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. RESUMEN

Los procesos de glicosilacion son eventos postraduccionales que modifican
las proteinas de membrana. Los carbohidratos participan activamente en la
interaccién celular y su expresidon es regulada especificamente por las
glicosiltransferasas. Utilizando lectinas se ha identificado 1a funcidn de diversas
estructuras N-glicosidicas de diversos grupos celulares, sin embargo la funcion de
los O-glicanos queda aun por definir.

La lectina de Amaranthus leucocarpus (ALL) es especifica para O-glicanos
que contienen al disacarido Gal #1,3GalNAc, por lo cual en este trabajo utilizamos
esta lectina para identificar linfocitos y dilucidar la posible funcion de los
receptores reconocidos por ella. Mediante ensayos de aglutinacion diferencial
con la lectina de A. feucocarpus identificamos que el 5.6%+0.9% de las células del
timo murino son aglutinadas por la lectina. El 75% de los linfocitos reconocidos
son CD3+ CD4+CD8-, io que sugiere que la lectina reconoce una poblacion de
células en las Ultimas etapas de maduracion.

El receptor para ALL fue purificado a partir de timocitos murinos por
cromatografia de afinidad; se trata de una glicoproteina de 70 kDa, que contiene
30% de carbohidratos. Los azUcares mas abundantes son GalNAc, Gal. y en
menor proporcion GIcNAc y manosa. La proteina se compone principalmente de
serina, glicina, prolina y treonina y en menor proporcién de arginina y metionina.
E| amino terminal de esta molécula se encuentra blogueado, o que suglere que

en efecto se trata de un receptor de membrana. Este receptor no presenta



reaccion cruzada con los anticuerpos anti-CD43 y esta constituido por diferentes
isoformas, que se diferencian por el grado de glicosilacion.

El peso molecular del receptor reconocido por ALL no coincide ni con
CD45, ni con ninguna proteina O-glicosilada conocida. Nuestros resultados
indican que el receptor para la lectina de ALL es diferente a los receptores O-
glicosilados reportados previamente y sugieren su participacion en los procesos

de maduracién de las poblaciones celulares.
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. INTRODUCCION

Cuando se pone en marcha la respuesta inmune especifica, los diferentes
tipos celulares ejercen diferentes funciones interactuando constantemente entre
si. De esta manera, las células presentadoras de antigeno presentan el complejo
antigeno/molécula de histocompatibilidad clase Il al receptor de la celula T (TCR),
la cual es activada mediante esta sefal, y algunas otras transmitidas por
moléculas accesorias. El papel bioldégico de los linfocitos T en la respuesta
inmune especifica es fundamental ya que cuando son activados, en particular los
linfocitos T cooperadores (T CD4+), regulan el funcionamiento de su propio linaje
y el de ofros tipos celulares como son los linfocitos B, para que proliferen, se
diferencien y sinteticen anticuerpos, y el de los macrofagos para que aumenten su
capacidad para procesar y eliminar moléculas o grupos celulares extrafios. Esta
regulacién se realiza mediante contactos celulares o por medio de citocinas. Por
su parte los linfocitos T citotdxicos lisan directamente a las células blanco.
generalmente células infectadas por parasitos intraceiulares o células tumorales.
Es por esta razon que los linfocitos T son considerados las células centrales en la
funcion y regulacion del sistema inmune.

Tanto los linfocitos T cooperadores como los T citotoxicos que se
encuentran en la sangre y en los tejidos provienen del timo que es el drgano
linfoide donde se lleva a cabo su diferenciacion y maduracion. Los precursores de
los linfocitos T, denominados timocitos, provienen a su vez de la médula dsea.
Dentro del timo los linfocitos adquieren la capacidad para: reconocer fragmentos

de antigeno presentados por las moléculas de histocompatibilidad del propio

-
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individuo donde se desarrollan, y a no activarse frente a los tejidos de este. En
realidad este aprendizaje consiste en una seleccién de los timocitos gque llevan
adelante las interacciones adecuadas ya mencionadas. Menos del 5% de los
timocitos sobreviven a esta seleccion. Son las células estromales, también
denominadas células epiteliales, macrofagos y células dendriticas, las
responsables de adiestrar a los timocitos; para ello cuentan con moléculas de
histocompatibilidad clase 1 y I, con moléculas accesorias y con un amplio espectro
de citocinas.
El papel de las moléculas accesorias en la activacion de los linfocitos T

Se ha observado que, para que los linfocitos T cooperadores (Ts) sean
activados y puedan llevar adelante la proliferacién y sus funciones efectoras se
requiere que reconozcan al antigeno presentado por las moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad clase I (MHC ) que se encuentran en las células
presentadoras de antigeno (APC). Sin embargo, actualmente se sabe que las
sefiales transmitidas al interior de la célula a través del receptor del linfocito T
(TCR), después de la unién con el complejo antigeno-MHC, no son suficientes
para que la célula se active, sino que son necesarias otras sefiales que son
generadas por otras moléculas de superficie presentes en el linfocito T cuando se
unen a su ligando especifico sobre la célula presentadora; ademas del papel que
tienen estas proteinas en el aumento de la adhesién entre el linfocito TylaAPC
Este fendmeno llevé a postular la hipétesis de “la segunda senal” (Bretscher y
Cohn, 1970), la cual establece que es necesaria una segunda sefial para que el

linfocito T se active, ademas de la sefal dada por el complejo TCR; de esta



manera en ausencia de esta segunda sefial generada por moléculas accesorias
como el B-7.1 o el B-7.2 (actualmente conocidas como CD80 y CD86
respectivamente), la estimulacion del TCR induce a un estado de anergia en el
cual la célula se encuentra viva pero no es capaz de realizar las funciones que
usualmente se despliegan al activar a un linfocito T en forma adecuada (Jenkins y
Schwartz, 1987; Quill y Schwartz, 1987). Este proceso solo puede realizarse en
presencia de células de origen hematopoyético que posean moléculas de
membrana que lo induzcan a proliferar y a producir IL-2.

En la actualidad se han identificado varias moléculas de superficie que
estan implicadas en la activacion del linfocitoT, mediante la produccion de senales
secundarias que actian en concierto con las sefiales dadas por el TCR; estos
marcadores son el CD28, CTLA-4, LFA-1, CD2, CD40L, y algunas otros; cuyos
ligandos en células presentadores de antigeno son B7-1 y 2, para CD28 y CTLA-
4, ICAM-1,2 y 3 para LFA-1, LFA-3 para CD2 y CD40 para CD40L (Dubey et &/,
1995: Damle et af., 1993; Semnani et al., 1994; Cayabyab ef al. 1994, Freeman et
al., 1993a). Por otro lado, se ha observado que estas moléculas accesorias se
expresan en diferentes momentos de la respuesta desarroilada por los linfocitos T.
y de esta manera podrian estar contribuyendo a regularla y llevarla méas alla de su
inicio (Croft ef al., 1997).

