimiento neuritico sobre el 

substrate de Con A. Es decir, como se observa en la Figura 8 A, las fibras 
nerviosas durante las primeras 24 horas en cultivo sobre un substrato de Con A 

crecen con el patrén caracteristico descrito con anterioridad y si en ese momento 
se agrega 100 mM de manopiranosida y se observa el explante 24 horas 
después, las fibras nerviosas han continuado su desarrollo sin ningun cambio 
notorio que sea producido por el azucar. 

La Figura 8 B muestra el cultivo control con la adicién del glucido y de 
forna similar el crecimiento neuritico no parece ser alterado por dicha 

concentracion de azucar después de estar expuestos 24 hrs. 

Glucosamina sobre WGA (Figura 9). Se observa que las células gliales 
se desplazan mas alla del explante ganglionar y que algunas fibras nerviosas 

crecen agrupadas. Si se compara este crecimiento con el observado sobre el 

simple substrato de WGA (Figura 7 G1 y G2) se observa que 300 mM de 

glucosamina solo produce una inhibicién parcial al agregarse en cultivos 
realizados sobre un substrato de WGA. 
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Figura 8 - Microfotografias de explantes ganglionares cultivados en presencia de medio de cultivo + 
100 mM de mannopiranoside. Los explantes fueron cultivaron en medio control durante 24 horas, 
mornento en el cual se agrego el aziicar. 
A1  A2 - Explantes cultivados sobre un substrato de Con A + carbodiimida. Antes del sacarido (A1) 

y 24 horas después de la presencia del mismo (A2). Obsérvese que el crecimiento de fibras 
nerviosas y células gliales persiste sin cambios notorios debidos a la maniobra realizada. 

B - Explante cultivado sobre un substrato de polilisina + carbodiimida despues de 24 horas de 
exposicion al monosacarido. En este caso tampoco parece haber un notable efecto debido ala 
presencia del sacarido en el medio de cultivo. 

Barra negra en A2 corresponde a 50 yum.



  

  
Figura 9 - Microfotografias de explantes ganglionares cultivados en presencia de medio de cultivo + 
300 mM de glucosamina. Los explantes fueron cultivaron en medio control durante 24 horas, 
momento en el cual se agregé el azticar. 
A - Explante cultivado sobre un substrato de WGA + carbodiimida despues de 24 horas de 

exposici6n al monosacdarido. El crecimiento de fibras nerviosas y células gliales es 
notablemente mejor que el observado antes de agregar el azuicar durante las mismas horas de 
Cultivo (Fig 7 G). 

B - Explante cultivado sobre un substrato de polilisina + carbodiimida despues de las 24 horas de 

exposicién al monosacarido. En este caso el crecimiento de fibras nerviosas se ve poco 
alterado comparado con expiantes que no tuvieron fa adici6n del azucar (Fig 6 A). 

Barra negra en B corresponde a 50 pum.



  

Estos resultados sugieren que cierta cantidad del azucar se fij6 sobre el 

substrato de cultivo y de esta forma las fibras nerviosas y las células gliales 
crecieron fuera del explante sin que se vieran inhibidas por la lectina, como fué el 

caso cuando crecieron directamento sobre la WGA. 

La glucosamina agregada sobre un substrato de polilisina inhibe el 
crecimiento neuronal (Figura 9 B) en comparacién al crecimiento observado sobre 
e substrato control (Figura 6, A1 y A2). 

Galactosida sobre substrato de PNA (Figura 10). El crecimiento de fibras 
narviosas en estas condiciones presenta largas y aisladas fibras y células gliales 
alrededor del explante. Si comparamos estos resultados y el crecimiento de fibras 
obtenidas en un cultivo en ausencia del monosacarido (Figura 7 D1 y D2) 
observamos que éste actua revirtiendo el efecto provocado por la lectina en 
substrato. 

Por otro lado, la galactosida no influye en el desarrollo neuronal de 
explantes cultivados sobre un substrato de polilisina como se observa en la Figura 
40 B en comparacion con la Figura 6. 

Fucosa sobre substrato de UeAf (Figura 11). Las fibras nerviosas son 
numerosas y agrupadas. Las células gliales se presentan en la periferia inmediata 
de! explante. 

La fucosa inhibe el crecimiento de fibras nerviosas sobre el substrato 

control, pero no a las células gliales. 

Er resumen, ei efecto de diversos substratos de lectinas sobre el crecimiento 
globai de los explantes ganglionares no se puede inhibir consistentemente 
con sus azucares especificos correspondientes, alin cuando éstas se 
utilizan a concentraciones de saturacién. Los aztcares utilizados sobre el 
substrato de polilisina en algunos casos alteran el crecimiento neuronal. 

4. Efecto de glucosidasas. 

Las modificaciones inducidas por la adicion de manosidasa al medio del 
cultivo se pueden observar en la Figura 12. Sobre un substrato de Con A (parte A) 

las fibras nerviosas detienen su crecimiento después de 30 minutos de exposicién 

a la enzima. Después de una hora, las neuritas se adelgazan y las células no 
neuronales cambian de forma, la cual era originalmente aplanada a una forma 
globular. 

Durante la siguiente hora de cultivo, las fibras continuan sin moverse, sin 
embargo las células gliales se retractan alin mas. Después de 4 horas de 
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Figura 10 - Microfotografias de explantes ganglionares cultivados en presencia de medio de cultivo 
+ 400 mM de galactosida.Los explantes fueron cultivaron en medio control durante 24 horas, 
momento en el cual se agregé el azucar. 
Al y A2 - Expiante cultivado sobre un substrato de PNA + carbodiimida después de 24 horas de 

exposicion al monosacarido. Con esta maniobra se observa un notable crecimiento tanto de 
fibras nerviosas como de células gliales alrededor de todo el explante. 

B - EExplante cultivado sobre un substrato de polilisina + carbodiimida despues de 24 horas de 
axposicion al monosacdrido. En este caso el crecimiento de fibras nerviosas no se ve alterado 
dor la presencia del sacarido y es comparable al grupo experimental (A). 

Barre negra en A2 corresponde a 50 yum.



  

  

  
Figura 11 - Microfotografias de explantes gangiionares cultivados en presencia de medio de cultivo 
+ 2C0 mM de fucosa. Los explantes fueron cultivaron en medio control durante 24 horas, momento 
en el cual se agrego el azucar. 
A - Explante cultivado sobre un substrato de UeAf + carbodiimida después de 24 horas de 

exposicion al monosacarido. En este experimento se observa que la adicion de! azuicar permitié 
que las fibras nerviosas asi como las células gliales crecieran sin ninguna inhibicion. 

B - Explante cultivado sobre un substrato de polilisina + carbodiimida después de 24 horas de 
exposicion al monosacérido. La adicién del azticar inhibe el crecimiento normal del explante 
sobre este tipo de substrato. 

Barre: negra en B corresponde a 50 pm.



  

exposicién a la glucosidasa (no mostrado en la foto) la mayor parte de los 

explantes se despegan parcial o totalmente. Sin embargo, si se reemplaza el 
medio de cultivo por un medio sin manosidasa durante las dos primeras horas del 

experimento, el efecto provocado es atin reversible. 

Por otro lado, si el experimento se realiza sobre un substrato control (parte 
B), no se observa ningun efecto en el crecimiento. Es decir, las fibras nerviosas 
continuan creciendo y las células gliales se siguen desplazando y conservan su 
ferma aplanada tipica. 

En resumen, el crecimiento de explantes ganglionares sobre un substrato 

de Con A depende de la union especifica de éste con los grupos de tipo manosa 
del substrato. Por eso al aplicar la manosidasa se induce en primer lugar la 
detenci6n del crecimiento para terminar con el desprendimiento del explante. 

5. Neuronas Disociadas. 

Cin A - La morfologia de neuronas disociadas y cultivadas sobre un substrato de 
Con A varia dependiendo del curso temporal del cultivo. Las células nerviosas se 
aclhieren rapidamente sobre este tipo de substrato. Después de algunas horas 
(12 en nuestros experimentos) las células emiten numerosas neuritas alrededor 
del soma celular (Figura 13, A1). La mayoria de estas prolongaciones se retraen 
heras mas tarde en forma espontanea y terminan desapareciendo completamente 
o formando un velo muy fino (lamela) alrededor del soma celular. Sdlo 1 6 2 de las 
néuritas formadas continuan a desarrollarse y formar bifurcaciones (A2). Esta 

ultima morfologia se conservo durante las 48 hrs de observacién de nuestros 
cultivos. 

En los cultivos de neuronas disociadas, las neuritas formadas sobre los 

suostratos de Con A son mas largas y con mayor ntiimero de bifurcaciones que 
soore un los substratos de polilisina (Figura 13 B). 

Si se agrega manosidasa al medio de cultivo después de haber cultivado 
du’ante 20 horas sobre un substrato de Con A (Figura 13 C) se observa que 
después de aigunas horas las neuritas se despegan (flecha). Finalmente, si no se 

qu ta la exposici6n a la enzima se termina por despegar toda !a célula. 

La aplicacién de 100 mM de manopiranosida al medio de cultivo, después 

de 4 horas de iniciado el cultivo sobre un substrato de Con A, provoca un retardo 
en el crecimiento neuronal. Efecto que es observado después de 24 horas de 
exposicion al glucido (Figura 13, D1). En cambio sobre un substrato de polilisina 
este azucar no parece tener efecto sobre el crecimiento neuronal (D2). 
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Figura 12 - Microfotografias de fragmentos de explantes ganglionares cultivados durante 24 horas en medio control. A partir del minuto cero se agrega al medio de cultivo 0.4 U/ml de mannosidasa y sé tonian fotografias a tiempos determinados de la misma zona. 
A- Explante cultivado sobre un substrato de Con A + carbodiimida. 
B- Explante cultivado sobre un substrato de polilisina + carbodiimida. 

Sobre el substrato de Con A después de 30 minutos de exposicién a la enzima, las fibras nerviosas se detienen y entre la primera y la segunda hora de exposicion, las céluias gliales se retfaen mientras que las neurites se adelgazan sin moverse. Sobre un substrato de polilisina el crecimiento de ambos tipos neuronales no parece ser afectado por al adicion de la enzima. 
Barra negra en microfotografia inferior izquierda corresponde a 20 uum.



  

  
Figura 13 - Neuronas disociadas de ganglios nerviosos dorsales de embridn de pollo. 

Al y A2 - Substrato de Con A + carbodiimida. La misma neurona con 12 horas (A1) y 24 horas de 
Cultivo (A2). Sdio una de las prolongaciones nerviosas (flecha en A1) continua creciendo durante 
el cultivo y se ramifica varias veces en ese periodo (A2). 

8 - Doble substrato: polilisina + carbodiimida (izquierda) y Con A + carbodiimida (derecha). Las 
neuronas cultivadas durante 24 horas muestran diferencias en crecimiento neuritico, siendo mas 
desarrolladas aquéilas que se adherieron al substrato de Ja lectina. 

C - Substrato de Con A + carbodiimida. El cultivo se mantuvo durante 20 horas en medio normal. 
Dos horas después de agregar 0.4 U/ml de mannosidasa la neurona permanece unida al 
subsirato al igual que su neurita principal pero una ramificacion (flecha) se despego. 

D1 - Substrato de Con A + carbodiimida. El cultivo se mantuvo durante 4 horas en medio normal, 
entonces se agrega 100 mM de manopiranoside. La fotografia fué tomada 20 horas después y 
se observa un escaso desarrollo neuronal. 

D2 - Doble substrato: polilisina + carbodiimida (izquierda) y Con A + carbodiimida (derecha), 4 horas 
zon medio normal, entonces se agregd 100 mM de mannopiranoside. Después de 20 hrs. se 
observa un escaso desarrollo neuronal sobre Con A y crecimiento normal sobre polilisina.



  

LY 

"sepezijeue sejnjgo ap oJewinu ‘u 
  

  

  

OL LL eels 96 €1+ LO LLF oe Szt ce ver W3a F 
€Z ZSL 89'°SrL OL'vEL OL'veL OL GEE Z8' EZ (ir) (u7]) seyineu se] ap je}0} pnyGu07 

90 0F 90°0+ G0'0F 80'0F ZL OF 80°0F Waa + 
0z'0 LL'0 €L'0 €z'0 ZZ b 95'0 (QN) sauopeoinjiq ap O19WUINN 

90°0+ 80'0F 90°0+ 90'0F 90°0F 90'0F W33 F 
21 oe'l StL LLL Le'L Ort (UN) Seyunou ep oJOWNN 

Z0 OF €0°0F €0 OF Z0 OF €0°0F Z0'0F Waa + 
vz0 o¢'0 veo 6z'0 evo 6£0 (54) leqojg euwo04 

SO LLF 6L Lat Leezt CL 8LF LO OLF LOL + Waa + 
82 v6b ZLS8P 6Z'€0S 62°80 Zz SSE 91 Ler (44) Buo4 ap Joye 4 

61L Pct 99° Cet vz CF Ge Ler €L €6F Gl cer Waa + 
60°Z0S €0'62P 62 9Lb LZ eer 89228 87 EL9 (win) (40d) OeWUeq 

Qe €@SF LL@Z9F SL 9Pot 6L:0vS+ 61 6P6F Ly L89F Waa + 
vl v6Z6 SP OrL8 GZSLL8 Z9PPL8 POZOESL EZ OGLE (wnt) (4o¥) ealy 

(QC) jeloedsa ugioednog 

osz=u Ove=u ppesu pres el7=u ogz=u 

(twjBug) = (juyBr og) = (JuBrigg) (juyBrigg) (Iuy6rigg) = (Juy/Brl gL) (ugioequeouos) 
epiulpoqmeg — -ven WNd YOM wuo9 BUISIIOd oyeyjqsns 
  

4 
a QQ 

a) 
Q 

“svadvISOsid SVNOYNAN 
NS SOSIDG 1OJYOW SOUMLAWVUVd Z SO1 3d SAYVONVLSA SAYONNS A SVIGAW “IA VIEVL  



  

B).- ANALISIS CUANTITATIVO DEL DESARROLLO NEURONAL SOBRE 
CULTIVOS DE NEURONAS DISOCIADAS. 

Este analisis se desarroll6 para 4 lectinas, las cuales poseen diferentes 

especificidades a monosacaridos (Con A, WGA, PNA y UeAf) y para dos grupos 
control (polilisina y carbodiimida). 