Durante los procesos de diferenciacion y maduracién de los linfocitos T
dentro del timo, en particular en la seleccion positiva y negativa, los timocitos
requieren del reconocimiento del complejo péptido-MHC a través de su TCR; en
este proceso no se ha establecido claramente la posible participacion de

A



moléculas co-estimuladoras. Sin embargo, desde hace algunos arnos Page et af
(1993) plantearon que debe existir una segunda sefial para que se lleve a cabo
exitosamente la seleccion negativa de los timocitos CD4+CD8+ Esta propuesta
esta apoyada por el hecho de que ambas sefiales, la transmitida por el TCR y la
dependiente de células presentadoras de antigeno, son necesarias para inducir
este fendmeno, y también en los estudios donde se observa que las celulas doble
positivas (CD4+CD8+) expresan moléculas co-estimuladoras como CD2 (Bierer et
al., 1989), LFA-1 (Springer, 1990), VLA-4 (Sawada, ef al., 1992) y CD28 (Gross et
al., 1992),

Actualmente se tienen datos acerca de que {a expresion del contra-receptor
B7 esta restringida a la médula timica y esta asociada a celulas epiteliaies y
dendriticas (Nelson et al, 1993; Punt ef al, 1994) en tanto que ICAM-1 se
encuentra en todo el timo y ambas moléculas participan en la eliminacion de los
timocitos dobles positivos in vitro (Kishimoto ef af, 1996). Tambien se ha
observado que CD40 se expresa en las células epiteliales y dendriticas en el timo
y que al bloguear su interaccién con gp39 (CD154) se previene la eliminacién de
timocitos que expresan ciertas cadenas VB, o bien que la pérdida de la funcion de
gp39 permite la sobrevivencia de los timocitos auto-reactivos (Foy ef a/, 1995).

En los afos 70 se identificd que casi todas las células presentaban
carbohidratos sobre su superficie en forma de glicoproteinas, glicolipidos y
polisacaridos. De manera casi simultdnea se observo también, el gran potencial
gue tienen los carbohidratos para codificar informacién por medio de su
secuencia, su posicion, la configuracidn de las unidades glicosidicas, y la
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presencia de puntos de ramificacién (Sharon y Lis, 1989). Ahora se sabe que
muchas de las proteinas expresadas en la membrana celular estan glicosiladas y
cada vez se conoce un mayor nimero de glicoproteinas en las cuales su porcion
sacaridica tiene un papel importante en los fendmenos de reconocimiento e
interaccion celular (Sharon y Lis, 1989).

En estudios hechos por Reisner a mediados de los 70 (Reisner et al.
1976a) se observd que durante la diferenciacién de los linfocitos T existia una
expresion decreciente de las cadenas sacaridicas de membrana reconocidas por
la lectina especifica para galactosa extraida del cacahuate (PNA). De ese
momento a la fecha se ha observado que las modificaciones ocurridas en el perfil
de glicosilacién de los glicoconjugados de membrana tienen mucha influencia
sobre los fenomenos de reconocimiento y adhesién intercelular en el timo, por lo
cual se cree que participan en Io's fenomenos de migracién y/o seleccion durante
la diferenciacién y maduracion de |os timocitos.

Presencia de estructuras O-glicosidicas en proteinas de membrana

La glicosilacion de proteinas es un evento co-traduccional que se presenta
en el reticulo endoplasmico, y también un evento terminal, que modifica los
residuos de azucar unidos a las proteinas en los diferentes niveles del aparato de
Golgi. Este fendmeno juega un papel importante en el transporte vy destino de las
proteinas a las que se les afiaden residuos sacaridicos, pero también se ha
observado gque tiene importancia por los oligosacaridos que finalmente quedan

expresados en la superficie celular.



Las glicoproteinas son biopolimeros que contienen una o mas cadenas de
carbohidratos unidas al polipéptido. Las cadenas de carbohidratos se clasifican de
acuerdo a la union entre el azlcar y el aminoacido en: N- y O-glicanos. Los N-
glicanos generalmente presentan una N-acetil-D-glucosamina unida a una
asparagina y los O-glicanos poseen una N-acetil-D-galactosamina unida a una
serina o una treonina de la cadena polipeptidica (Figura A), las enzimas
encargadas de esta unién son proteinas unidas a membrana llamadas
glicosiltransferasas presentes en reticulo endoplasmico y aparato de Golgi. Los
estudios hasta ahora realizados indican que es necesaria una glicosiltransferasa
para cada unién diferente, y se han encontrado determinadas uniones que son
hechas por méas de una glicosiltranferasa. Muchas de las glicoproteinas hasta
ahora estudiadas presentan N- y O-glicanos sobre ia misma cadena pelipeptidica
(Schachter y Brackhousen, 1992).

La presencia de O-glicanos en glicoproteinas de membrana se debe a una
modificacion postraduccional de los grupos hidroxilo de los residuos de serina y
treonina por la accion de las glicosiltransferasas. Las cadenas oligosacaridicas
resultantes tienden a expresarse en grupo sobre tramos cortos de la cadena
peptidica, por lo cual pueden presentar determinantes antigénicos o funcionales
sacaridicos mltiples para el reconocimiento por anticuerpos, la adhesion céluiar y
la unién de microorganismos (Hounsell ef al, 1996). Las estructuras O-
glicosiladas han sido frecuentemente relacionadas con antigenos asociados a
tumores: se ha visto que estas estructuras son expresadas en células menos

diferenciadas en estadios tempranos del desarrollo, y que se suprime su



Gal(p1-3)GalNAc(a1-3)Ser/Thr A
GIcNAc(p1-6)
\
GalNAc(a1-3)Ser/Thr B
/
GlcNac(p1-3)
Gal(p1-3)Gal(1-4)Xyl(p1-3)Ser C
Man(a.1-6)
\
/Man(B1 -4)GIcNAc(B1-4)GIcNAc(B1-N)Asn D
Man(a1-3)

Figura A. NUcleos sacaridicos internos mas comunes. A, B y C corresponden a O-
glicanos, siendo las estructuras B y C las que se encuentran en O-glicoproteinas
tipo mucina;e! nacleo C constituye la secuencia terminal de casi todos los
glicosaminoglicanos de los proteoglicanos. La estructura D es comun en todas las
N-glicoproteinas. (Tomado de Montreuil, J. en Methods on Glycoconjugates. Ed.
André Verbert. Harwood Academic Publishers. Astralia. Pags. 1-23).
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expresion conforme progresa el desarrollo y la diferenciacion (Fukuda, 1985:
Feizi, 1985; Saitch, et al., 1991). También existen glicoproteinas con enlaces O-
glicosidicos que son ligandos para selectinas (Shimizu y Shaw, 1993). Por otro
lado, desde el punto de vista estructural, se ha observado que las proteinas que
poseen dominios tipo mucina adoptan cierta conformacion y rigidez, lo cual
permite a los sitios activos de la proteina sobresalir del glicocalix (Jentoft, 1990}
como es el caso del co-receptor CD8 (Leahy, 1992) o las glicoproteinas de
superficie CD34, CD45, CD43, GlycCAM-1 y MadCAM-1 (Shimizu y Shaw, 1993).

Las cadenas O-glicosiladas presentes en glicoproteinas de membrana son
aceptores de sialiltranferasas que unen residuos de &cido sialico en posicidon ¢2-3
a la galactosa yfo 02-6 a la N-acetil-D-galactosamina; dichas transferasas son la
Galp1,3GalNAc a2,3-sialiltransferasa (ST3Gal) y la GalNAC o2 6-sialiltransferasa
(ST3GalNAc) (Varki, 1997).

Una de las glicoproteinas expresadas mas ampliamente en células
pertenecientes al sistema inmune y donde se ha observado el papel que podrian
jugar los O-glicanos en la comunicacion celular, es la leucosialina, sialoforina o
CD43. El peso molecular de esta proteina varia en el rango de 95-135 kDa
debido a diferencias en su glicosilacién (Fukuda, 1991). Esta proteina esta
densamente glicosilada principalmente por O-glicanos y una porcién de éstos esta
unida a un dominio con repeticiones en serie en la cadena polipeptidica La
ramificacién de los O-glicanos que se encuentran en la leucosialina puede variar
de acuerdo al estado metabdlico de la célula (Figura B), su maduracion y en

algunos estados patologicos como la leucemia y sindromes de inmunodeficiencia
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Ser/Thr

l aGalNAc transferasa

GaiNAco-Ser/Thr

[1,3GalNAc transferasa

Galp1,3GalNAca-Ser/Thr

|

a2, 6NeuNAc
transferasa

NeuNAca2

5

Galp1,3GalNAca-Ser/Thr

2, 3NeuNAc transferasa

NeuNAca2

6
NeuNAca2,3Galp1,3GaiNAca-Ser/Thr

Linfocitos T en reposo

Figura B. Esquema que representa las modificaciones en la estructura olig

p1,6GIcNAC
transferasa

GleNACP1

6
Galp1,3GalNAca-Ser/Thr

p1,4Gal transferasa

Galp1,4GIcNAC1

6
Galp1,3GalNAca-Ser/Thr

a2,3NeuNAc transferasa

NeuNAca2,3Gal31,4GIcNACB1

B
NeuNAca:2,3Galp1,3GaiNAca-Ser/Thr

Linfocitos T activados

psacaridica de

la leucosialina de la superficie celular durante la activacién de linfocitos T (figura tomada
de Piller F. Piller V, et a/. J. Biol. Chem. 1988, 263:15146-15130).



como el Wiskott-Aldrich. Un ejemplo de lo anterior es la presencia del
hexasacéarido NeuNAca2-3GalB1-3(NeuNAcu2-3Gal1-4GIcNAcS1-6)GalNAc que
se expresa en linfocitos T activados (Piller et al., 1988), en timocitos y en linfocitos
T de pacientes que padecen leucemia aguda (Saitoh et a/., 1991) o sindromes
como el de Wiskott-Aldrich (Piller, ef a/., 1991) o el SIDA (Lefebvre, 1894); y no
esta presente en linfocitos T en reposo, en donde el O-glicano expresado es el
tetrasacérido NeuNAca2-3Galp1-3(NeuNAca2-6)GalNAc. Se cree que esta
proteina esta involucrada en fa activacion celular, ya que al tratar a las células con
anticuerpos monoclonales contra ella se induce proliferacién en presencia de
monocitos (Axelsson et al., 1988; Mentzer, et al., 1987). Debido a Ia variacion en
la expresion de los O-glicanos que exhibe esta glicoproteina es muy posible que
la modificacion en la expresion (_je estos carbohidratos influyan en la funcion del
CD43.

Otra de las glicoproteinas O-glicosiladas donde se observa la importancia
de este tipo de oligosacéridos es el marcador CD45 o antigeno comun de los
leucocitos (L-CA). Se trata de una familia de glicoproteinas de superficie con
pesos moleculares que van de 180 a 220 kDa y poseen actividad de fosfatasa en
su dominio citoplasmico; la diversidad de esta familia esta dada por el empalme
alternativo de 3 exones que codifican para una porcién del dominio extracelular. y
para una variedad de patrones de glicosilacion especificos para cada tipo celular
(Thomas, 1989; Pulido and Sanchez-Madrid, 1990). Son precisamente los exones
que codifican para los muitiples sitios potenciales para la O-glicosilacion los que
se expresan de manera diferencial en poblaciones de linfacitos por el resultado de
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un empalme aiternativo (Johnson et al., 1989), por lo cual se piensa que estas
estructuras O-glicosiladas son importantes desde el punto de vista funcional ya
que pueden estar regulando tas interacciones que llevan a cabo las células que
portan las diferentes isoformas de esta proteina. Se ha observado que durante el
desarrolio de los linfocitos T, en el timo existe una expresidn diferencial de dos
isoformas de proteinas O-glicosiladas: CD45R0O+ y CD45RA+, que se presentan
en poblaciones en distinto estado de diferenciacion (Fuiji, 1992).

Otras glicoproteinas que tienen un papel importante en los mecanismos de
activacion celular durante la respuesta inmune y que se encuentran O-
glicosiladas, son el caso del co-receptor CD8 asi como algunas glicoproteinas
presentes en neufrdfilos que participan en la liberacion de superéxido de
nitrégeno al unirse con la selectina P de las plaquetas activadas (Nagata, et al..
1994).

Hasta el momento se cuenta con pocas herramientas para la identificacion
y el estudio de las estructura O-glicosiladas sobre la superficie celular, y es por
esta razén que no se conoce con precision su funcidn en los fendmenos de
reconocimiento, adhesiéon y activacion celular. Debido al reconocimiento
especifico que poseen las lectinas, estas moléculas protéicas provenientes de
diferentes fuentes representan una buena opcién para el estudio de los

carbohidratos de membrana.



lll. Antecedentes
Aplicacion de las lectinas en la caracterizacién de poblaciones celulares

El trabajo clasico de Reisner ef al. en 1976a donde utilizan la lectina de
cacahuate (PNA) para separar dos subpoblaciones de timocitos de raton bien
diferenciadas por la presencia de ciertos marcadores de superficie y su respuesta
proliferativa a dos mitégenos, fitohemaglutinina (Fhaseolus vulgaris) y
conacanavalina A, fue uno de los trabajos pioneros en el cual utilizaron a las
lectinas como herramientas en la separacidén y caracterizacién de poblaciones
celulares; indicando la relevancia en la presencia de ciertos glicoconjugados en ia
membrana citoplasmatica y en el hecho de que éstos podrian jugar un papel
importante en el estado de maduracion celular. A partir de estos estudios se han
utilizado las lectinas en la separacién de otras poblaciones celulares. Por
ejemplo, con el empleo de la lectina de soya (SBA) es posible separar linfocitos T
de linfocitos B en bazo (Reisner et a/. , 1976b), por lo cual un uso importante que
se le ha dado a esta lectina es la remocién de linfocitos T maduros de la médula
6sea humana y el aislamiento de una poblacion rica en células hematopoyeéticas
susceptibles para transplantes isogénicos (Reisner et al., 1983). La lectina de
cacahuate tiene la capacidad de separar células germinales de somaticas en
testiculos de ratén (Maekawa y Nishimune, 1985). Recientemente se han utilizado
lectinas que reconocen y sirven para la caracterizacion de poblaciones celulares
que contienen glicoconjugados con acido siélico en posicion terminal, como es el
caso de las lectinas de gérmen de trigo (WGA) y de Limax flavus (LFA) (Mrkoci et

al., 1996; Fischer, 1995). Actualmente se cuenta con lectinas cuya especificidad
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permite distinguir entre acidos sialicos unidos en posicidn 2,3 ¥ «2,6 a los
azucares subyacentes como son las lectinas de Maackia amurensis (MAA) y
Sambucus nigra (SNA) respectivamente (Kaku ef al., 1993; Mrkoci et al., 19986).
Todos estos datos sugieren que en los procesos normales de diferenciacion,
maduracion o activacion, los carbohidratos de la membrana sufren modificaciones
que pueden ser identificadas mediante la utilizacién de lectinas especificas para
cada carbohidrato.