1. Medias y errores estandares. 

La Tabla VI resume los valores obtenidos de las medias y los errores 

estandares para cada substrato y cada parametro analizado. Los principales 
resultados obtenidos son: 

-El substrato de Con A modifica todos los parametros de ocupacién espacial y dos 
de las caracteristicas morfométricas de las neuritas (Nb y Ln). Los 

parametros AOE, POE, Nb y Ln aumentan de manera significativa, pero el 

numero de neuritas no cambia. 

-Las otras 3 lectinas (WGA, PNA, UeAf), muestran disminucién en los valores 
promedios de los parametros neuriticos (Nb y Ln) y de forma celular (AOE y 
POE). Es de notar que el valor promedio del parametro Nn solo se 
encuentra significativamente reducido para la lectina WGA. 

-La polilisina favorece el crecimiento neuritico en comparacién de la carbodiimida, 

pero este efecto es intermedio entre el producido por Con A y las otras 

lectinas. 

2. Tipos de distribucién. 

Se determiné la distribucién de las poblaciones neuronales para cada 
parametro estudiado (Figuras 14 a 19). Las distribuciones de tipo Poisson se 

presentan en los parametros: forma global, numero de neuritas y numero de 
bifurcaciones. Para los otros cuatro parametros (AOE, POA, FF y Ln) la 

distribucién es de tipo Gaussiana o normal. 

3. Comparacién de varianzas y medias. 

Se realizé esta comparacién para todos los parametros morfométricos y los 

sulstratos estudiados. Los resultados obtenidos de este estudio se sefialan en las 

diferencias significativas de la tabla VI. 

Analisis substrato versus substrato 

La polilisina es significativamente diferente de la lectina Con A para casi 
todos los parametros estudiados (p < 0.01), excepto para FG y Nn. Excepto raras 

excapciones la polilisina también presenta diferencias significativas en todos los 
parametros morfométricos en comparacion con las otras lectinas estudiadas. 

Las lectinas WGA, PNA y UeAf, no presentan diferencias significativas 
entre ellas con sdlo algunas excepciones en algunos parametros de forma celular. 
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Mientras que con respecto a la lectina Con A son significativamente diferentes en 

la mayoria de los parametros (p < 0.01). 
La carbodiimida es significativamente diferente de la polilisina y de la lectina 

Con A para todos los parametros sin excepcién (p < 0.01). Por otro lado, no hay 
diferencias significativas entre la carbodiimida y las otras 3 lectinas (p < 0.05) 

(excepto el caso de Nn en WGA). 

Con este analisis, podemos dividir los substratos estudiados en dos 

grandes grupos. El primero para la lectina Con A como un substrato que 

globalmente estimula el crecimiento neuronal, mientras que las otras lectinas 

estudiadas y la carbodiimida al inhibir el crecimiento pertenecen al segundo grupo. 

Analisis parametro versus parametro 
El parametro FG no muestra ninguna diferencia significativa entre los 

di'versos substratos estudiados. Por lo tanto podemos concluir que este no es un 

pzrametro discriminante. 

Los valores obtenidos para los otros tres parametros topoldgicos varian en 

funcién de tipo de substrato utilizado. Por lo tanto se consideran como parametros 
discriminantes a AOE, POE y FF. 

Los 3 parametros neuriticos estudiados son parametros considerados 

disicriminantes para los grupos experimentales. Sin embargo, la poca variabilidad 
de Nn, nos muestra que éste es un parametro con menor peso que los 
parametros Nb y Ln. 

4. Analisis factorial de correspondencias (AFC). 
Para cada uno de los parametros (excepto Nn) se realizo un AFC que se 

interpreté con ayuda de los histogramas de distribucién correspondientes para 
cada substrato. 

AFC de la AOE (Figura 14). Las clases 1 y 2 graficadas en el primer plano de 
correspondencia agrupan la mayoria de las células. Las clases 3, 4 y 5 presentan 

un pequefio peso para la mayoria de los substratos estudiados. Sin embargo, en 
la xona formada por estas Ultimas 3 clases se localiza la poblacién de neuronas 
cub:ivadas sobre la !ectina de ConA. 

43 

 



hh A “Joy jap sejouensey ep uolonqinsip ap seuesGo}s|y 9 (FOV) [e}9edse Uo}oednoo ep eae jap sejauepuodsadod ap [e|soxOR) SIsI/Zuy - pl) BAnBly 

  

ad0or Ode} S$ 

joonze-000rz| P 

looor2-0009L € 

jooo9L-occe Z 

‘0008-0 L 

qeaaw | 4SVI 
  

      

  

  

%1°88 
1 ef3 
  

  

sven {poqung 

  

Van 

%1'88__| Ne I © 
»ef3 VON 

y ne 2 VWNd eUsSIINOd 

ipoqseo SUHOd 

    

  

  

  
  

          

  
%6'8 
6 Vd VOM epjujjpoqieo 

       



  

La poblaci6n neuronal cultivada sobre polilisina se localiza proxima a la 

clase 2 (800-1600 um’). En cambio las poblaciones pertenecientes a los otros 4 

substratos se localizan entre las 2 primeras clases. Asi, las posiciones de la 
carbodiimina y de la WGA estan en la vecindad de la clase 2 y la de PNA y UeAf 
ras bien cerca de la clase 1 (la mas pequefia superficie). 

En resumen, la poblacién de neuronas cultivadas sobre la lectina de Con A es 

aquella donde las neuronas ocupan la mayor superficie y es seguida en 
orden decreciente por las neuronas cultivadas sobre polilisina, WGA, 

carbodiimina, PNA y UeAf en ultimo lugar. 

AFC del POE (Figura 15). La aportacién de elementos para las clases 5 y 6 de 
esita AFC es inexistente a excepcidn de algunos elementos provenientes de Con 
A y de polilisina. Por otro lado, las clases 1 y 2 poseen la mayoria de los 

elamentos. En la zona formada por estas dos clases se localizan todas las células 

provenientes a todos los substratos excepto a Con A jas cuales se localizan cerca 

de la clase 3 (1200 a 1800 pm). 

Las poblaciones neuronales de cultivos realizados sobre UeAf, WGA y 
carbodiimina estan comprendidas dentro de la case 1 (0-600 pm) después se 

localizan la polilisina y la PNA entre la clases 1 y 2 acercandose la primera mas a 
la clase 1 y la segunda a la clase 2. 

Si clasificamos los substratos que inducen neuronas con un mayor 

perimetro hasta aquellas con menor perimetro obtenemos: Con A, PNA, polilisina, 

WGA, UeAf y carbodiimida. 

AFC de la FF (Figura 16). El valor del factor de forma varia entre 0 y 1000, 
correspondiendo un valor de 1000 a un circulo perfecto. La grafica de AFC para el 

primer plano de correspondencia muestra que los valores intermedios son los mas 
frecuentes. Por lo tanto, la clase 3 (400-600) agrupa el mayor numero de células. 

En:re las clases 2 y 4 se encuentran todos los substratos utilizados excepto la 
ConA. 

La Con A esta completamente alejada de los otros substratos y la 

locializamos en la cercania de la primer clase (0-200), lo cual nos representa una 

forma neuronal muy irregular. 

La polilisina se encuentra entre la case 2 y 4 opuesta en el eje 2 de la clase 

3. Fn cambio, las poblaciones de WGA, UeAf y carbodiimida se agrupan cerca o 
dertro de la clase 3, mientras que la PNA muestra una distribucién con el mayor 
valor de FF, es decir, en la cercania de la clase 4, lo cual indica que las neuronas 

que crecen sobre esta lectina son de forma mas regular comparadas con las de 
los otros substratos. 
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E| factor de forma celular nos clasifica los substratos de cultivo utilizados en 

3 grandes categorias. La primera, aquella de substratos con neuronas de forma 

mas o menos regular (PNA) seguida de substrato con neuronas menos regulares 

(carbodiimida, WGA, UeAf). Por ultimo, la ultima categoria abarca a neuronas mas 

irregulares y con mas convulsiones (polilisina y Con A). 

AFC de la FG (Figura 17). La distribucién de las células para este parametro es 

mas homogéneo que las otras distribuciones de los parametros de forma espacial. 
Por el contrario, las distancias entre los substratos es pequefia. 

La carbodiimida, la WGA y !a UeAf se localizan cerca de las clases 1 y 2 (0 

a 0.4). La localizacién de la polilisina y de la Con A es mas cercana de la cuarta 

clase (0.6 a 0.8). Unicamente la PNA se separa de los otros substratos, 

localizandose en el periferia de !a clase 3 (0.4 a 0.6). 

Estos resultados permiten clasificar los substratos respecto a la FG en 3 
categorias. La primera que comprende a neuronas con formas alargadas 

(carbodiimida, WGA y UeAf). La segunda, intermedia, solamente representada por 
PNA y la ultima que comprende a la Con A y la polilisina, con neuronas con 

formas menos lineales. 

AFC de Nb (Figura 18). Las poblaciones pertenencientes a cuatro substratos 
(carbodiimida, WGA, PNA y UeAf) se localizan cerca de la clase con menor 
numero de bifurcaciones (0 a 1). La poblacién de polilisina se situa entre esta 

clase y la siguiente (1 a 2). 

Por ultimo, la poblacién de Con A se localiza cerca de las 3 ultimas clases, 

lo cual sugiere la tendencia de estas neuronas en crecimiento a desarrollar un 
méiyor numero de bifurcaciones. 

AFC de la Ln (Figura 19). La clasificacibn de substratos permanece igual para la 
obtenida para Nb. Sin embargo, la distribucién de los elementos entre las primeras 
clases es mas homogénea. Asi, las poblaciones neuronales cultivadas sobre 
carbodiimida, WGA y PNA presentan longitudes de neuritas medias, es decir, 

enire 100 y 200 um (es decir entre las clases 1 y 2). La poblacione pertenenciente 

a UeAf se localiza netamente dentro de la clase 2. Por ultimo, la polilisina con 

longitudes mayores de 200 um queda aun alejada de la Con A, quien presenta los 

valores mas grandes. 

Todos los resultados de los AFC's realizados nos muestran una clara 

tendencia de Ja polilisina y de la lectina Con A a formar clases distintas para todos 

los parametros estudiados respecto a los otros substratos. Estos ultimos muestran 

tendencias distintas dependiendo del parametro en estudio, pero alin con esas 
peciuefias diferencias se les puede clasificar en un tercer grupo distintivo de la 
polilisina y sobre todo de la ConA. 
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5. Analisis en componente principales (ACP) 

Para este analisis se selecciond sdlo 5 parametros. De los 6 substratos 
estudiados se seleccionaron al azar el mismo numero de efectivos (40). La Figura 
2\) representa el primer plano factorial que concentra 87.1% de la informacién 
total. Tres parametros (AOE, FF y Ln) se localizan en la periferia del eje 1 (66.2% 
de la informacién) y los parametros neuriticos (Nn y Nb) se acercan mas al eje 2 

(20.9% de la informacién). 

De una forma general, las elipses que retinen al total de las poblaciones de 
cada substrato, se sobreponen mas o menos entre ellas. Esto significa que 

existen ciertas formas neuronales para cada substrato y que ciertas de esas 

fo-mas son comunes a varios substratos y que otras son claramente distintas. Las 
prncipales conclusiones de este ACP son: 

-La elipse de concentracién correspondiente a la poblacién cultivada sobre la 

tectina Con A se situa en la parte derecha de fa grafica, es decir, donde se 

tocalizan igualmente los 3 vectores de los parametros: AOE, Ln y Nb 
(orientados positivamente). Esto significa que sobre un substrato de Con A 

las neuronas ocupan una mayor superficie, forman mas bifurcaciones de 

sus neuritas y estas tienen una longitud total mayor. 

-Por otro lado las células cultivadas sobre las lectinas WGA, PNA y UeAf, asi 
como sobre la carbodiimida, presentan elipses que se situan en la parte 

izquierda de la grafica. Es decir, estas neuronas ocupan menos superficie y 
sus neuritas son mas cortas y menos bifurcadas. Ademas, en el caso de la 
WGA ésta también tiene menos numero de neuritas por célula. 

-Respecto a la poblacién perteneciente a la polilisina, cuya elipse de 
concentracién se localiza en posicién central, muestra claramente que su 

forma celular es intermedia de las 2 anteriormente descritas. 

Todas estas observaciones confirman los resultados obtenidos en las 

secciones anteriores y especialmente en los resultados de los AFC's. 

En conclusién, el analisis cuantitativo del crecimiento neuronal de cultivos 

de neuronas disociadas sobre diferentes substratos nos muestra que estos 

pueden ser clasificados en 3 grupos. La carbodiimida y las lectinas WGA, PNA y 
UeAf forman el primer grupo, como substratos poco favorables en el crecimiento 
neuronal. En el segundo grupo, representado por Ia polilisina, substrato adecuado 
al cesarrollo neuronal in vitro. Por ultimo, la Con A podemos clasificarla como un 

substrato que estimula el crecimiento de neuronas disociadas de la cadena 

ganglionar dorsal de embrién de pollo. 
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Figura 20 - Grafica del andlisis en componentes principales 

obtenido de seis substratos de cultivo y cinco 
parametros neuronales. Agrupacién del 87.1 % de 
los datos en el primer plano factorial. 
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Ill).- EFECTO DE LAS SOLUCIONES DE LECTINAS SOBRE LA FORMA 
NEURONAL. 

Las modificaciones inducidas por la aplicacién de lectinas al medio de 
cultivo fueron observadas tanto en explantes ganglionares como en células 
disociadas En estas ultimas se realizaron los analisis cuantitativos. 

A). EXPLANTES GALGLIONARES. 

Los explantes nerviosos se cultivaron durante 24 horas en medio control 
(sn lectinas) sobre un substrato de polilisina. Al final de este periodo, un halo de 
ficras nerviosas se observa alrededor del explante, entonces el medio de cultivo 

sé cambia por medio que contiene la lectina a estudiar a la concentracién 
determinada. Los resultados obtenidos para cada lectina son: 

Solucién de Con A (Figura 21). Después de 24 horas de incubacién con 5 
ug/ml de Con A (A2) las fibras nerviosas son mas largas y finas que 

inrnediatamente después de haber agregado la lectina (A1). Asi, las neuritas 

continuan creciendo, pero este crecimiento se ve modificado. Esto es la red de 
neuritas observada es irregular y contorneada. Las fibras nerviosas presentan 
cores de crecimiento agrandados y aplanados (flecha) y las células gliales 
permanecen sin desplazarse mucho de la periferia del explante. 

Cuando se agregé 25 pg/ml de Con A (B2) las neuritas se adelgazan 

no:ablemente a todo io largo de la prolongacién y sus conos de crecimiento son 

glabulosos. Las células de tipo no neural se retraen y en algunos casos mueren. 