La lectina de amaranto se ha purificado a partir de las semillas de la planta
de Amaranthus leucocarpus, la cual tiene una especificidad por N-acetil-D-
galactosamina (GalNAc) y en particular por los antigenos T y Tn
(Galp1.3GalNAcB1,3Ser/Thr y GalNAcB1,3Ser/Thr respectivamente) (Zenteno et
al, 1992). Esta lectina induce inmunosupresién contra antigenos particulados
cuando es inoculada por via intraperitoneal previamente al reto antigénico
(Zenteno et al.,, 1985). Aungue no se conoce el mecanismo de inmunosupresion
que tiene esta lectina se ha postulado que su unién con estructuras O-glicosidicas
juega un papel importante en las interacciones celulares que podrian darse a
través de este tipo de estructuras (Maldonado et al.,, 1994); debido a lo anterior la
lectina de amaranto constituye una herramienta muy util en el estudio de los O-

glicanos presentes en células del sistema inmune.
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IV. HIPOTESIS

Las estructuras glicosiladas, particularmente las estructuras O-glicosiladas,
de la membrana de los grupos celulares que participan en la respuesta inmune,
juegan un papel fundamental en los procesos de comunicacion y activacion
celular, son de igual forma importantes marcadores fenotipicos de paoblaciones

celulares.

V. OBJETIVOS

-Identificar la relevancia de las estructuras O-glicosidicas presentes en
timocitos murinos

-Determinar la utilidad de la lectina de Amaranthus feucocarpus en el
estudio de la funcidn que tienen las estructuras O-glicosiladas presentes en
timocitos murinos.

-Caracterizar fenotipicamente la subpoblacién celular reconocida por la
lectina de Amaranthus leucocarpus en timo de ratén.

-Aislar y caracterizar quimicamente el receptor para la lectina de amaranto

de la superficie de timocitos murinos.
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VI. MATERIALES Y METODOS
Reactivos

El medio de cultivo Duibeco modificado por Eagle (DMEM), el suero fetal de
ternera (SFT), la albimina sérica bovina (SBA) y los inhibidores de proteasas,
aprofinina A, leupeptina y pepstatina, asi como la N-acetil-D-galactosamina, el
isotiocianato de floresceina (FITC), el azul de tetrazolioc (NBT), la avidina
fosfatasa, la streptavidina-peroxidasa, el hidrocloruro de 3,3 diaminobenzidina
(DAB), el 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP), el Sephadex G-50 y la avidina
acoplada a agarosa fueron obtenidos de Sigma Chem. (St. Louis, MO, USA). La
sulfo-NHS-biotina y el inhibidor fenil-metil-sulfonilo (PMSF) fueron adquiridos en

Pierce Chemical Co. (Rockford, IL, USA). Los anticuerpos monoclonales de rata

- acoplados a biotina y sin acoplar, dirigidos contra los marcadores CD3, CD4, CD8.

CD43 y NLDC-145 de ratén, fueron adquiridos en Pharmigen (San Diego, CA.
USA). La inmunoglobulina G de conejo acoplada, a peroxidasa, dirigida contra
rata se obtuvo de Dako (Carpinteria, CA, USA). Los reactivos para la
quimioluminiscencia fueron adquiridos en Amersham International (Amersham.
Buckingghamshire, UK).

La lectina de amaranto se purificé a partir del extracto crudo obtenido de las
semillas de la planta de Amaranthus leucocarpus por extraccion con solucion
salina isoténica (NaCl 0.9% p/v, SSI) eliminando el material particulado por
centrifugacion a 10 000 rpm durante 10 min. Posteriormente se purificé en una
columna de 10 x 1cm conteniendo fetuina Sepharosa 4B, previamente equilibrada
con SSI. Después de eluir la fraccién no retenida del extracto crudo con 3Si, la
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fraccién con actividad aglutinante se eluyd con agua destilada. Se ajusto ia fuerza
idnica con NaCl a esta ultima fraccion, y se determind su actividad aglutinante y

su concentracion de proteina por el método de Bradford (1976 ).

Acoplamiento de isotiocianato de fluoresceina (FITC) a la lectina de
amaranto (ALL)

El acoplamiento de la floresceina a la proteina se llevo a cabo dializando la
proteina contra amortiguador de carbonatos pH 9 y agregéandole isotiocianato de
fluoresceina (FITC) en una proporcién de 0.05mg por cada miligramo de ALL,
disuelto en el mismo amortiguador. Se incubd toda la noche a 4°C en agitacion. El
FITC no acoplado se separd de! conjugado por filtracion utilizando una columna
de Sephadex G-25 equilibrada previamente con solucion amortiguadora de

fosfaros 0.15M pH 7.2 (PBS).

Acoplamiento de biotina a la lectina de amaranto

La lectina de amaranto fue dializada contra amortiguador de carbonatos pH
8.5; se le agregaron 0.07mg de sulfo-NHS-biotina por cada miligramo de proteina.
Se incubé durante 2h a temperatura ambiente y finalmente se separé de la biotina

no acoplada por didlisis contra PBS.

Reconocimiento de timocitos murinos por [a lectina de amaranto
Fueron utilizados ratones machos CD1 de 28 dias de edad. Los timos

fueron extraidos quirdrgicamente y fueron disgregados con una malla fina de tela
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Las células se resuspendieron en 1mi de PBS, después de 3 lavados con medio
de cultivo Dulbeco modificado por Eagle (DMEM) suplementado con suero fetal de
ternera (SFT). Para determinar la dosis 6ptima de lectina necesaria para aglutinar
1x10° timocitos/ml, se contaron las células y se hicieron varias suspensiones
celulares las cuales se incubaron con diferentes concentraciones de lectina que
fueron desde 0.01 hasta 20ug de ALL; se incubaron durante 30 min y se
separaron por agiutinacion, de acuerdo a la metodologia descrita por Reisner et
al. (1976a), la cual consiste en colocar la suspension celular sobre una solucion
de albuimina sérica bovina (BSA) al 7% durante 30 min para permitir que las
células aglutinadas por la lectina se sedimenten. A continuacion, las células
fueron recuperadas e incubadas con N-acetil-D-galactosamina (GalNac) 0.2M y
después de dos lavados con PBS se contaron ambas poblaciones.
Posteriormente, se procedio a determinar el nimero de células aglutinadas con la
dosis optima de la lectina. La viabilidad de las células fue determinada por

exclusion con azul tripan.

Determinacion del fenotipo de los timocitos positivos al marcaje con ALL
Para identificar el fenotipo de las células aglutinadas por la lectina, los
timocitos aglutinados con la lectina de amaranto, fueron incubadas por separado
con anticuerpos monocionales dirigidos contra los marcadores CD4 & CD8
acoplados a biotina, se lavaron en dos ocasiones con PBS para quitar los
anticuerpos que no se unieron y posteriormente se incubaron con estreptavidina

acoplada a peroxidasa de rabano a una dilucion 1:4000, los timocitos fueron
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lavados exhaustivamente con PBS antes de ser incubados con H,O, 0.3% como
substrato y tetracloruro de 3,3’ diamino-benzidina (DAB)} como cromoégeno hasta
que desarroliaron color. Finalmente las células se favaron con PBS y se
cuantificaron.

Para determinar si las células ALL+ eran dobles o simples positivas también
se realizd un doble marcaje con anticuerpos contra CD4 y CD8. Una vez fijados
los timocitos en portacbjetos fueron incubados primero con anticuerpo muring anti-
CD4 unido a biotina y posteriocrmente con estreptavidina peroxidasa; después de
lavar las céluias dos veces con PBS fueron incubadas con H,O, y DAB hasta que
desarrollaron color. En una segunda etapa las células se incubaron con
anticuerpo anti-CD8 murino acoplado a biotina y posteriormente con avidina-
fosfatasa alcalina, para revelar con 5-bromo 4-cloro 3-indolil fosfato en nitroazul

de tetrazolio (NBT/BCP1) hasta que se observé color.

Localizacion in situ de timocitos ALL+ en el timo

Después de ser extraidos, la mitad los timos se colocaron en OCT (Tissue
Tek) y se congelaron inmediatamente en isopentano frio, la otra mitad se fijé en
formol al 10% y se procesaron para microscopia éptica. Se realizaron cortes de
7um de grosor con un criéstato Bright FS/FCS y se fijaron con una solucién de
acetona/cloroformo (v/v); se secaron a temperatura ambiente y posteriormente se
congelaron hasta su uso.

Antes de llevar a cabo la tincién, los cortes se lavaron exhaustivamente con

PBS pH 7.2 y se incubaron durante 15 min en suero normal de raton al 3%.
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finaimente se lavaron por 10 min mas en PBS. Los cortes fueron incubados en
primer lugar con 15ul de PNA conjugada a isotiocianato de tetrametil rodamina
(TRICT), en camara humeda durante 25 min, posteriormente se lavaron con PBS
por 30 min. La tincion con la ALL acoplada a isotiocianato de fluoresceina
(FITC) se realizd saturando cada corte con la lectina en camara humeda por 25
min y lavando posteriormente con PBS 30 min.; por uitimo ios cortes se montaron
en PBS/glicerol. Cada una de las preparaciones se observd en un microscopio
Zeiss equipado con un condensador de epifluorescencia IV/2 y se tomaron
microfotografias. Algunas de las preparaciones se incubaron con ALL acoplada a
biotina (ALL-B) y avidina acoplada a fosfatasa alcalina, usando 5ul de NBT/BCIP
como substrato.

Para identificar el fenotipo de la poblacién reconocida por la lectina de
amaranto se hicieron dobles marcajes in situ, llevando adelante en primer lugar la
tincién con ALL-B y la avidina acoplada a fosfatasa alcalina y posteriormente los
cortes se incubaron con anticuerpos monoclonales anti-CD3, anti-CD4 o anti CD8.
durante 15 min. Finalmente se agregd como segundo anticuerpo IgG de conejo
anti-rata acoplado a peroxidasa en una dilucién 1:200 y DAB como cromogeno
Por otro lado, también se realizaron dobles marcajes in sifu con ALL-FITC, y
posteriormente con anticuerpos NLDC-145 de rata especificos para células
interdigitantes, incubando posteriormente con anticuerpos anti 1gG de rata

conjugados a peroxidasa, para revelar después con H>0, y DAB.



Purificacion del receptor para ALL a partir de timocitos murinos

Para la obtencion del receptor de ALL a partir de timocitos murinos se
estandarizé una técnica de aislamiento aprovechando la versatilidad de la
interaccion avidina-biotina. Se obtuvieron los timos de 10 ratones machos de 28
dias de edad y se disgregaron por separado. Las células asi obteridas se
resuspendieron en medio de cuitivo DMEM, suplementado con 5% de SFT y se
contaron en un hemocitémetro, la suspensién celular se ajusté a 1x1 0® células en
1ml de PBS. Para separar la subpoblacién reconocida por la lectina de amaranto
se incubaron las células durante 15 min con 10ug de ALL-B y se colocd la
suspension celular sobre una solucién de BSA al 7% en PBS en tubos de vidrio
conicos de 12ml. Después de 30 min las células aglutinadas (ALL+) se
recuperaron del fondo del tubo, se lavaron y se lisaron incubandolas en una
solucion que contenia 1pg/ml de aprotinina A, 1ug/ml de pepstatina, 2ug/mi de
leupeptina y 2mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo y Tritén X-100 al 1% (v/v) en
PBS, durante 30 min a 4°C en agitacién constante. Posteriormente, la solucion
resultante se centrifugd a 14000 g durante 30 min para eliminar residuos celulares
y mitocondrias.

Las glicoproteinas de membrana reconocidas por ALL se aislaron de una
manera especifica utilizando cromatografia de afinidad.  El sobrenadante
recuperado se pasé a través de una columna de agarosa-avidina previamente
lavada con glicina 0.1M, pH 2 y estabilizada a pH 7.2 con PBS. Después de
colocar la muestra se lavo la columna con PBS con el fin de eluir la fraccion no

retenida hasta que la densidad dptica con una A llegara a cero; posteriormente
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se agregaron 3ml de una solucion de GalNAc 0.2M en PBS con el proposito de
desprender el receptor de ALL por competencia con el monosacarido especifico
reconocido por la lectina. A continuacion se lavé de nuevo la columna con PBS y
se anadid glicina 0.1M pH 2 para eluir al complejo ALL-biotina. Las fracciones con
una densidad optica positiva se colectaron, se dializaron contra NaCl 5mM y se

concentraron por liofilizacion.

Determinacion del peso molecular del receptor para ALL

La evaluacion del peso molecular de la glicoproteina reconocida por ALL se
realizé por electroforesis en gel de poliacritamida en condiciones reductoras (5%
de pB-mercaptoetanol y 8M de urea) y no reductoras en presencia de 0.1% de
dodecil sulfato de sodio, SDS. La concentracién de los geles de poliacrilamida
utilizados para la separacion fue de 12.5% empleando el sistema de Laemmii

(1970). Los geles se tifieron con nitrato de plata y con azul de Coomassie R-250

al 0.1%.