En resumen, la lectina Con A aplicada en solucién sobre los explantes 

neiviosos afecta el crecimiento de las neuritas y de las células gliales. Estas 
madificaciones son dependientes de la concentracién utilizada, asi a bajas 
concentraciones (5 g/ml) el crecimiento neuritico es estimulado, mientras que a 

altais dosis (25 j1g/ml) se inhibe el crecimiento. 

Solucién de WGA (Figura 22). La incubacién de explantes nerviosos con 5 

ug/ml de WGA (A2) es fatal para las células de tipo no neural, las cuales 
rapidamente se vuelven necréticas. La mayor parte de las fibras nerviosas 

desaparecen y las pocas neuritas que sobreviven a 24 horas de exposicién de la 

lectina presentan una forma de rosario, con varicosidades a lo largo de todo el 
proceso neuritico. 

Cuando se agregd 25 pg/ml de WGA la mayoria de los explantes 
ganglionares se despegaron del substrato después de 24 horas de exposicién a la 
solucion de la lectina. 
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Figira 22 - Microfotografias de explantes ganglionares de la raiz dorsal de embrion de pollo 

cultivados en presencia de la lectina Con A en el medio de cultivo. 

A1 y B1 - Explantes ganglionares cultivados sobre un substrato de polilisina y medio de cultivo 

normal durante 24 horas. 

A2 - Mismo explante ganglionar que A1, después de 24 horas en presencia de 5 jxg/mi de Con A en 

el medio de cultivo. El crecimiento de fibras nerviosas en presencia de la lectina es muy 

irregular y se observan conos de crecimiento aplanados (flecha). Escala = 20 ym. 

B2 - Mismo expiante ganglionar que B1, después de 24 horas en presencia de 25 yg/mi de Con A 

en el medio de cultivo. Las fibras nerviosas en estas concentraciones presentan un crecimiento 

recto en una primera parte y despues se bifurcan con un crecimiento irregular. Escala = 50 am.



  
Figura 23 - Microfotografias de explantes ganglionares de la raiz dorsal de embrién de pollo 
cullivados en presencia de la lectina WGA en el medio de cultivo. 
A‘ y B1 - Explantes ganglionares cuitivados sobre un substrato de polilisina y medio de cultivo 

normal durante 24 horas. 
A2 - Mismo explante ganglionar que A1, después de 24 horas en presencia de 5 ug/mi de WGA en 

el medio de cultivo. Sdlo algunas fibras nerviosas contindan creciendo en presencia de la 
lectina, pero su forma es muy irregular y agrupadas entre ellas. Las células no nerviosas 
presentan necrosis. 

B2 - Mismo explante ganglionar que B1, después de 24 horas en presencia de 25 pg/ml de WGA en 
el medio de cultivo. Las fibras nerviosas asi como las células gliales mueren a esta 
concentracion de la lectina. 

Escala = 50 pm.



  

Estos resultados muestran que la WGA a ambas_ concentraciones 

utilizadas, provoca toxicidad dosis-dependiente a los explantes ganglionares de la 
cadena dorsal de embrién de pollo en cultivo. 

Solucién de PNA (Figura 23). La solucion de PNA (5 pg/ml) modifica el 
crecimiento neuronal. La red de fibras nerviosas continuan creciendo alrededor del 
xplante, sdlo que presentan entre ellas numerosas interconexiones. A partir de 

cierta distancia solo algunas neuritas contindan su crecimiento en forma aislada. 
Sin embargo, esas fibras individualizadas son muy delgadas (A2) y/o con conos 
de crecimiento muy prominentes (B2). Las células de tipo glial son muy escasas. 

Solucién de UeAf (Figura 24). La exposicién de una solucién de UeAf (5 y 
2£ ug/ml) parece no provocar ninguna modificacién en el crecimiento neuronal de 

los explantes ganglionares. Las fibras nerviosas observadas 24 horas despues de 
la adici6én de la lectina son alargadas y aisladas, similar a la de los cultivos control 
(F gura 6). 

Las células gliales son poco numerosas en presencia de una solucién 5 

u/ml de UeAf y se vuelven refrigerantes y globulosas a la concentracién de 25 
ug/ml. 

En _conclusién, el efecto de las soluciones de lectinas cuando sobre el 

cre-cimienro de los explantes ganglionares en cultivo es muy variable. Este efecto 
deoende de diversos factores, tipo de lectina, concentracién y momento de su 
apiicacion: 

-El efecto de la lectina PNA en solucién, no parece variar en funcién de fa 
concentracién utilizada, al menos en este estudio a las dos concentraciones 

utilizadas ejerce el mismo efecto sobre el crecimiento neuronal. La solucion 

de lectina UeAf, no modifica el crecimiento de los explantes ganglionares 
de embrién de pollo. 

-Er cambio, para las otras lectinas estudiadas, observamos una dependencia de 
la dosis utilizada. La soluci6n de WGA se observ6 que a mayor 
concentracién mayor efecto téxico. Para la solucién de Con A encontramos 
que a bajas dosis se favorece el crecimiento pero se vuelve téxica a dosis 

mayores. 

B).- ANALISIS CUANTITATIVO SOBRE NEURONAS DISOCIADAS. 

Este estudio se realiz6 con 4 lectinas que presentan especificidades 
monosacaridas diferentes. La inhibicién especifica con azticares exdégenas, 
también fue analizada y los resultados obtenidos se resumen a continuacién 
lect na por lectina. 
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Figura 24 - Microfotografias de explantes ganglionares de la raiz dorsal de embrién de pollo 
culivados en presencia de la lectina PNA en el medio de cultivo. Los explantes ganglionares fueron 
cullivados sobre un substrato de polilisina y medio de cultivo normal durante 24 horas. 
A1 y A2 - Explante ganglionar después de 24 horas en presencia de 5 j1g/ml de PNA en el medio de 

cultivo. Las fibras nerviosas presentan un crecimiento simétrico y prominente alrededor del 
explante. Las fibras se acompafian con células gliales fuera de! explante, pero a cierta distancia 
estas Ultimas crecen individualmente (flecha A2). 

Bi y B2 - Explante ganglionar después de 24 horas en presencia de 25 ya/ml de PNA en el medio 
de cultivo. E! crecimiento de las fibras nerviosas en presencia de esta concentracion de lectina 
es muy similar a 5 ug/ml (A1). Las fibras individuales frecuentemente muestran conos de 
crecimiento aplanados sin filopodios (B2). 

Escala A1 y B1 = 50 um, A2 y B2 = 20 um.



  
Figura 25 - Microfotografias de explantes ganglionares de !a raiz dorsal de embrién de pollo 
Cultivados en presencia de la lectina UeAf en el medio de cultivo. Los expiantes ganglionares fueron 
Cultivados sobre un substrato de polilisina y medio de cultivo normal durante 24 horas. 
A - Explante ganglionar después de 24 horas en presencia de 5 ug/ml de UeAf en el medio de 

Cultivo. 
B - [Explante ganglionar después de 24 horas en presencia de 25 pg/ml de UeAf en el medio de 

cultivo. 
En embos casos se observa un notable crecimiento de fibras nerviosas aisladas y escasas células 

gliales alrededor de los explantes 
Escela = 50 pm.
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Solucién de Con A. Las concentraciones de lectina que se agregaron a los 
cultivos después de 4 horas in vitro fueron 0.25, 1, 5 y 25 pg/ml. 

1. Medias y errores estandares, 
La Tabla VII muestra los valores del promedio y del error standard de la 
media para los siete parametros estudiados y se resumen asi: 

-La solucién de Con A altera todos los parametros estudiados. Esta modificacion 
depende de la concentraci6n de la lectina utilizada. El efecto maximo se 

obtuvé a una concentracién de 1 pg/ml. 
-La concentraci6n de 0.25 pg/ml de Con A, que corresponde a la cantidad de 

lectina que se libera en el medio de cultivo (ver primera parte de resultados) 
también modifica el crecimiento neuronal. Sin embargo, ésta modificacién 
es intermedia entre la obtenida con el grupo control (polilisina) y el grupo 
Con A-substrato. 

-A altas concentraciones (25 pg/ml) la Con A en solucién es téxica para las 

neuronas sensoriales. 
-Cuando se utiliza la Con A como substrato de cultivo, los valores promedio de los 

parametros son también modificados, pero de diferente forma que en los 
grupos Con A-solucién. El parametro discriminante para el grupo Con A- 
substrato es definitivamente Nb. 

-La adicién de 100 mM de manopiranosida a cultivos realizados sobre un 
substrato de Con A provoca una disminucién en todos los parametros 
estudiados. Estos valores son menores que los obtenidos en el grupo 

control (polilisina). 

2. Comparacién de varianzas y medias. 

A partir de los resultados obtenidos por la comparaci6n de medias y 

varianzas se pueden extraer las siguientes conclusiones: 

Analisis entre grupos experimentales. 

La polilisina es diferente significativamente del grupo aztcar inhibitoria y de 

las poblaciones de Con A en solucién a concentraciones 1, 5 y 25 g/ml para 3 de 
los parametros de ocupacion espacial (p < 0.01) y para Ln y Nb (F = 3.71, p < 

0.01). Sin embargo, no hay diferencias significativas ( F = 1.03) con respecto a la 

menor concentracién de lectina utilizada (0.25 pg/ml). 

Igualmente no se observan diferencias significativas entre el grupo Con A- 

substrato y los grupos en solucién 0.25, 1 y 5 ug/ml! para la mayoria de los 
parametros, excepto para el parametro Nb (F = 2.67, p < 0.05). La maxima 

concentracion de Con A probada (25 pg/ml) presenta diferencias significativas con 

todos los otros grupos experimentales al ser una concentracion téxica (p < 0.01). 
La Con A-substrato es significativamente diferente del grupo azucar para 

todos los parametros (p < 0.01), excepto para FG (F = 1.31) y Nn (F = 1.03). El 
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Figura 25 - Grafica del andalisis en componentes principales 

obtenido del grupo experimental Con A y cinco 

parametros neuronales. Agrupacién del 87.4 % de 
los datos en el primer plano factorial.
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grupo Con A 25 jig/ml es diferente significativamente del grupo control y del grupo 
Con A-substrato para todos los parametros (p < 0.01). 

Analisis parametro versus parametro. 
Este andalisis muestra el poder discriminante de algunos parametros. A 

partir de él se clasificaron como parametros discriminantes a AOE, POE, FF, Ln y 

Nb. Los otros 2 parametros (Nb y FG) no muestran mas que muy pequefia 

veriacién y no pueden considerarse como buenos parametros discriminantes. 

3. Analisis en Componentes Principales. 

La Figura 25 representa la proyeccién en el primer plano factorial, la cual 
concentra 87.4% de la informacién total. Los vectores de proyeccién de 5 
parametros analizados se localizan mas o menos en las mismas posiciones que 
en el ACP que se realiz6 para el estudio dei efecto de diversos substratos (Figura 
20). A pesar de que en este caso también hay sobreposicién de elipses, podemos 
observar los siguientes resultados: 
-Las elipses correspondientes a las concentraciones 0.25, 1 y 5 ng/ml de solucién 

de Con A estan situadas a la derecha de la elipse de polilisina. Esto quiere 
decir que la mayoria de las neuronas de esas poblaciones poseen una 
mayor area de ocupaci6n espacial! y tienen mayor numero de bifurcaciones 

y neuritas mas largas que aquellas cultivadas sobre polilisina. Estas 
modificaciones de la forma neuronal son dependientes de la concentracién 

utilizada y llegan a ser maximas a la concentracién de 1 pg/ml. 
-La elipse de la poblacién de Con A-substrato contiene en gran parte a las elipses 

correspondientes a las concentraciones de 1 y 5 pg/ml de lectina en 
solucién, pero ésta se situa mas bien en la parte inferior de la grafica, es 

decir, donde influye con mayor peso el vector Nb. 

-Existe cierta sobreposicién entre las elipses correspondientes a 0.25 yg/ml de 
lectina en solucién y de Con A-substrato. Sin embargo, debido al 
desplazamiento de la elipse correspondiente a la poblacién de Con A- 

substrato hacia el parametro Nb, ésta puede ser considerada como una 

poblaci6n diferente. 
-En la parte izquierda de la grafica se localizan las elipses correspondientes a las 

poblaciones cultivadas en presencia de azucar inhibitoria (manopiranosida) y de 
una solucién de Con A 25 ug/ml. Esta localizacién nos indica que las neuronas 

provenientes de estas poblaciones ocupan un reducido espacio y poseen pocas 

bifu‘caciones y asi como pequefias neuritas. Es decir, la concentraci6n de 25 

ug/ml de Con A en solucion inhibe el crecimiento neuronal de forma similar a la 

mariopiranosida (100 mM) la cual inhibe selectivamente el efecto de un substrato 
de GonA. 

En conclusion, el crecimiento de las neuronas sensoriales de embrion de 
pollo se modifica por la presencia en solucion de la lectina Con A. Estas 

modificaciones son dosis dependientes y especificas de los grupos manosidicos 

en la superficie celular. A bajas concentraciones, la forma neuronal es menos 
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regular y con neuritas mas largas y mas bifurcadas. El efecto es maximo a 1 g/ml 
de solucién de Con A. En cambio a medida que se aumenta la concentracién el 
cambio se revierte hasta inhibir el crecimiento neuronal! a dosis de 25 ug/ml. 

Soluci6n de WGA. Las concentraciones de la lectina WGA utilizadas 

después de 4 horas de cultivo fueron 0.25, 5 y 25 g/ml. 

1. Promedios y errores estandares. 

Los valores de promedios y errores estandares obtenidos de los 7 
perametros estudiados se presentan en la Tabla VIII. Las principales conclusiones 
son: 
-La WGA en solucién modifica negativamente el crecimiento neuronal 

disminuyendo los parametros topolégicos y neuriticos. Estas alteraciones 
en el crecimiento neuronal son proporcionales a la concentraci6n utilizada. 

-La adicién de 300 mM de glucosamina a los cultivos realizados sobre substratos 
de WGA no parece modificar los valores promedios de los parametros 
morfométricos estudiados. 

2. Comparacién de varianzas y medias (Tabla VIII). 
Este estudio mostré que los parametros FG y Nb no son significativamente 

diferentes (discriminantes) para permitirnos describir el efecto de esta lectina en 

solucién, por lo cual no seran considerados en el siguiente analisis. 

Analisis entre grupos experimentales. 

Todas las concentraciones de la lectina WGA utilizadas, muestran valores 

promedio de los parametros de ocupacién espacial significativamente diferentes 
de aquellos que se obtuvieron sobre un substrato de polilisina (p < 0.01). El Gnico 

parametro que no difiere significativamente es el correspondiente a Nn (F = 1.25). 

Los valores obtenidos para las concentraciones 0.25 y 5 pg/mi de WGA en 
solucién son significativamente diferentes de los del grupo WGA-substrato para 
todos los parametros discriminantes (p < 0.01). La Unica diferencia significativa (p 
< 0.05) entre el grupo WGA-substrato y el grupo 25 pg/ml de WGA en solucién se 
refiere al parametro Nn. 

E! grupo de azucar inhibitoria (glucosamina) es diferente significativamente 

del grupo polilisina (p < 0.01), pero en cambio no lo es de! grupo WGA-substrato 

parat ninguno de los parametros discriminantes (F = 1.02). 

3. Analisis en Componentes Principales. 

La Figura 26 concentra 85.9% de la informacién total obtenida para el 
conjunto de las poblaciones. El plano factorial se represent6 con los 2 primeros 
ejes factoriales (concentrando 64 y 21.9% de la informacion respectivamente). 
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LJ Polilisina 

  

  

Pardmetros 

AQE: Area 

FF: Factor de forma 

Nn: Numero de neuritas 

E 0.25 g/ml 

[3 5 g/ml 

    

25 jtg/m! 

    

        
          

  

  

Nb: Numero de bifurca- a 
b ciones ES WGA substrato 

Ln:  Longitud total de neu- . 
ritas. i Glucosamina 

Figura 26 - Grafica del analisis en componentes principales 
obtenido de! grupo experimental WGA y cinco 
parametros neuronales. Agrupaci6n del 85.9 % de 
los datos en el primer plano factorial. 
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C1] Polilisina 

  

  

Pardametros: 

AOE: Area 

FF: Factor de forma 

Nn: Numero de neuritas 

Nb: Numero de bifurca- 
ciones 

E] 0.25 g/ml 

5 pg/ml 
  

      

  

25 j4g/m! 

PNA substrato         
  

  
Ln: Longitud total! de neu- . 

tas ud toto El Galactosida 

Figura 27 - Grafica del analisis en componentes principales 

obtenido del grupo experimental PNA y cinco 

parametros neuronales. Agrupacién del 84.8 % de 

los datos en el! primer plano factorial. 
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En una forma general las elipses de concentracién presentan una gran 
interjeccién entre ellas. Sin embargo, ciertas diferencias son a remarcar entre los 
grupos experimentales. 

-La elipse de concentracién de la poblacién de polilisina se localiza a la derecha 

de las otras elipses. Esto significa que las neuronas que crecen sobre dicho 
substrato poseen una forma espacial mayor y con mas largas neuritas. 

-Por otro lado, la elipse poblacional correspondiente al grupo de 25 pg/ml de WGA 

en solucién se localiza en la parte izquierda de la grafica, lo cual significa 
que las células de esta poblacién muestran un reducido crecimiento 
neuritico. 

-Lia localizaci6n de la elipse del grupo glucosamina se encuentra completamente 

contenida en la elipse que corresponde al grupo WGA-substrato. Esto 
significa que no se presenté inhibicién del efecto de WGA-substrato por la 
aplicacién del azucar inhibitoria 6 que ambas poblaciones celulares son 
indistinguibles morfoldgicamente. 

En resumen, la WGA en solucién es una lectina que inhibe el crecimiento 
de las neuronas sensoriales de embrién de pollo en cultivo. Su efecto es similar al 

qu se obtuv6 cuando la lectina se aplic6é en forma de substrato (Fig. 7). 

Los resultados obtenidos por la aplicacién de un monosacarido inhibidor 
sobre un substrato de WGA sugiere que la accién del substrato no se debe 
unicamente a los sitios glucosaminoglicanos de la membrana neuronal. 

Solucién de PNA. Tres concentraciones de la lectina PNA se probaron en 

solucion después de 4 horas de cultivo: 0.25, 5 y 25 pg/ml. 

1.- Promedios y errores estandares. 

La Tabla IX muestra los resultados obtenidos para los siete parametros 
morfométricos estudiados, los cuales se pueden resumir como: 
-La lectina PNA en solucioén provoca una disminucién de los valores promedio de 

los parametros AOE, POE, FG, Nb y Ln. El parametro Nn no se modifica 
con ninguna de las concentraciones utilizadas (F = 1.03). La disminuci6én 
del crecimiento neuronal varia poco en funcién de la concentracién utilizada 
(no es estadisticamente significativo). 

-El grupo del azucar inhibitoria (galactosida) no parece inhibir el efecto negativo de 
la PNA-substrato en el crecimiento neuronal (F = 1.14). 

2.- Comparacion de varianzas y medias. 
Este andalisis se realizo para los 7 parametros, a pesar de que algunos de 

ellos tienen poco poder discriminante (Tabla IX): 
-El grupo correspondiente al substrato de polilisina es diferente de los tres grupos 

correspondientes a las diferentes concentraciones de solucién de PNA 
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Parametros: 
AOE: Area 

FF: Factor de forma 

Nn: Ndmero de neuritas 
Nb: Numero de bifurca- 

ciones 
Ln: Longitud total de neu- 

ritas.     

CL) Polilisina 

EI) 0.259/ml 

5 ptg/ml 

25 pg/ml 

UeA substrato 

EE fucosa 

  

  

  
  

Figura 28 - Grafica del andalisis en componentes principales 
obtenido del grupo experimental UeAf y cinco 
parametros neuronales. Agrupaci6n del 84.5 % de 
los datos en el primer plano factorial. 
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utilizadas. Esta diferencia presenta la mayor significancia a la concentraci6n 

de 5 pg/mi de PNA en solucién (p < 0.05). 

-El grupo PNA-substrato no presenta diferencias significativas de las poblaciones 
de 0.25, 5 y 25 pg/ml de solucién de PNA (F = 0.50). 

-El grupo del monosacarido inhibidor (galactoside) es diferente significativamente 

del grupo contro! (substrato de polilisina) tanto para los 3 parametros de 
ocupaci6n espacial (p < 0.01) como para los 3 parametros neuriticos (F = 
4.77, p < 0.01). Pero por otro lado, no tiene diferencia significativa del grupo 
PNA-substrato a excepcién del parametro Nb (F = 5.24, p < 0.01). 

3.- Analisis en Componentes Principales. 

El espacio formado por la interjeccién del eje 1 y el eje 2 agrupa 84.8% de 
la informacion total de los grupos experimentales (Figura 27). A pesar del gran 

recubrimiento entre las poblaciones estudiadas, las elipses de las poblaciones nos 
muestran ciertas tendencias: 

-La localizacién en la parte izquierda de la grafica de todos los grupos 

experimentales significa que en todos los casos existe inhibicién del 

crecimiento neuronal. 

-El efecto debido al substrato de PNA parece no diferenciarse del producido por la 
misma lectina en solucién, a ninguna de las concentraciones utilizadas. 

-No existe inhibicidn selectiva inducida por la galactosida, sobre el efecto 
inhibitorio del crecimiento neuronal producido por el substrato de PNA. 
En resumen, el analisis cuantitativo realizado muestra que la PNA cuando 

se utiliza como substrato de cultivo disminuye significativamente el crecimiento 

neuronal respecto al grupo control (p < 0.05). Esta lectina cuando se expone en 

forrna de solucién provoca de forma similar una disminucién en el crecimiento 

neuronal. Similar a los resultados obtenidos para la lectina WGA, el efecto 
producido por el substrato de PNA no parece depender exclusivamente a los 

gru0s galactosidos libres de la membrana plasmatica. 

Solucién deUeAf. Las concentraciones utilizadas de esta lectina en 

solucién fueron 0.25, 5 y 25 ug/ml. 

1. Promedios y errores estandares (Tabla X). 

-Las: concentraciones de soluciones de lectina UeAf 0.25 y 5 pg/ml modifican el 
crecimiento de neuronas sensoriales en cultivo, disminuyendo los 
parametros topoldégicos y neuriticos. 

-A la concentracién de 25 ug/ml, la soluci6n de UeAf no muestra diferencias 
significativas para los parametros AOE, POE, FF y Ln con respecto al 
grupo control (substrato de polilisina). 

-Entre todos los grupos analizados no se observan variaciones en el parametro 

Nn. 

-La condicién experimental que mas disminuye el crecimiento neuronal es el grupo 
UeAf-substrato. 
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-El azucar inhibidora (fucosa) no revierte el efecto producido por el grupo UeAf- 

substrato. 

2. Comparaci6n de varianzas y medias. 
El andalisis de la Tabla X muestra que el parametro FG no es discriminante para 

esta lectina (F = 0.95). La comparacién entre los grupos para fos 6 restantes 
parametros se resume asi: 
-La polilisina es significativamente diferente de los grupos 0.25 y 5 pg/ml de solucién de 

UeAf para todos los parametros de ocupacién espacial (p < 0.01). No se 
observan diferencias significativas del grupo control con respecto al grupo UeAf 
en soluci6n a 25 pg/ml, para ninguno de los parametros analizados (F = 1.15). 

-Los grupos UeAf-substrato versus 5 ng/ml de UeAf en solucién muestran ser similares 

respecto a los parametros topolégicos, pero diferentes en los parametros Nn (F 

= 2.81, p < 0.05) y Nb (F = 2.07, p < 0.05). Al comparar el grupo UeAf-substrato 

con los grupos en solucién de otras dosis los resultados son muy variables. 

-El g'upo azucar fucosa es significativamente diferente del grupo control, pero no de 
grupo UeAf-substrato. 

3. Analisis en Componentes Principales. 

Las elipses de concentraci6én representadas en el primer plano factorial (Figura 

28), €l cual agrupa 84.5% de la informacién total nos muestran que: 
-Los grupos experimentales se localizan en posicién central comparados con el! grupo 

polilisina que se localiza mas a la derecha. Esto significa que la lectina UeAf es 

menos favorable para el crecimiento neuritico que el substrato de polilisina. 

-No se observa inhibicién especifica por la fucosa sobre un cultivo realizado sobre 

substrato de UeAf. 

-La concentraci6n de 25 pg/ml de UeAf es la condicién experimental de este grupo que 
disminuye en forma mas drastica el crecimiento neuritico. 

Se puede concluir que el substrato formado por UeAf no favorece el crecimiento 
neural, pero que probablemente este efecto inhibitorio no se debe exclusivamente a los 
sitios nonosacaridos que reconoce la lectina. Esta proteina si se aplica en forma de 

solucion afecta de forma variable el crecimiento neuritico (inhibiéndolo en todas las 
concentraciones). 
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Figura 29 - Explantes ganglionares (A y D) y neuronas disociadas (B,C,E y F) de ta raiz dorsal de 
embrion de pollo cultivadas durante 24 horas y marcadas con 100 yg/mi de Con A-FITC. 

A, By C - Subsirato de polilisina + carbodiimida 
D, Ey F - Substrato de Con A + carbodiimida. 

La unén de Con A-FITC en fibras nerviosas de explantes ganglionares es similar en ambos 
tipos ce substratos. En neuronas disociadas, se observa un mayor marcado a nivel del soma y de 
las varicosidades presentes a Io largo de fas neuritas. 
A, C, Oy F - Micrografias con epiluminiscencia 
B y E - Micrografia en contraste de fase. 
Escala: 50 um (A y D) y 20 ym (B, C, E y F). 

ya



  

  
Figura 30 - Explantes ganglionares de la raiz dorsal de embrién de pollo cultivados durante 24 
horas, después fueron marcados con 100 pg/ml de Con A-FITC (B y E) y falotidina-RTITC (C y F). 
A, By C - Substrato de Con A + carbodiimida. 
D, Ey F - Substrato de polilisina + carbodiimida. 

Las fibras nerviosas cultivadas sobre un substrato de polilisina presentan una distribucion 
paralela de los regeptores membranares a Con A y ios filamentos de actina intracelulares (EyFla 
todo lo largo de la neurita. Sobre un substrato de Con A, se observa un poco marcado membranal 
de teceptores a la lectina y mayor de !a actina en Ia parte distal de la neurita (By C). 
Ay D - Micrografias en contraste de fase. 
B, C, E y F - Micrografia con epiluminiscencia. 
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IV).- DOBLE INUUNOMARCAJE: LECTINAS-CITOESQUELETO 

La distribuci6n de ciertos oligosacaridos en la superficie membranal se puso en 
evidencia con la ayuda de lectinas exégenas marcadas con fluoresceina o rodamina. La 
identificaci6n de filamentos de actina y de tubulina se realizO sobre explantes 
ganglionares. 

1. Inmunomarcado por lectinas fluorescentes: 

Dos lectinas se utilizaron, la Con A-FITC y la WGA-RTITC a una concentraci6én 
de 130 ug/ml. 

Explantes ganglionares. 
Los cultivos de fibras nerviosas realizados sobre un substrato de polilisina 

(Figura 29, A) muestran un marcado a la Con A-FITC en forma disperso a lo largo de 

toda la superficie celular hasta !a prolongacién neuritica. Esta distribucién del marcado 

se observa en las fibras cultivadas sobre un substrato de Con A (Figura 29, D). La 
diferencia en marca fluorescente observada en ambos casos, se debe a la gran 
densidad de neuritas presentes en el cultivo sobre el substrato de Con A. Los 
resultados obtenidos muestran que a pesar de que las neuronas se unen al substrato 

formzido por Con A a través de sus grupos manosidicos expuestos en su superficie 
celular, sigue habiendo un gran numero de sitios libres en la membrana celular, los 
cuales reaccionan con la lectina fluorescente. 

E! marcaje obtenido por la WGA-TRITC en explantes ganglionares cultivados 
sobre un substrato de WGA (Figura 31, B) es muy poco con respecto al obtenido sobre 
un cultivo realizado sobre un substrato de polilisina (Figura 31, E). Esta diferencia 
puede: deberse al poco crecimiento inducido por la lectina. 

Neuronas disociadas. 

Ninguna diferencia significativa se observé en el marcado celular con Con A- 
FITC entre las neuronas cultivadas sobre un substrato de polilisina y aquéllas 
cultivadas sobre un substrato de Con A (Figura 29, C y D). 