Transferencia de proteinas separadas por electroforesis

Con la finalidad de evaluar si la leucosialina es la glicoproteina reconocida
por ALL, se realiz6 una transferencia de las glicoproteinas de membrana aisiadas
de timocitos de raton. El extracto celular se hizo a partir de 2x10° timocitos
utilizando el amortiguador de lisis conteniendo Tritén X-100 al 0.1% (v/v) en PBS
més los inhibidores de proteasas. En primer lugar, se separaron por electroforésis

las proteinas contenidas en el extracto celular; una vez separadas se transfirieron
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a una membrana de nitrocelulosa. La transferencia se llevd a cabo utilizando el
aparato de Tranblot, Bio-Rad durante 1h a 10 volt en amortiguador de
transferencia. El papel de nitrocelulosa se bloqued con 5% de leche en solucidn
de lavado: solucién salina amortiguada con trizma base con 0.1% de Tween-20
(viv), pH 7.6 (TBS-T). Posteriormente, la membrana se incubd por separado con
dos anticuerpos monoclonales contra CD43, el S7, que reconoce la isoforma de
115 kDa, y el 1B11 que reconoce la isoforma con peso de 130 kDa, durante 1h a
temperatura ambiente. Después de la incubacién la membrana se lavd con TBS-T
brevemente en dos ocasiones, seguidas de un lavado de 15 min y 2 lavados mas
de 5 min. A continuacion se agregd igG de rata acoplada a peroxidasa diluida
1:2500 como segundo anticuerpo y se incubd la membrana durante 45 min a
temperatura ambiente; se lavé la membrana 4 veces con el amortiguador de
lavado y finalmente se reveld por quimioluminiscencia en una pelicula Hyperfilm
ECL de Kodak®.

Por otro lado, también se evalud la unién de la lectina de amaranto a las
glicoproteinas de membrana de fos timocitos murinos y a ta fraccion eluida con
GalNAc en la cromatografia de afinidad, transferidas a una membrana de
nitrocelulosa incubando ésta con la ALL-B y utilizando EXtravidina®-peroxidasa
como enzima para llevar a cabo el revelado por quimioluminiscencia. Una vez
blogueada la membrana de nitrocelulosa se incubd con la lectina de amaranto
acoplada a biotina diluida 1:200 en TBS y 5% de leche a 37° C durante 1hy a 4°C
toda la noche, posteriormente se lavd 3 veces con TBS-T. Despues, la membrana
se incubd con Extravidina®-peroxidasa 1:5000 diluida en TBS-T durante 45 min a
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temperatura ambiente y por Ultimo se lavd 4 veces antes del revelarla por
quimioluminiscencia.

Para confirmar la ausencia de lectina biotinilada en la fraccidn eluida con
GaiNac se hizo una transferencia de la proteina contenida en dicha fraccion y
separada por electroforesis a papel de nitrocelulosa, asi como de una muestra de
la lectina acoplada a biotina, presente en ese mismo gel. Las tiras de papel de
nitrocelulosa donde se transfirieron ias proteinas se incubaron en PBS con Tween
20 al 0.01% conteniendo 1% de leche para bloquear el papel. Después de 16h de
incubacion se lavaron en esta misma solucion amortiguadora durante 2h haciendo
cambios de solucién cada 20 min. Posteriomente [os filtros se incubaron con una
solucién de estreptavidina-peroxidasa diluida 1:8000 en PBS durante 30 min
Finalmente los filtros se lavaron durante 1h con la solucidn amortiguadora.

haciendo cambio cada 15 min y la reaccion se reveld por quimioluminiscencia.

Separaciéon del receptor para ALL por medio de FPLC

Una vez obtenido el receptor para la lectina de amaranto por cromatografia
de afinidad se procedié a purificario por ef sistema de FPLC. Para lo anterior se
utilizé una columna Mono-P HR 5/20 de Pharmacia que fue usada como un
intercambiador anidnico. Para lo anterior la proteina se disolvid en un regulador
de imidazol 10 mM a pH 7.1 y fueron aplicados 500 ug de receptor en la columna
ajustandose el flujo a 0.5 mi/min. La muestra fue eluida con un gradiente de NaCl
1M, pH 7.1 disuelto en el mismo regulador de imidazol, tas fracciones, de 1 ml

cada una, se monitorearon a una A NM con una sensibilidad de 0.1.
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Caracterizacion quimica
Determinacion de azucares

La determinacién de la concentracidn de azlcares se llevé a cabo por el
método de fenol (Dubois, et al., 1956). Se prepard una solucion al 5% de fenol
cristalizado en agua (p/v) v se agregd 0.1ml de esta solucién a 1ml de la solucién
del receptor con una concentracion de 50 pg de proteina, posteriormente se
afiadid 1mi de acido sulfdrico. La solucién se agitd y se incubé a 100°C durante 5
min, posteriormente se leyd la densidad optica en Aso. Se utilizo lactosa como
estandar.
Composicidn de carbohidratos

El andlisis de composicién de carbohidratos fue llevado a cabo por
metanolisis en la presencia d_e meso-inositol como estandar interno.  Se
hidrolizaron 50ug de proteina en 1m! de metanol/HCI 0.5 M a temperatura de
100°C durante 24h. Posteriormente, los derivados trifluoro-acetil-alditoles se
obtuvieron adicionando 100ul de piridina y 100ul de acido trifluoroacético. La
composicion de azlcares se determind por cromatografia de gases por el método
de Zanetta et al. (1972), el cual consistié en agregar los derivados trifluoro-acetil-
alditoles a una columna conteniendo silicdn OV-210 al 3% (Applied Science Lab,
Buffalo, NY). El programa de temperatura se establecio de 100-240°C, con un
incremento de 1°C por minuto, en un cromatédgrafo Varian 2100 (Orsay, Francia),

utilizando helio como gas vector.
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Composicién de aminoacidos

Las fracciones obtenidas de la cromatografia de afinidad y por intercambio
idnico fueron analizadas para composicion de aminoacidos. Para tal efecto se
hidrolizaron 50 g de proteina de cada fraccion en frascos sellados conteniendo
HCI 6N durante 24, 36 y 72h a 110° C. Posteriormente se realizé derivacion en el
sistema PICOTAG de Waters Associates (CA, USA) en una columna Pico-Tag C-
18, 3.9 x 150mm. La muestra se hizo por triplicado y se inyectd en el sistema en
tres ocasiones: se obtuvo la media de los datos resultantes y se hizo el
tratamiento estadistico por medio del programa LabNet de Spectra Physics
(Bidlingmeyer et al., 1984).
Determinacién del amino terminal

La secuencia de aminoacidos de las fracciones del receptor de ALL fue
realizada en un secuenciador de aminoacidos automatizado Beckman 3000. Las
muestras fueron separadas por electroforesis en condiciones reductoras en SDS-
PAGE y después transferidas a una membrana de PVDF (polivinil), posteriormente

las fracciones obtenidas fueron aplicadas al secuenciador de aminoécidos.



Vil. RESULTADOS
Reconocimiento de timocitos murinos por la lectina de amaranto

Los resultados mostraron que la dosis dptima de lectina de amaranto para
aglutinar timacitos oscil6é entre 0.1 y 1 pg de proteina con un titulo de 1.64 para
10° células.

Para determinar la cantidad de células aglutinadas por la lectina, la
suspensién celular de timocitos murinos fue incubada con ALL y las celulas
reconocidas por la lectina se separaron de las gue no lo fueron mediante el
procedimiento descrito por Reisner (1976a). Las células aglutinadas por ALL
fueron 5.6+0.9% del total de timocitos y la viabilidad fue en todos los casos =290%,

determinada por exclusidén con azul tripan.

Determinacion del fenotipo de los timocitos positivos al marcaje con ALL
Para conocer el fenotipo de las células aglutinadas por la lectina de
amaranto se marcaron con anticuerpos anti-CD4 y anti-CD8 acoplados a biotina.
Posteriormente las células se incubaron con estreptavidina peroxidasa y se reveld
con H,0, y DAB. Al cuantificar las células que reaccionaron con cada uno de los
anticuerpos se encontré que un 75% de las células reconocidas por el amaranto
fueron CD4+ vy un 11% CD8+. Al realizar el doble marcaje con ambos anticuerpos

se observé que las células aglutinadas por ALL fueron simples positivas.
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Localizacion de células ALL+ en el timo

Con la finalidad de localizar las células reconocidas por la lectina de
amaranto dentro del timo se hicieron tinciones in sifu. Se trabajé con cortes de 7
um de espesor los cuales se fijaron y procesaron para microscopia optica. Estos
cortes fueron incubados primero con PNA-TRICT y después con ALL-FITC.
después de fijarlos se observaron al microscopio de fluorescencia y se tomaron
microfotografias, donde se encontro que las células marcadas con PNA-TRICT se
encontraban como ya es conocido, en la corteza timica (FiG. 1) y los timocitos
que presentaban la marca de fluoresceina se encontraban localizadas en la
médula timica (FIG. 2). Al realizar la tincién con ALL-B y revelar con avidina-
fosfatasa alcalina y NBT/BCIP como substrato se observ la misma localizacion
de los timocitos ALL+ (FIG. 3). El fenctipo de fas células ALL+ se determind in sifu
utilizando una doble tincién de los cortes histoldgicos del timo, incubando en
primer lugar con ALL-B, utilizando avidina-fosfatasa alcalina con NBT/BCIP para
revelar, y en una segunda fase incubando con anticuerpos contra los marcadores
CD3, CD4 o CD8, y agregando un segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa. En
los cortes tefidos de esta forma se observé que los timocitos ALL+ fueron
predominantemente CD4+ (FIG. 4). Se encontré que algunas de las células
tefiidas con la lectina de amaranto presentaban morfologia de células
interdigitantes. Para confirmar lo anterior se hicieron dobles tinciones con ALL-
FITC y con anticuerpos especificos para células interdigitantes (NDLC-145).
utilizando un segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa para revelar. Como
resultado de esta doble tincion, al analizar los cortes se encontro que la lectina de
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amaranto reconace a células interdigitantes (FIG. 5 v 6} y el porcentaje de este

tipo celular es alrededor de! 80%

Figura 1 Microfotografia de un corte longitudinal de timo de raton tefido con
lectina de cacahuate acoplada a rodamina (PNA-TRIC). Las células que fueron
tefiidas con la lectina se encuentran en la region cortical (C).



Figura 2 Microfotografia del mismo corte longitudinal de la Figura 1 tefudo con
lectina de amaranto acoplada a fluoresceina (ALL-FITC) Las celulas marcadas
con fluoresceina se localizan principalmente en la medula timica (M).
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Figura 3. Microfotografia de un corte longitudinal de timo de raton terfiido con ALL-
B y avidina accplada a fosfatasa alcalina Al igual que en fa Figura 2 se observa
la misma localizacidn de los timocitos reconocidos por ALL en la regton medular
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Figura 4 Microfotografia de un corte longitudinal de timo de raton con doote
tincién utilizando ALL-B y avidina acoplada a fosfatasa aicalina (azul) vy
anticuerpo ant-CD4 mas un segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa (cafe:
Las células que presentan doble marca se encuentran en fa medula timica (M) en
tanto que ésta no se observa en la region cortical (C)



Figura 5 Microfotografia de un corte longitudinal de timo de raton tefiido con ALL-
FITC Elcampo corresponde al mismo de la Figura 6



Figura 6 Microfotografia del mismo corte longitudinal de la Figura 5 tefido cor
anticuerpos especificos para células interdigitantes (NDLC-45) utilizando un
segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa



Purificacién del receptor para ALL (ALLTr)

El receptor para la lectina de amaranto presente en células timicas de raton
fue aislado por medio de cromatografia de afinidad, empleando la interaccion
avidina-biotina. En primer lugar se incubaron las células con ALL-B, y una vez
separada la subpoblacién reconocida por ella por medio de sedimentacion
diferencial de las células aglutinadas, fueron lisadas en presencia de inhibidores
de proteasas. El lisado celular fue pasado a través de una columna de avidina
acoplada a agarosa vy el receptor de ALL eluido especificamente con N-acetil-D-
galactosamina que es el azlcar especifico reconocido por la lectina (FIG. 7) El
liofilizado de esta fraccion fue analizado por electroforésis en gel de poliacritamida
al 12.5% en condiciones reductoras y no reductoras. En el pérfil electroforético
tanto en condiciones reductoras como no reductoras se observo una sola banda

proteica de una M, de 70,000, (FIG. 8).

Transferencia de proteinas separadas por electroforesis

Las proteinas presentes en el lisado célular de timocitos murinos y la
fraccién eluida con GalNAc en la cromatografia de afinidad, fueron separadas por
electroforésis en condiciones reductoras y transferidas a papel de nitrocelulosa.
Las tiras de la membrana fueron incubadas por separado con dos anticuerpos
dirigidos contra la leucosialina, S7 y 1B11, y por otro lado con ALL-B. Las
membranas tratadas con los anticuerpos fueron incubadas posteriormente con un
segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa, y las tiras incubadas con ALL-B se

incubaron en una segunda ocasion con Extravidina®-peroxidasa.
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Figura 7. Cromatografia de afinidad. Perfil cromatografico del lisado celular
obtenido a partir de timocitos murinos. Las células aglutinadas por la lectina de
amaranto (ALL-B) fueron lisadas en presencia de inhibidores de proteasas y el
lisado celular fue pasado a través de una columna de avidina acoplada a agarosa:
despues del desprendimiento de |a fraccién no retenida F-1, la fraccion retenida F-
i se eluyé con N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) 0.2M, el azucar especifico
reconocido por ALL.
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Figura 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones reductoras
(PAGE-SDS) del receptor para la lectina de Amaranthus leucocarpus en timo
(ALLTr). (A) Pesos moleculares. (B) fraccion no retenida, F-1. (Cy D) fraccion
eluida con GalNAC 0.2M, F-IL

Al revelarse por quimioluminiscencia se observé que la lectina de amaranto
reconocié una sola glicoproteina que corresponde a un peso de 70 kDa,
comprobando el resultado de la electroféresis (Fig. 9, carril 4), y también
reconocid a la fraccién eluida con GalNac en la cromatografia de afinidad (Fig. 9,
carril 5). Por otro lado, los anticuerpos S7 y 1811 reconocieron las glicoproteinas
de 115 y 130 kDa para las cuales son especificos (Fig. 9, carriles 2 y 3
respectivamente).

Para comprobar la ausencia de la lectina biotinilada en la fraccion
purificada se llevd a cabo una electrotransferencia de un corrimiento
electroforético en condiciones reductoras, donde se colocaron en carriles
separados la fraccion purificada y la lectina de amaranto acopiada a biotina: al
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revelar con estreptavidina-peroxidasa, H,O, y DAB solo se observd una banda en
el carril correspondiente a la ALL-biotina, que en este caso tuvo un M, de 35,000,
lo cual corresponde al monémero de ALL, en el carril correspondiente al receptor
para ALL no se observaron bandas al reveiar la transferencia (resultados no

mostrados).