La fluorescencia se localiza distribuida a todo lo largo de la superficie celular, 
siendc mas intensa a nivel del soma celular. 

a). Doble marcado Con A-actina. 
Un débil marcado membrana! con la Con A-FITC (Figura 30) se observa en fibras 

nerviosas cultivadas sobre Con A (B) 0 polilisina (E). Al observar la distribucién de 
microfilamentos en las mismas fibras (C y F respectivamente) destacan los siguientes 

resultados: 

- la actina se encuentra presente a todo lo largo de la neurita y llega hasta el cono de 

crecim ento (F), 
- la distripuci6n de receptores a Con A y moléculas de actina es similar en céiulas 
cultivadas sobre polilisina (E y F) pero es diferente en neuronas creciendo sobre un 
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substrato de Con A (B y C). Es decir la actina se encuentra presente a todo lo largo de 

la fitra y la Con A principalmente en la parte proximal de ésta. 

b). Doble marcado WGA-tubulina. 

Las fibras nerviosas muestran un notable marcado con la WGA-RTITC cuando 

fueran cultivadas sobre un substrato de polilisina (Figura 31 E). La distribucién de 
microtubulos es similar a la de los receptores a la WGA (E y F). 

Si el cultivo se realiza sobre un substrato de WGA, la tubulina no se observa con 

este método de inmunomardaco en células nerviosas ni gliales (C). 

En _conclusi6n las neuronas cultivadas sobre un substrato de Con A presentan 
una distribucién de los receptores libres a la misma lectina diferente de la expresién 
intracelular de los filamentos de actina. 

Las fibras nerviosas cultivadas sobre un substrato de WGA presentan un 

crecimiento muy reducido asi como también una débil expresién de microtubulos. Los 
cultivas control (en polilisina) presentan distribuciones similares entre los receptores a 
Con y actina o receptores a WGA y tubulina. 
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Figura 31 - Explantes ganglionares de la raiz dorsal de embrion de pollo cultivados durante 24 
horas, después fueron marcados con 100 yg/ml de WGA-TRITC (B y E) y anti-B-tubulina y un 

segunilo anticuerpo acoplado a fluoresceina (C y F). 

A, By C - Substrato de WGA + carbodiimida. 
D, E y F - Substrato de polilisina + carbodiimida. 

Sobre ef substrato de WGA, se observa un marcado tenue a WGA-TRITC y inmunoreaccion 
negativa de los microtubulos (B y C). Las fibras nerviosas cultivadas sobre polilisina presentan un 
notable marcado membranal de receptores a WGA y escasa inmunoreaccion intracelular de los 

filamer tos de tubulina. 
AyD - Micrograffas en contraste de fase. 

B, C, Ey F - Micrografia con epiluminiscencia.



  

DISCUSION 
  

Los resultados obtenidos de este estudio experimental muestran que las 

lectinas aplicadas en cultivo modifican el desarrollo neuronal. Los cambios en el 

crecimiento de células nerviosas dependen del tipo de lectina (es decir, del 

monosacarido al cual reconocen) y de la forma de exposicion de éstas (en forma 
de substrato o en solucién). Por lo tanto el analisis de resultados se realizara en 

dos secciones. En primer lugar se describiran las interacciones entre fas 
moléculas de la matriz extracelular y el sistema nervioso durante la embriogénesis 
nerviosa. En seguida se discutiran los mecanismos de accién de moléculas 
difusibles en el mismo proceso de desarrollo. De esta manera se tratara de 

enjlobar los resultados obtenidos con los substratos de lectinas y con las lectinas 

en soluci6n. 

MATRIZ EXTRACELULAR Y LECTINAS 
La matriz extracelular ha sido definida como el medio ambiente natural en 

el cual las células de organismos multicelulares se encuentran embebidas. Se 
compone de moléculas que modulan la adhesion celular, el crecimiento, la 
morfologia, la diferenciacién y el alargamiento de la vida. La matriz extracelular no 
sold sirve como un sostén mecanico en el cual las células se adhieren o bien 

coro un pegamento biolégico que conecta y separa diferentes tejidos, sino que 

forma estructuras altamente especializadas como son el tejido conectivo, los 
tendones, los huesos y los dientes (Beck y Gruber, 1995). 

Como se mencioné en la seccién de Introducci6n, la matriz extracelular del 

sistema nervioso esta constituida de compuestos con gran diversidad bioquimica 

(Perris, 1997). Particularmente, entre las proteinas que conforman la matriz 
extracelular se han descrito ciertas lectinas y otras moléculas con funcion de tipo 
lectina, es decir con un componente de reconocimiento a glticidos. Asi, por 

ejemplo la ligantina descrita en la matriz extracelular del cerebro de rata adulta 
(Mzrchanse y cols.,1982) se considera una lectina endégena, debido a que 
reconoce de forma especifica los grupos acetil-glucosamina de la membrana 
plasmatica. En el sistema nervioso periférico, las células de Schwann secretan 

entre otras proteinas a la entracina, que es similar a la ligantina del sistema 

nervioso central y que funciona también como una lectina matricial (Rutka y cols., 

1988). 

Zanetta y colaboradores (1987), propusieron diversas funciones biologicas 

ala CSL (lectina soluble cerebral). Esta lectina matricial es secretada activamente 

por las astrocitos e interviene en la mielinizacién y la migracién de los 
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neuroblastos (Kuchler y cols., 1988), asi como en la formacién de contactos 

intercelulares y de célula-matriz extracelular (Kuchler y cols., 1989) y 
probablemente en otros fendmenos neuronales. Recientemente se mostré que la 

CSL es una lectina polivalente que se une a glucoproteinas de la membrana de 

neuroblastos y de los propios astrocitos que la secretan, permitiendo la adhesion 
entre ambos tipos celulares y a su vez la migracién de las neuronas inmaduras 
(Lehman y cols., 1990). La CSL y la R1 fueron dos lectinas que originalmente se 
aislaron del cerebelo de rata y tiempo después han sido reconocidas con una 
arplia distribucién en varios tejidos de mamiferos (Zanetta y cols., 1992). 

Las lectinas matriciales no solo han sido descritas en ei sistema nervioso 
sino tambien en multiples tejidos animales (Barondes, 1984; Kuchler y cols., 1989; 
Levi y Teichberg, 1989; Tenot y cols., 1989). Por ejemplo, en el pulm6én de rata se 
ha descrito una lectina denominada “lectina-heparina de rata" y que tiene una 
estructura muy similar a la “lectina-heparina de pollo", la cual se localiza en el 

musculo embrionario y en el higado del adulto. Estas dos lectinas, al unirse a la 
heparina y a la acetil-galactosamina, forman un puente entre la membrana celular 
y los glucosaminoglicanos (Barondes, 1984). A nivel pulmonar de rata, otra lectina 
"la lectina B-galactosida" se encuentra presente en grandes concentraciones en 

las fibras elasticas y los vasos sanguineos en donde tiene una funcién en la 
elasticidad celular (Powell y Whtney, 1980). En el embrién de pollo, se ha 

mecstrado que la lectina B-D-galactosida, interviene en la migracién de células del 

endodermo embrional (Milos y Zalik, 1981). 

Las lectinas matriciales también han sido descritas en condiciones 

patolégicas y se proponen como posibles marcadores del proceso (Song y cols., 

1993; Zanetta y cols., 1996). Un ejemplo de esto se tiene en una lectina endégena 

que se presenta bajo ciertas condiciones en células de un tipo de carcinoma 
hurnano (SCL-1), pero bajo irradiacion grandes cantidades de estas moléculas se 
expresan en su superficie celular. Estas lectinas se unen a neoglucoproteinas de 
tipc a-L-rhamnosyl 0 a-D-glucosil (Condaminet y cols., 1997). 

Una gran parte de los estudios realizados con el fin de observar el papel 
que juegan las lectinas de !a matriz extracelular en los fendmenos celulares se ha 

llevado a cabo en cultivo de células, debido a la simplificacion del modelo de 
estudio (Aplin y Hughes, 1981a, b; Rauvala y cols., 1981 a; Oppenheimer-Marks y 

Grinnell, 1981; Hatten y Francois, 1981; Chiquet y Acklin, 1986; De George y 
Carbonetto, 1981; Grumbacher-Reinert, 1989; Bauer y Tontsch, 1990). Asi, el 
crecimiento y el desarrollo de las fibras nerviosas de embridn de pollo en cultivo 
varian en funcién del substrato utilizado (Letourneau, 1975; Saxod y Bizet, 1988). 

Nuestros experimentos realizados con diversos substratos de lectinas confirman 

estes observaciones. En particular, para la lectina Con A, la cual favorece el 
desarrolio neuronal de explantes ganglionares y de neuronas disociadas, ha sido 
tamoién reportado por otros autores en diversos tipos neuronales (Aplin y Hughes, 

1981a, b; Rauvala, 1981a y b, 1984; Chiquet y Acklin, 1986; Bauer y Tonstch, 
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1990). Sin embargo, todos esos reportes han sido sdélo descriptivos y no 

cuantifican el crecimiento como lo realizamos en el presente trabajo. 

En otros trabajos (De George y cols., 1985; Chiquet y Acklin, 1986) se ha 
moastrado un aumento en el ntimero de neuritas formadas por célula, cuando se 
ericuentran creciendo sobre un substrato de Con A. Creemos que no existe 
ccntradiccién entre estos resultados y los presentados en el presente estudio, ya 

que los reportes de dichos autores fueron observados Unicamente durante las 
pr meras horas del cultivo y por nuestra parte observamos el mismo efecto cuando 

realizamos experimentos similares (Figura 13). Es decir, que la induccién en el 
numero de neuritas formadas por célula es un fendmeno temprano del desarrollo, 
el cual no perdura por largo tiempo, debido a que las fases tardias del crecimiento 
son controladas por mecanismos distintos. Asi, para las neuronas sensoriales de 

emibrién de pollo, solo una o dos neuritas predominan en el crecimiento. 

Para las otras lectinas estudiadas (WGA, PNA y UeAf) nuestro trabajo 
experimental muestra que son substratos que inhiben o disminuyen el crecimiento 
de explantes ganglionares y de neuronas disociadas. Cierto numero de autores 
ob:ienen resultados diferentes en tipos celulares diversos. Por ejemplo, los 
fibroblastos no se adhieren a substratos de PNA o de UeAf (Aplin y Hughes, 

19331b; Carter y cols., 1981), y en contraste sobre la lectina WGA las células 
dérmicas y hepaticas muestran una gran adhesividad y un aumento en la 
migracion celular (Davenport y cols., 1987; Oppenheimer-Marks y Grinnell, 19871). 
Comnparar estos resultados por los obtenidos en este trabajo no resulta adecuado 

debido a la diversidad celular y el método utilizado para fijacién de lectinas a la 
caja de cultivo. 

Para analizar los resultados obtenidos en este estudio, es importante 

sefalar previamente las condiciones experimentales utilizadas. Asi, en primer 

terrnino es necesario tener en cuenta que fa carbodiimida (utilizada como agente 

accplador de proteinas, para la técnica de fijacién de substratos) ha sido descrita 

como una molécula capaz de modificar ciertas caracteristicas quimicas de las 
proveinas (Pinto da Silva y cols., 1973). La combinacion de la ferritina con la 
carbodiimida produce una proteina muy reactiva a las cargas negativas de los 
aciclos sialicos, pero también de acidos urénicos (Wessels y cols., 1976), 

modificande el punto isoeléctrico de la molécula. Las modificaciones del 

crecimiento neuronal que observamos en nuestras condiciones experimentales, 
podrian estar inducidas por las variaciones provocadas por la carbodiimida sobre 
las lectinas estudiadas, sin embargo fué necesario su utilizaci6n como agente 
acoplador al plastico. 

A pesar de que con e! estudio cuantitativo realizado sobre los cultivos de 

células disociadas, no nos permite establecer diferencias significativas entre las 

lectinas WGA, PNA y UeAf, los cultivos de explantes ganglionares y el analisis 
cualitativo de los diversos tipos de crecimiento (Figura 7), nos muestra diversos 
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fendmenos ligados al crecimiento global de los ganglios como son: las 
inieracciones entre las fibras, las ramificaciones, las relaciones entre tipos 

celulares, etc. Caracterisiticas especificas para cada lectina utilizada y con 
especificidad glticida diferente. 

La influencia de las lectinas utilizadas como substratos de cultivo en 
diversos tipos celulares ha sido reportada en la mayoria de los trabajos sin un 
analisis de la posibilidad de que el efecto observado sobre las células pudiera ser 
el resultado de una doble accién de la lectina: tanto como substrato de cultivo, asi 

como compuesto en soluci6én (liberado al medio de cultivo) (Donaldson y Mahan, 
1984; Oppenheimer-Marks y Grinnell, 1981; Hatten y Francois, 1981). Esta 
hipdtesis sdlo ha sido discutida por De George y Carbonetto (1987) en su estudio 
realizado sobre los fendmenos implicados en la adhesién de las neuronas 

sensoriales de embridn de pollo. Los autores concluyeron que la Con A estimula la 

formacion de "lamelas" en cualquiera de las dos condiciones en que se aplique la 
lectina, pero que los mecanismos de accidén son diferentes. A pesar de que los 
resultados que obtuvimos en el! presente trabajo no nos permiten excluir 

definitivamente la doble accién de la Con A sobre ciertos parametros de! 

crecimiento neuronal, si podemos concluir que el parametro numero de 

bifurcaciones sdlo es sensible a la aplicacién de la lectina en forma de substrato y 
no como solucién. 

También podemos proponer la hipétesis inversa, es decir, considerar que la 
lectina utilizada en solucién pudiera adherirse al substrato de cultivo y entonces 

ejercer sus accién como molécula fija. Chiquet y Acklin (1986) realizaron 
experimentos con el fin de excluir dicha hipdtesis. Estos autores utilizaron como 
substrato de cultivo la albumina bovina, compuesto sobre el cual la Con A no se 
adhiere. Los resultados obtenidos sobre el substrato de albtmina en presencia de 

una solucin de Con A muestran que no existen cambios en el crecimiento 
neuronal, mientras que si el cultivo se realiza sobre un substrato de Con A, el 

desarrollo neuronal se observa significativamente aumentado. Los resultados que 

presentamos aqui confirman la idea de que bajo la presentacion soluble, la lectina 
Con A influye sobre el crecimiento neuronal. En la Tabla VII se indican los valores 

de los parametros neuriticos obtenidos por la mas baja concentracién utilizada de 

Con A (0.25 pg/ml). Estos valores son significativamente diferentes de los del 
cultivo control (substrate de polilisina), revelando el efecto de esa concentraci6n 

de lectina en las células. Aun en el caso de que toda la lectina se fijara sobre el 

fondo de la caja de cultivo, su concentraci6n es tan baja que resultaria insuficiente 

para ejercer una accién como substrato de cultivo (Figura 1, Hatten y Frangois, 
1981). Otro argumento en favor de esta conclusién nos lo dan los resultados 

obtsnidos para las mas altas concentraciones de lectinas utilizadas en solucion. 

La adhesion de células no se modifican en estas concentraciones y los cambios 

observados en los parametros son menores de los que se obtienen cuando la Con 

A se aplica como substrato de cultivo y sobre todo para el parametro numero de 

bifurcaciones (Tabla VI). 
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Otro dato importante a sefialar, proviene de los resultados obtenidos en los 

estudios de fijacién y liberacion de las lectinas en el transcurso de las primeras 24 

horas de cultivo. Los experimentos realizados mostraron por una parte, que las 

cantidades de lectinas adheridas son similares a las reportadas por la mayoria de 

oiros estudios (Hatten y Frangois, 1981; De George y Carbonetto, 1987), pero que 
las cantidades liberadas durante las primeras 24 horas son significativamente 
mayores a aquellas descritas en esos mismos trabajos. Asi, nuestros resultados 

obtenidos del crecimiento de neuronas disociadas y cultivadas en presencia de 

una solucién de Con A a una concentraci6n de 0.25 yg (Tabla Vil) muestran la 
accion de esta lectina en solucién sobre el desarrollo neuronal. Sin embargo, 
dizha estimulacién del crecimiento no calcanza a ser tan significativa como la 
inducida con la misma lectina en substrato. Por otro lado y apoyando la 
es pecificidad de la unién lectina-membrana celular, nuestros resultados obtenidos 

ccn la manosidasa sugieren la existencia de una unién especifica entre el 
substrato de Con A y la membrana de la neurona. 

Nuestros experimentos realizados con neuronas sensoriales cultivadas 

sobre substratos de lectinas y en presencia de azticares inhibitorias, mostraron 
que la inhibicién de éstas es parcial y en algunas ocaciones se presenta también 
en cultivos realizados sobre el substrato de polilisina. Diferencias en el grado de 
inhiibici6n también fueron observadas dependiendo del tipo de substrato y el tipo 
de preparacion utilizada: explante ganglionar o neuronas disociadas. 

Respecto a los experimentos realizados con las tres lectinas que inhiben el 

crecimiento neuronal (PNA, WGA y UeAf) no observamos ningun efecto después 

de la adicién de los azucares de competencia especifica. Es decir, el efecto 
inhibitorio de estas lectinas sobre el crecimiento neuronal no esta directamente 

ligaido a los sitios especificos de los azticares de la membrana. Esta conclusién no 
excluye sin embargo, la participaci6n de esos sitios en unidn con otros 
compuestos de la matriz extracelular (fibronectina, colageno, etc.). (Ver discusién 
mas adelante). Sin embargo, sobre el substrato de polilisina la adici6n de 100 mM 
de glucosamina produce una disminucién del crecimiento neuritico de explantes 

ganglionares (De George y Carbonetto, 1987). Resultados similares han sido 
reportados por diversos autores (Hatten y Francois, 1981; Rauvala y Hakomori, 
1981; Davenport y cols., 1987). Para Turner y cols., (1987) el retraso en el 

crecimiento esta provocado por la interaccién de la lectina con canales de 
maynesio, los cuales son necesarios para el buen funcionamiento del receptor a 
fibronectina. 

La falta de efecto de ciertos azlicares especificos en nuestros experimentos 

puede deberse a que algunas Iectinas poseen ademas del segmento de 
reconocimiento a sacaridos otras secuencias con especifidades distintas 
(Outenreath y Jones, 1992). Una lectina endégena la L14 presente en ganglios de 

la raiz dorsal de rata cuando se coloca en cultivo induce la formacién de 
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agregados ricos en fibras nerviosas, sin embargo no se logra bloquear este efecto 
can altas concentraciones de las azticares que reconoce, lo cual se propuso que 

parte de su efecto se realiza por un dominio diferente del sitio de interaccién con 

cerbohidratos (Outenreath y Jones, 1992). 

La inhibicién del crecimiento neuronal provocada por la manosa sobre las 
neuronas disociadas y cultivadas sobre un substrato de Con A, nos permite 

proponer un efecto especifico de los grupos de tipo manosa de la membrana 

celular. Estudios realizados en condiciones similares mostraron que la adicién de 

5C a 100 mM de manosa inhibe de 60 a 80% la adhesi6én de neuronas de cerebro 

de rata (Hatten y Frangois, 1981), la formacién de "lamelas" de neuronas 

sensoriales de pollo (De George y Carbonetto, 1987) y el crecimiento neuronal de 
ganglios de Tritén (Chiquet y Acklin, 1986). En los dos primeros casos, el efecto 
del azucar no se observ6 durante las primeras horas del cultivo, esto es debido a 

que los fendémenos de adhesién y de crecimiento neural son fendmenos que 
involucran diferentes mecanismos celulares (Letourneau y Wessells, 1974). 

Nesotros para evitar observar un efecto en la adhesién mas que en el crecimiento, 
realizamos nuestros experimentos de inhibicion después de transcurrida la 
prinera fase de adhesidn y de inicio del desarrollo de neuritas, es decir, después 

de 4 horas de sembrado el cultivo. 

Los resultados obtenidos con la manosidasa confirman los mismos 

resultados, es decir que la interaccién del substrato de Con A con las fibras 

nerviosas es por medio de moléculas de tipo manosidicas. Los trabajos de De 

George y Carbonetto (1987) y de Milos y Wilson (1986) describen efectos 
similares después de la aplicacién de glucosidasas. En este caso el tubo neural 
de Xenopus presenta receptores glicidos implicados en la migracién celular y 

corresponden a galactosas libres y/o recubiertas de acidos sialicos. 

El recubrimiento de células por acidos sialicos se ha descrito en diversos 

tipas celulares (Schlosshauer, 1985; Trinkaus-Randal y cols., 1988; Berezouskaya 
y cols., 1995). Es probable que un fendmeno similar al de Xenopus de 
recubrimiento se encuentra presente al nivel de la piel, donde a pesar de la 

presencia de multiples grupos manosa en la superficie celular, las células no 
migran sobre un substrato formado de Con A sino hasta que se les quita el 

rec ubrimiento sialico (Donalson y Mahan, 1984). 

La presencia de glucosidasas en la superficie celular ha sido igualmente 
descrita en cultivos (Rauvala y Hakomori, 1981; Matsui y cols., 1986; Bodo y cols., 
19€8). En todos los sistemas estudiados estos compuestos varian en funcion de 

la edad del cultivo y estan participando en fendmenos tan diversos como la 
migracion de células de la cresta neural (Runyan y cols., 1986), adhesién de 

fibroblastos (Rauvala y Hakomori, 1981) y en relacién con otros compuestos como 
glucosaminoglicanos (Bodo y cols., 1988), fibronectina y laminina (Runyan y cols., 

1986). 
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Begovac y colaboradores (1991) mostraron que la presencia de 
géelactosiltransferasa (Galtasa) en la superficie celular de  células 
mesenquimatosas y de la linea celular PC12 facilita la migraci6n sobre un 
substrato de laminina. Esta enzima cataliza los residuos de N-acetil-glucosamina 

de! fragmento E8 de laminina (Runyan y cols., 1988). Ademas, se encuentra 

diferencialmente distribuida en células diferenciadas de la linea PC 12 (Begovac y 
Shur 1990), presentandose preferencialmente en el cono de crecimiento y 

larnelidopodia. Esto significa que la glucosilacibn de ciertos compuestos de la 

matriz extracelular puede ser realizada a nivel de la membrana celular e influir en 

el crecimiento y la forma celular. Un caso parecido puede presentarse en varios 
tipos celulares durante su crecimiento y en especial en neuronas en desarrollo 

cono las utilizadas en nuestro trabajo. Esta proposicién esta basada en el reporte 
de Riopelle y Dow (1991), quienes describen la presencia de Galtasa en la 
su erficie de neuronas sensoriales de embrién de pollo, las cuales glucosilan a 
lariinina pero no a fibronectina en presencia de uridin 5' galactosa. La exposicién 
de tripsina inhibe el efecto, demostrandose que la funciédn es a nivel de la 
membrana celular. 

Las altas concentraciones de GIcNAc requeridas para inhibir parcialmente 
el crecimiento de neuritas en nuestros resultados puede estar relacionado con la 
presencia de glucosiltransferasas en la membrana celular de los explantes 
nerviosos de la raiz dorsal de embrién de pollo. 

La presencia de sistemas enzimaticos involucrados en el crecimiento 
neuritico no son exclusivos de los sistemas de glucosilacién, también se han 
descrito la enzima activadora de plasminédgeno en células granulares (Krystosek 
et al 1981) y metaloproteasas (Pittman 1985 y 1989). 

Las glucosiltransferasas han sido clonada en sistemas bioldgicos con el fin 
de estudiar su funcidn y localizacién celular. En especial tres tipos de 
fucosiltransferasas se han transfectado en células de conejos y han mostrado que 
dos. de ellas son secretadas de neuroblastomas y otros tipos celulares (Hitoshi y 
cols., 1996). 

a. Receptores de ana. 

Probablemente las lectinas endégenas forman un tipo especial de proteinas 

de la matriz extracelular. Esta propuesta esta basada en diversos resultados 
experimentales de otros autores tales como los estudios inmunocitoquimicos en 

los cuales se muestra que las células secretan continuamente lectinas solubles y 
que estas proteinas pueden permanecer en la proximidad de las células 

productoras en forma de compuestos de la matriz extracelular (Milos y Zalik, 1981; 
Barondes, 1984). Como sabemos, los compuestos de la matriz extracelular estan 

formados en forma muy importante de glucoconjugados (mucina, heparina, etc.), 

no seria nada dificil de imaginar que ellos sean los ligandos naturales de las 
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lectinas enddégenas. Por otra parte se sabe que dichos compuestos varian su 

concentracién durante el desarrollo embrionario en forma paralela a las lectinas 

enddégenas (Hay, 1981). Por lo cual se ha sugerido que ambos grupos participan 

en la organizacion de la matriz y en la morfogénesis neural. 

Con base en esta hipétesis surge la interrogante de cual seria el (los) 

elamento (s) de reconocimiento a nivel de la membrana plasmatica de dichos 

ccmpuestos matriciales. Compuestos de la matriz extracelular como la 
fitronectina y la laminina, poseen receptores especificos en la membrana celular 

(Carbonetto y cols., 1988). De forma similar se han descrito los posibles 

receptores de las lectinas endégenas (revisi6n de Barondes, 1984) de donde los 
mejor conocidos son la mucina intestinal del pollo, el cual tiene gran numero de 

terminaciones galactosidas y que funciona como el receptor de la CLL II (chicken 
lactose lectin II) y el glucosaminoglicano muscular de embrién de pollo, el cual 

reconoce especificamente a la "chicken heparin lectin”. 

En el cerebro embrionario del pollo, se han descrito receptores sialicos y 

acatil-glucosamino durante el desarrollo de las fibras nerviosas, pero en cambio 
las fibras pioneras muestran terminaciones galactosil (Miyake y cols., 1985). La 
importancia de estas diferencias estructurales durante la morfogénesis neuronal 

se encuentra en estudio. Asi, a nivel periférico, las células ganglionares de 
ermbriones de rata en desarrollo, producen dos lectinas con especificidad §- 

galactoside (Dodd y Jesell, 1986), al mismo tiempo que las membranas 
plasmaticas expresan los receptores correspondientes. Por lo tanto durante la 

embriogénesis las fibras sensoriales se desarrollan en direccién de las lectinas 

enddégenas de la matriz. Por otra parte, la mielina esta compuesta en mas de un 
50 % de la glucoproteina Po, la cual presenta epitopes L1/HNK-1 y L3 que han 

sid reconocidos como ligandos a proteinas neuronales y que intervienen en la 

adhesion y el crecimiento neuritico (Bollensen y cols., 1990). 

La identificacién de receptores membranales a lectinas es posible con la 
utilizaci6n de lectinas exégenas marcadas (Bee, 1982). Numerosos trabajos han 
descrito la presencia o ausencia de estos componentes en ej sistema nervioso 
(Koda y Patlow, 1976; Sieber-Blum y Cohen, 1978; Carbonetto y Argon, 1980; 

Huck y Hatten, 1981; Bee, 1982; Fabian y Coulter, 1985; Miyake y cols., 1985). La 
relacién entre los receptores de membrana y la neurogénesis, se describe en el 
tratajo de De Grauw y Luwnice (1986) quienes demuestran una reactividad 

positiva de los neuroblastos a la PNA y la RCA100, lectinas que se expresan 

durante la migracién. Los trabajos de Muramatsu (1988a y b) muestran que en 

ratcnes, la lactosamina es el receptor involucrado en las primeras etapas de la 

identificacién celular. 

La identificacién de neuronas sensoriales de la raiz dorsal de rata ha sido 

realizada por medio de la lectina de vegetal Bandeiraea simplicifolia, \a cual 

idertifica galactosa que se encuentran en la membrana de un tipo neuronal 
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arnielinico que inerva preferentemente la piel (Plenderleith y Snow, 1993). Esta es 

uria aplicacion practica de las lectinas en investigacion basica y aplicada, ya que 
sé pueden identificar poblaciones celulares especificas tanto en procesos 

normales de desarrollo como en casos patolégicos (ver adelante). 

A nivel del cono de crecimiento, la existencia de receptores especificos que 

controlan y dirigen la motilidad ha sido ampliamente estudiada (Chang y cols., 
187; Dodd y cols., 1988; Letourneau, 1987; Letourneau y Shattuck, 1989). Las 

diferencias en el comportamiento entre las fibras pioneras y las fibras secundarias 
han sido descrita tanto en invertebrados (Goodman y cols., 1982; Vanhems y 

Delbos, 1989) como en vertebrados (Eisen, 1988; Shiga y Oppenheim, 1991). 
Los fenédmenos de reconocimiento y de repulsién entre poblaciones de neuronas 

centrales y periféricas (Letourneau, 1987) son controladas por glucoproteinas 
esdecificas de la superficie celular. El papel de las glucoproteinas de membrana 
en la formacién de redes neuriticas fué describid por Chang y colaboradores 

(1987). Sin embargo, esos receptores favorecen la elongacién de fibras pero no la 
dir gen (Dodd y Jessell, 1988). 

La acumulacio6n de compuestos especificos a nivel del cono de crecimiento 

se propone como un mecanismo regulador de las funciones tales como: 
direccionalidad (TAG-1, Dodd y cols., 1988); la motilidad (sistema P1/protein- 

cinasa C, Pfeninger, 1988) y la elongacién neuritica (GAP-43, Gordon-Weeks, 
1989; Sorgett, 1989). Las neuronas sensoriales de embriones de pollo son 

capaces de regular la expresién de receptores membranales en respuesta a la 

matriz extracelular a la cual se encuentren expuestas, especialmente de 

coridronitin sulfato (Snow y Letourneau, 1992). 

El estudio de la composicién de proteinas del cono de crecimiento, por 

medio de la técnica de cromatografia fina, demuestra que las proteinas mas 

abundantes se unen preferentemente a la WGA y a la RCA100 (Greenberg y 

Pfenninger, 1986). Las integrinas L1, N-CAM, A-CAM y MAP2 estan presentes en 

todo el cono de crecimiento de neuronas simpaticas de pollo, en cambio la 
espectrina y la fondrina se localizan especialmente en la parte central del mismo 

(Le:ourneau y Shattuck, 1989). 

Recientes estudios proponen la interaccién de lectinas con receptores de 

membrana tales como los de laminina y de fibronectina. Aplin y Hughes (1981b) 
propusieron una interaccién ente los receptores de membrana a la fibronectina y 

las moléculas de Con A, lo que permitia a los fibroblastos su adhesién y 
estabilizacion sobre dicha lectina con modificaciones de su citoesqueleto. La WGA 

reconoce especificamente una glucoproteina membranal que tiene el mismo peso 

molacular que el receptor a fibronectina (Pytela y cols., 1985; Patel y Lodish, 
1985; Tuan y Grinnell, 1988). El equipo de Montsita describi6 el efecto inhibidor de 

la Gon A sobre la adhecién de los fibroblastos de embrién de pollo sobre un 

substrato de laminina (Codogno y cols., 1988). El receptor responsable de este 
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efecto se aisl6 y comparé con el receptor a laminina (Montsita y cols., 1990). 
Similar a lo descrito para WGA, el receptor a Con A en este sistema presenta un 
peso molecular muy semejante al del receptor a laminina, y se propone que podria 

sera través de ésta unién que ejerce su accidn inhibitoria. 

Varias lectinas endégenas han sido descritas en el embrién de pollo 
(Akimoto y cols., 1995; Barondes, 1984; Milos y Zalik, 1981). Asi, durante fa 
dilerenciacion de la dermis y la epidermis, se han descrito dos galectinas (de 14 y 
1€ KDa) (Akimoto y cols., 1995), las cuales muestran una distribucién diferencial a 
lo largo del desarrollo embrional en fa membrana basal y la matriz extracelular de 
estas capas celulares, lo cual induce una distribucién también diferencial en el 

patron de inervacién (Verna y cols., 1989). Por la expresién de lactosaminas, se 

proponen como ligandos enddégenos de estas isolectinas a la laminina y la 
fibronectina. De esta forma estas lectinas podrian formar puentes entre estos 
conpuestos de la matriz extracelular yo las células de la piel y las fibras nerviosas 
que las inervan. 

Por otro lado se sabe el papel fundamental de la concentracién extracelular 

de diversos iones en el funcionamiento de los receptores membranales durante la 
neurogénesis. Asi, se sabe que el receptor a laminina depende de la 
concentracion de iones magnesio (Turner y cols., 1987) y de calcio (Ross y cols., 
1938). Numerosos autores proponen que la accién de las lectinas sobre el sistema 
nervioso se llevan a cabo por la variaci6n en la conductancia iénica. Asi por 
ejemplo, la lectina Con A produce cambios en la conductancia al calcio (Kater y 

cols., 1988; Komada y cols., 1996), en la distribucién funcional de los canales a 
calcio (Ross y cols., 1988) y en la activacién de canales de potasio (Lin y cols., 
1989). Todos ellos en paralelo al aumento en la elongacién neuritica. En neuronas 

de Helix aspersa la aplicacién extracelular, pero no intracelular de Con A altera los 
niveles intracelulares de iones de calcio y varias enzimas involucradas en la 

cascada de segundos mensajeros (Arvanov y cols., 1993). 

Los efectos producidos por la lectina WGA en diversos sistemas animales 
tamibién han sido involucrados con cambios en la conductancia idnica (Komada y 

cols., 1996; Yatomi y cols., 1995) y en su interaccién con los receptores a NGF 
(Landreth y cols., 1985). 

b). Srecimiento Axonal. 

El crecimiento neuronal esta controlado por multiples factores moleculares 

y cealulares (Turner y cols., 1987; Dodd y Jessell, 1988; Rotshenker, 1988). La 

estructura celular que controla este fendmeno es el cono de crecimiento (Eisen, 
1988). 

A partir de diversas observaciones in vivo (Harris y cols., 1987) e in vitro 
(Bray y Chapman, 1985) dos modelos de crecimiento axonal se han propuesto, el 
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modelo de presién (push) y el modelo de tensién (pull). Ambos modelos no son 
independientes, sino que sdlo dependen de factores reguladores independientes. 

En el primer modelo (push), los compuesto membranales y los elementos 
del citoesqueleto que se sintetizan en el soma, son transportados hacia el extremo 
distal del proceso. La presién ejercida a nivel terminal provoca la elongacién 
axonal (Bray, 1987). Por otro lado, el segundo modelo propone que la adhesion 

del cono de crecimiento a la materia extracelular provoca una tensi6n de la fibra 
quie produce una elongacién neuritica (Bray y Chapman, 1985). 

Los experimentos realizados por Letourneau y sus colaboradores muestran 
que diversos factores estan involucrados en el mecanismo de crecimiento 
neuritico. La elongacién axonal se logra atin después de agregar citochalcina B, la 
cual provoca el rompimiento de microtubulos dentro del cono de crecimiento 
(Marsh y Letourneau 1984). Sin embargo, el taxol inhibe la elongacién neuritica 
(Letourneau y Ressler, 1984). 

Diversos experimentos han mostrado que la matriz extracelular puede 
transmitir mensajes al citoesqueleto por medio de las integrinas de la membrana 
celular (Rutka y cols., 1988). Sin embargo, a pesar de que estos experimentos se 
realizaron sobre substratos que permiten una buena adhesion (condicién esencial 

pero no suficiente, Hoffman y Lasek, 1980), mientras haya una alteraci6n del 
citoesqueleto, el crecimiento axonal no se produce (Rotshenker, 1988). 

Los trabajos del equipo de Letourneau (1986, 1987, 1988) muestran que la 

tensién generada por el cono de crecimiento (pull) puede promover la elongacién 
pero que la tasa de elongacién basal parece ser el resultado de la presién (push) 
ejercida por el transporte anterdgrado. En otros términos, la sintesis y el 

transporte de compuestos neurdéticos (push) pueden estar modulados por el cono 

de crecimiento (pull) como también se desprende de experimentos de 

regeneracion y lesién axonal. 

Los factores reguladores de tipo molecular (integrinas, proteasas, factores 
trof cos, matriz extracelular, moléculas de adhesi6n, iones, etc.) presentan durante 
el desarrollo neuronal variaciones espaciales y temporales, que complican su 

descripcién. Ademas, factores celulares propios de cada neurona o transmitida 

por otras células deben de ser también tomados en cuenta. 

Por todo esto no podemos mas que proponer alguna hipdtesis sobre los 

mecanismos implicados en el crecimiento axonal de neuronas sensoriales de 

embrion de pollo sobre el substrato de Con A. Esta lectina es un substrato muy 
adhasivo (Aplin y Hughes, 1981b; Carbonetto, 1984), asi la tensién que ejerce la 
adhesion del cono de crecimiento sobre la Con A promueve la elongacién 
neu ‘itica (pull), produciendo un mayor valor en el parametro Longitud y una mayor 

arbarizacion (Nb). Existe sin embargo, un trabajo de Rousselet y cols., (1990) que 
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muestran que el crecimiento del proceso axonal es mejor sobre substratos de baja 

adhesion y que las dendritas al contrario prefieren la gran adhesividad. Este 
modelo sugiere diferencias en el comportamiento debidas a diferencias en la 

viscosidad de los procesos neuriticos. 

Diversos trabajos realizados sobre substratos de laminina y merosina 
apoyan la teoria propuesta originalmente por Trinkaus (1985) de un aumento en la 
motilidad neuronal es producido por una disminucién en la adhesion (Mc Clay y 
cals., 1987; Neugebauer y cols., 1988; Calof y Lander, 1991). Este mismo efecto 
ha sido observado en otros tipos celulares (Enguall y cols., 1992) y es explicado 
como un proceso que es tiempo-dependiente, ya que la adhesién implica la 
formacién de fuerzas de unidn y de contactos focales (Lotz y cols., 1989) y la 

migraci6n puede ser inducida en menos tiempo. 

Para interpretar los resultados obtenidos sobre substratos de lectinas que 
intiiben o retardan el crecimiento neuronal, se puede proponer que se tratan de 

sulsstratos de baja adhesividad para este tipo neuronal. Un caso especial lo es la 
WGA, donde se sabe que es un substrato que favoriza la adhesién de neuronas 
(Hatten y Frangois, 1981) y de otros tipos celulares (Oppenheimer-Marks y 
Grinnell, 1981; Rauvala y Hakomori, 1981) pero que inhibe el crecimiento. 
Multiples explicaciones se han propuesto como que la adhesin es tan fuerte que 

impide completamente el movimiento celular (Rousselet y cols., 1990) o que la 

lectina se despega y provoca toxicidad celular (ver siguiente seccién). En el 
tralbajo de Turner y colaboradores (1987) se propone que la WGA podria unirse a 
cie‘tos sitios de la membrana celular que estan involucrados en el intercambio de 

iones magnesio, los cuales son necesarios al buen funcionamiento del receptor a 
fibronectina. 

El citoesqueleto es una estructura fundamental en el fendmeno de 

crezimiento neuritico (Carbonetto 1984; Letourneau, 1981, 1982, 1983, 1987; 

Larikord y Letourneau, 1989). Los conos de crecimiento cambian de forma en 

funcién de la orientacién del citoesqueleto y éste a su vez depende de su 
ascciacién con la fibronectina a través de receptores especificos (Carbonetto, 
19&4; Codogno y cols., 1988; Moutsita y cols., 1990). La actina esta altamente 
concentrada en el cono de crecimiento (Letourneau y Ressler, 1984) y se extiende 
hacia los filopodios (Bray y Hollenbeck, 1984) ademas de_localizarse 

especificamente en los sitios de adhesion celular con el substrato (Letourneau, 

1981). La formacién de neuritas esta relacionada a la redistribuci6n de receptores 
a Con Ay ala reorganizaci6n del citoesqueleto (Isenberg y cols., 1978; Krystosek, 
1982; Katayama y cols., 1990). Asi, nosotros observamos una distribucién similar 
de |3s filamentos de actina y de los receptores membranales a Con A en neuronas 
sensoriales de embrién de pollo en cultivo. 

Respecto a las células no neuronales, parece ser que la Con A provoca en 

cultivo una reorganizacién del citoesqueleto (Badley y cols., 1981; Painter y 

87 

 



  

Gnsberg, 1982; Jung y cols., 1984; De George y cols., 1985; Wheeler y cols., 
1985; Pagliaro y Wolfe, 1987). La formacién de “parches” y de cumulos de los 
receptores de Con A esta asociada a las reorganizaciones de las fibras de miosina 

(Ash y Singer, 1976; Condeelis, 1979; Patton y cols., 1989) y de actina 
(Condeelis, 1979; Rao y Varani, 1982; Turner y Shotton, 1987). 

Otras lectinas, como la WGA, provocan una disminucién de la F-actina 

(Sjolander y Magnusson, 1988), efectos comparables se obtuvieron por adicién de 
SBA (Draaijer y cols., 1989). La distribucién de microfilamentos en el cono de 
crecimiento parece ser el punto critico en la generacién de un nuevo axon en 

neuronas de embrién de rana (Tanaka y Kirschler, 1991). Esta misma hipdtesis 
puede ser aplicada en nuestros resultados obtenidos de neuronas sensoriales de 

embrion de pollo cultivadas sobre un substrato de WGA, en las cuales las fibras 
nerviosas no presentan inmunoreaccién al anticuerpo contra tubulina que influirfa 

en el poco crecimiento neuritico. 

Los resultados presentados en este trabajo muestran una redistribucion de 

microfilamentos de actina al nivel de neuritas cuando el cultivo se realizo sobre un 

sulystrato de Con A. Esta redistribucién se produce probablemente en respuesta a 
las fuerzas ejercidas por el substrato sobre la membrana celular (pull). La 

inribicién del crecimiento de fibras nerviosas sobre un substrato de WGA parece 
esiar relacionado con modificaciones de microtubulos y de _ receptores 

membranales de la lectina. Amieva y Furthmayr (1995) propopen tres niveles de 

interaccién de las moléculas del citoesqueleto que influyen en el crecimiento 

neuronal: primero la polimerizacién de actina daria la fuerza del "push"; en 

segundo lugar fa interaccién de la miosina con los microfilamentos causaria un 

destizamiento de los filamentos y esto en combinacion con la polimerizaciéin de 
actina impulsaria al filopodio y por Ultimo la fuerza osmédtica generada seria la 

responsable de la elongacién 

LETINAS SOLUBLES 
La presencia de lectinas difusibles en el sistema nervioso sugiere una 

funzion neurotrépica. Kuchler y cols., (1989) mostraron que la CSL parece ser un 

factor neurotréfico para las neuronas simpaticas de rata al intervenir en varias 
fases de la ontogénesis cerebral (mielinizacién, migracién, contacto célula-célula y 
célula substrato, etc.) pero que no es un factor de crecimiento. Fabian y Coulter 

(1935) al estudiar el transporte axonal de lectinas exégenas en diferentes nervios 
de rata, observaron un transporte anterégrado y transneuronal de Con A, PGA, 
LCA y WGA en nervios Opticos y trigémino, lo que sugiere un papel trofico entre 
nervios y tejidos blancos. Barde (1988) discute este aspecto y concluye que 
aunque no se puede considerar que este tipo de proteinas tengan un papel 
neurotréfico, sin embargo poseen funciones muy importantes en el desarrollo 

ontogénico. 
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Una caracteristica de todas las moléculas difusibles que juegan un papel en 
la embriogénesis es su variacién temporal durante el desarrollo. Por ejemplo, la 
CI.LI presenta una concentracién maxima en el doceavo dia del desarrollo 
ernbrionario del pollo, con una localizacién inicial intracelular que después de la 
m.ogénesis se vuelve extracelular (Barondes y Haywood-Reid, 1981). Las lectinas 
sclubles o galectinas: L-14 y L-29 son secretadas diferencialmente durante el 
desarrollo de los mamiferos y su undn a la flaminina depende también del 
momento de dicho desarrollo (Massa y cols., 1993). La glucoproteina plasmatica 
HPRG se une especificamente a linfocitos T en procesos inflamatorios induciendo 
en éstos su activacién y proliferaci6n (Lamb-Wharton y Morgan, 1993). 

Varios investigadores han estudiado el efecto de lectinas exégenas 
aplicadas extracelularmente sobre el crecimiento neuritico (Isenberg y cols., 1978; 
Hetten y Frangois, 1981; Miller, 1981). Los resultados de De George y cols., 
(1985) muestran que la adicién de Con A en el medio de cultivo provoca un 

aumento en la adhesién celular y la formacion de filopidos y lamellas. Estas 
madificaciones son dosis-dependientes con un maximo efecto a la concentracién 

de 25 g/ml e inhibicién con 100 mM de manosa. Las diferencias en el método de 
estudio utilizadas en este trabajo pueden explicar la divergencia de resultados. Es 
decir, el grupo de trabajo de De George aplica el tratamiento como una 
preincubacién de 1.5 hora antes de iniciar el cultivo celular, mientras que nosotros 
aplicamos las lectinas en forma continua después de la adhesi6n celular. 

Respecto a WGA, nuestros resultados son totalmente comparables con los 
de De George y Carbonetto (1986), en el cual con el pretratamiento de !a lectina 
se provocd la inhibicion del crecimiento neuritico. Ademas, estos autores 

mostraron que la WGA disminuyé6 significativamente el numero de neuritas (Nn) 

efecto que se reduce al aplicar 100 mM glucosamina. Nuestros experimentos 

corifirmaron estos resultados que también obtuvieron Turnet y colaboradores 

(1987) con concentraciones tan bajas de WGA de 5 ug/ml. El mecanismo de 
inhibicién inducido por la WGA es diferente del mecanismo de accién de venenos 

me:abdlicos que inhiben fa sintesis de proteinas (De George y Carbonetto, 1986). 

La ‘ectina WGA se puede unir a los receptores a NGF en neuronas (De George y 

Carbonetto, 1986), introducirse dentro de ellas (Letourneau, 1979) y transportarse 
intracelularmente (Lavail y cols., 1983; Fabian y Coulter, 1985) o unirse a 
glucosaminoglicanos (Toda y cols., 1981) y a proteoglicanos (Horst y cols., 1987). 
Intracelularmente actua inhibiendo el transporte de proteinas nucleares al 
bloquear los poros nucleares (Findlay y cols., 1987). De esta forma, sus efectos 
en la inhibicién del crecimiento neuritico se debe a su accion sobre el metabolismo 
nuclear. 

Hashimoto y Hagino (1989) mostraron que WGA inhibe el efecto de NGF en 

célLlas PC12 al bloquear los residuos de acido sialico del receptor a NGF. Este 

efecto puede también ser el responsable de la inhibicidn en el crecimiento de 
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neuronas sensoriales observado en nuestros experimentos, debido a que el tipo 

celular es dependiente de NGF para su crecimiento (Levi-Montalcini, 1987). 

El mecanismo por medio dei cual fa Con A en solucién estimula el 

crecimiento neuritico es ain desconocido. Sin embargo, sabemos que existe una 
internalizacién del complejo receptor-lectina a nivel de las fibras nerviosas y una 
vez internalizado, el complejo se transporta hacia el cuerpo celular en forma de 

pequefios grupos que se acumulan alrededor del nucleo (Koda y Parlow, 1976; 

Carbonetto y Argon, 1980). La redistribucién de receptores de Con A intervienen 
en los fenédmenos de adhesin al substrato y de crecimiento de fibras. La Con A 
modifica el movimiento lateral de los receptores membranales en funci6én del tipo 
celular (Henis y Elsen, 1981). Interviene a nivel de la superficie celular, 

estimulando una serie de complejos eventos como: la adhesion, el crecimiento, 

etc. (De George y cols., 1985) aumentando la secrecién y la acumulacién de 
gluicosaminoglicanos (Locci y cols., 1990) y de proteoglicanos (Evangelisti y cols., 

1984) y la actividad exoglucosidasa (Bodo y cols., 1988). Los sitios preferentes de 

un 6n intracelular de la Con A en neuroblastoma son las prolongaciones neuriticas 

y el soma (Hart y Wood, 1985; 1986). Asi, podemos concluir que la Con A ejerce 

su accién a nivel membranal en un primer tiempo y la nueva informacion celular se 

expresa después como cambios en el crecimiento neural (como vimos en nuestro 

resultado en modificaciones en la ocupacién espacial y de la forma de la célula). 

Los mecanismos de accién de otras lectinas no han sido estudiados. Sin 
embargo, el papel de los grupos galactosa se encuentra en estudio en multiples 

sistemas nerviosos (Milos y Wilson, 1986; Davies y cols., 1990; Yoshizaki, 1990) y 
no neuronales (Davenport y cols., 1987; Trinkaus-Randal y cols., 1988; Draaijer y 
cols., 1989). En células musculares la adhesion a laminina se ve disminuida en 

presencia de ciertas lectinas vegetales, las cuales bloquean la interaccién de la 
lamiinina con su integrina (Cooper y cols., 1991). Este efecto es interpretado como 
un efecto competitivo de la union laminina-integrina de los sitios glucosilados de 
éstias, los cuales son reconocidos por las lectinas exégenas. 

En células del epitelio intestinal de raton se observa que la lectina UeAf se 
internaliza rapidamente por un proceso de endocitosis y dentro de la 
célulaprovoca cambios morfolégicos especialmente en las microvellosidades y en 
la distribucién de la actina polimerizada (Clark y cols., 1995). Un analisis del 
citoesqueleto de neuronas sensoriales en presencia de UeAf es necesario de 
realizar para observar un efecto similar al descrito para las células epiteliares. 

La lectina endédgena L14 modula la interaccién entre la célula y la matriz 

extracelular en especial con su reconocimiento a fragmentos de laminina. Esta 

accién es dependiente de la concentraci6n, ya que a bajas concentraciones 
aumenta la afinidad de la unién de la lectina divalente al substrato polivalente, 
pero a altas concentraciones se observa una disminucidn en la afinidad debido a 

una disrupcién de las uniones divalentes que quedan con subunidades sin 
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ligandos (Massa y cols., 1993). Un efecto en la cooperatividad como ei de 
laminina y L14 pudiera ocurrir para otras lectinas enddgenas o exdgenas. 

A pesar de jos pocos trabajos experimentales, una nueva linea de 
investigacion se encuentra en desarrollo con el fin de definir el papel y la 
importancia de la inhibicién del crecimiento (Patterson, 1988). Asi, Verna (1985) 
ptso en evidencia un factor secretado por la epidermis que provoca un cambio de 

direccién de las fibras nerviosas, sin que estas entren en contracto directo con la 

epidermis. Afios después, Fichard (1989) mostr6 que ei factor que provoca esta 

reaccién es un proteoglicano a condronictina sulfato. Estos resultados muestran 
el papel de los compuestos de la matriz extracelular en los fenémenos de 
adhesion y de repulsion celular. 

Perspectivas 

Los nuevos avances en Glucobiologia muestran una amplia distribucién de 
los sacaridos en biomoléculas. Estos compuestos no solo forman parte de la 
estructura de las moléculas, sino que su presencia y variacién espacio-temporal le 
aportan una funcién en procesos tan diversos como el reconocimiento, la 

adjesion y el crecimiento. Estos variados procesos biolégicos involucran tanto a 

las moléculas glucosiladas como a las proteinas que son capaces de su 
reconocimiento: las lectinas. 

Dia con dia se describen mas moléculas con funciones de tipo lectina y sus 
correspondientes ligandos glucosilados. Varios de ellos pueden decirse que son 

nuevos, pero otro gran niimero, son compuestos supuestamente conocidos con 

anterioridad. Asi, las citocinas y los factores de crecimiento se consideraban 

moléculas con receptores estrictamente proteicos. Se sabe que cuando una 

citccina se une a su receptor, el dominio intracelular se fosforila, pero esta 

forsforilaci6n no se ha podido explicar simplemente por la oligomerizacién de la 
citccina ya que frecuentemente estos dominios intracitoplasmicos no tienen 
actividad cinasa. Entonces, se propone que la fosforilacidn se debe a una cinasa 

que: se encuentra asociada con otra parte del complejo receptor de superficie y 

corresponde al dominio de reconocimiento a carbohidratos presente en las 

citocinas (Zanetta y cols., 1996). Es decir, las citocinas son en una parte lectinas. 

Los factores de crecimiento al igual que las citocinas poseen dos dominios 
de reconocimiento diferente. El primero de ellos es el dominio clasico de unién al 

receptor que incluye frecuentemente las secuencias amino y carboxi terminales. El 
segundo dominio se localiza en la parte opuesta al sitio de union al receptor y de 

forma similar a las citocinas corresponde a un segmento con funcidén lectina 

(Wells y cols., 1994). 

Entre las moléculas novedosas con funciones de lectina Tsui y 

colaboradores (1996) describen a la proteina Narp como una lectina dependiente 
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de calcio del tipo pentraxina. El RNA mensajero para Narp se encuentra 

atiundantemente expresado en neuronas del cerebro en desarrollo y en la médula 

espinal de mamiferos. Narp promueve la migraci6n y el crecimiento dendritico de 
cierto tipo neuronal actuando como un compuesto soluble, pero a su vez su 

secrecién es regulada rapidamente por la actividad de sinapsis funcionales. 

En la glandula suprarrenal de rata se describi6 la presencia de una proteina 
capaz de inducir la liberaci6n de dopamina en el mesencéfalo ventral, por tal 

motivo fué denominada Dopamine Releasing Protein (DARP) (Chang y Ramirez, 
1988). Afios mas tarde esa misma proteina ha sido detectada en cerebro de rata 

(Choi y cols., 1994) y liquido cefalorraquideo de pacientes con transtornos 

neurolégicos (Verdugo-Diaz y cols., 1997). A pesar de no tener un dato 

exoerimental concluyente, por sus propiedades bioquimicas asi como por sus 

ca‘acteristicas funcionales, se propone que DARP es una proteina de tipo lectina 

que pudiera actuar como un factor de crecimiento (Llano y Ramirez, 1994). 

La expresién diferencial de carbohidratos en la superficie celular se ha 
usado extensivamente para distinguir entre grupos de neuronas en desarrollo y en 

neuronas maduras (Katz y cols.,1995). En el sistema nervioso periférico el patr6én 

de glucosilacién se correlaciona con el patron de inervacién y los 
neurotransmisores que se sintetizan (Dodd y Jessell, 1986, Jessell y cols., 1990, 
Regan y cols., 1986, Dodd y cols., 1988) indicando que se pueden usar como 

marcadores de poblaciones de neuronas sensoriales. 

Por ultimo las lectinas endégenas y sus receptores son moléculas que han 
sido relacionadas con varios estados patoldgicos tan variados como las 
neuroplastias de la espina dorsal de rata (Cameron y cols., 1993), el sindrome de 

in unodeficiencia adquirida (Zanetta y cols., 1996), los adenocarcinomas (Song y 
cols., 1993), los procesos metastasicos (van den Brule y coils., 1995), etc. Varias 
de las diferencias entre células sanas y enfermas en tumores se han 
correlacionado con diferencias en la silacioén de los carbohidratos membranales 
(Song y cols., 1993). 
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CONCLUSIONES 
  

Los resultados obtenidos en este estudio experimental nos permiten 

reportar las siguientes conclusiones: 

-Las lectinas modifican el crecimiento de las neuronas sensoriales de embrién de 

pollo, tanto cuando son utilizadas como substratos o agregadas en solucién 

al medio de cultivo. 

-La comparacién de los efectos provocados por los diferentes substratos de 

lectinas sobre el crecimiento de las fibras nerviosas nos permitié clasificar 

dos clases de lectinas. La primera de ellas comprende las lectinas que 
favorecen el desarrollo neuronal (Con A, LCA, PSA), lectinas que tienen 

todas ellas una mayor especificidad a glucosa-manosa. La segunda clase 
comprende las lectinas que al contrario de las anteriores, inhiben o retardan 

el crecimiento de las fibras nerviosas y que tienen distintas especificidades 
a glucidsos (WGA, PNA, UeATf. etc.). 

-Lcs efectos de las lectinas en solucién son dosis-dependientes y corresponden 
de forma general a la clasificaci6n precedente. 

Ciertos estudios realizados in vitro muestran que diversas lectinas 

vecietales utilizadas como substrato de cultivo, modulan la adhesion y el 
crecimiento de las neuronas. Estas variaciones son producto de modificaciones en 

la crganizacién del citoesqueleto, fa cual depende de una cascada de eventos que 

tieren su punto de iniciacién a nivel de la membrana plasmatica. Asi, se 
desprende la interrogante de saber si existen receptores especificos a las lectinas 
o si éstas utilizan los sitios de unién de otros receptores, como aquellos que rigen 

las interacciones entre células (CAM's caderinas, etc.) de células-matriz 
extracelular (integrinas) o de células y compuestos solubles. Sin embargo, 
cualquiera que sea el caso en el presente estudio realizado con el objetivo de 

observar el efecto de las lectinas sobre el crecimiento neuritico se muestra que la 
interaccién de la neurona con su medio ambiente es fundamental en el 

comportamiento de esta en el desarrollo. Los cambios en el crecimiento no sélo se 

realizan variando la velocidad de elongacién, sino que igualmente variando el 
numero de neuritas y las ramificaciones formadas en las mismas, es decir 
cambiando la forma neuronal. 
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En el modelo experimental del cultivo celular se puede observar las 
diferentes etapas de crecimiento neuritico in vitro desde el fendmeno de adhesién 

hasta la distribuci6n de componentes intracelulares como las proteinas del 
citsesqueleto. Sin embargo, queda abierta la interrogante del papel que juegan las 
lectinas enddégenas en las diversas poblaciones neuronales y en la modulacién de 
las diferentes etapas de su desarrollo. Esta gran incdégnita se encuentra atin poco 
explorada pero estamos seguros que en poco tiempo empezara a ser resuelta y 

confirmara la hipé6tesis que sostenemos, la cual consiste en que la influencia de 
estas moléculas en combinacién con otros compuestos, tanto solubles como de la 

maitriz extracelular son los que definen la formacién de las complicadas redes 

neuronales de los vertebrados en desarrollo. 
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