Figura 9. Transferencia de proteinas del lisado celular de timocitos separadas por
electroforesis en condiciones reductoras. Carriles (1 y 2), estas tiras se incubaron
en primer lugar con dos anticuerpos diferentes especificos contra la leucosialina
(CD43), S7 y 1B11 respectivamente, y después con un segundo anticuerpo
acoplado a peroxidasa. Carriles (3 y 4), estas tiras fueron incubadas primero con
ALL-B y posteriormente con Extravidina® peroxidasa, en el carril 4 se corrio ia
fraccién eluida con GalNAc en la cromatografia de afinidad.



Purificacion del receptor por medio de FPLC

La fraccién eluida con GalNAc en la cromatografia de afinidad fue
resuspendida en amortiguador de imidazol e inyectada en una columna Mono P
HR 5/20. Al eluir con un gradiente de NaCl 1M se obtuvieron tres fracciones
principales Tr-25, Tr-30 y Tr-70 (FIG. 10) que presentaron lecturas positivas de
densidad optica a una Asg. Dichas fracciones eluyeron a una concentracion de

NaCl de 0.1, 0.2 y 1M respectivamente.

Caracterizacion Quimica

Determinacion de azucares

La concentracion de azlcares se determind por el método de Dubois ef &/
(1956), utilizando lactosa como estandar. Se encontrd que los carbohidratos
presentes en el receptor constituyen el 30% en peso del receptor purificado por
cromatografia de afinidad, la proporcién de carbohidratos vario cualitativamente
en cada una de las fracciones purificadas por cromatografia de intercambio ionico.
identificandose que las fracciones Tr-1, Tr-2 y Tr-3 contienen 25, 28 y 35% de
carbohidratos por peso, respectivamente.

Composicién de carbohidratos

La determinacion de los carbohidratos encontrados en el receptor para ALL

se analizd por medio de cromatografia de gases, a partir de una muestra del

receptor hidrolizada por metanolisis, de acuerdo al método de Zanetta et al.

(1972). Los resultados se muestran en la Tabla 1.
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Figura 10. Cromatografia de intercambio idnico. La fraccion efuida con GalNAc en
la cromatografia de afinidad se purificd por medio del sistema FPLC, utilizando
una columna Mono-P MR 5/20 de Pharmacia. La muestra se disolvic en
amortiguador de IMIDAZOL 10 mM pH 7.1, y se eluyé con un gradiente de NaCl
1M disueito en el mismo amortiguador.
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Los carbohidratos mas importantes son la galactosa y la N-acetil-D-
galactosamina, identificandose en menor proporcion manosa y N-acetil-D-

glucosamina.

Tabla 1. Composicion de carbohidratos del receptor de ALL en timo

Residuo de aztcar Residuo por Mol*
ALL Tr ALL Tr1 ALL Tr2 ALL Tr3

Fucosa 0.0 0.0 0.0 0.0
Manosa 7.6 7.3 7.1 7.8
Galactosa 8.0 8.4 8.6 8.8
GlcNAc 4.9 5.1 5.0 54
GalNAc 12.2 13.4 13.0 13.0
NeuAc 1.2 1.0 1.5 1.9

Considerando un peso molecular de 70 kDa.

Composicion de aminoacidos

Para analizar la composicién de aminoacidos de cada una de las fracciones
obtenidas por FPLC, éstas se hidrolizaron previamente y se utilizd el sistema
PICOTAG de Waters para la derivacién de los aminodcidos. La composicion de
aminoacidos y la cantidad relativa de cada unc de ellos, dado en numero de

residuos por mol, de las tres fracciones es muy similar, ver (Tabla 2).
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Tabla 2. Composicién de aminoacidos del receptor purificado por
cromatografia de afinidad y de las fracciones Tr1, Tr2, Tr3

obtenidas por FPLC *

Aminoéacido Total Tr1 Tr2 Tr3
Asp 33.2 50.8 36.9 50.9
Glu 47.2 67.5 98.1 106.6
Ser 42.1 57.6 130.1 101.7
Gly 43.1 210.9 138.8 161.6
Arg 5.8 13.9 2.9 -

Thr 15.7 15.7 206 9.6
Ala 21.0 1.6 51.0 35.3
Pro 45.5 38.6 42.7 27 .1
Tyr 19.1 6.9 3.0 2.3
Val 3.6 21.6 16.4 14.3
lle 17.5 18.5 11.8 10.3
Leu 32.6 30.3 17.4 20.8
Phe 15.2 72.2 28.0 36.2
Lys 29.2 15.7 13.4 20.0
His 47.8 - 12.2 11.9
Met 26.8 - 2.5 1.8
* Numero de residuos por mol, considerando un peso molecular
de 70 kDa

Determinacion del amino terminal.

El amino terminal del receptor timico para ALL, purificado por cromatografia
de afinidad se encuentra bloqueado. Se realizaron cuatro intentos en diferentes
muestras purificadas con el mismo procedimiento obteniéndose con el mismo
resultado. Las muestras hidrolizadas por calentamiento fueron analizadas en el
secuenciador automatico y se identificaron diversos residuos de aminoacidos
entre los mas abundantes glicina y serina, como se demuestra en la composicion,

lo que confirma que el grupo amino de esta proteina se encuentra bloqueado.



Viil. DISCUSION

{ a glicosilaciéon de proteinas mediante enlaces de tipo O-glicosidico es un
proceso enzimatico gue se realiza en el aparato de Goigi, en donde por la accion
de glicosiltransferasas se adiciona N-acetil-D-galactosamina a residuocs de serina
o treonina. La O-glicosilacién fue asociada hace algunos afios con estadios de
inmadurez, cuando Reisner, ef al. (1976) identificaron poblaciones de timocitos en
la corteza timica que fueron reconocidas por la lectina de cacahuate (PNA).
especifica para residuos de galactosa presentes en los O-glicanos. A partir de
entonces, |a identificacion de estructuras reconocidas por esta lectina en diversos
tejidos se relacioné con procesos de inmadurez (Maekawa y Nishimune, 1985) y
posteriormente se amplié esta relacion con procesos de transformacion cancerosa
(Singhal y Hakamori, 1990; Saitoh et af., 1991). Sin embargo, hasta hace poco
tiempo se ha despertado el interés acerca de la posible funcion de las estructuras
O-glicosiladas en la superficie de diferentes grupos celulares. En particular, se ha
observado que durante la maduracién de los linfocitos T se presenta una
expresion variable de O-glicanos (Wu, ef al., 1997), |la cual puede ser influenciada
por la expresion tanto de las glicosiltransferasas responsables, como del substrato
especifico, (Johnson, et al., 1989; Baum, et al., 1996).

El desarrollo y maduracién de los linfocitos T se llevan a cabo dentro del
timo. En este érgano se encuentran tres poblaciones principales de células, que
representan etapas diferentes en el desarrollo de las celulas T. Estas poblaciones
son reconocidas comunmente por la expresion de los co-receptores CD4 y CD8.
Las células dobles negativas, CD4-CD8-, localizadas en la regién subcapsular y
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en la parte exterior de la corteza, corresponden a la poblacién mas temprana o
menos diferenciada. Las células dobles positivas CD4+CD8+, se encueniran
hacia el centro de la corteza y constutuyen la subpoblacidn que esta sujeta a los
procesos de seleccion dentro de este drgano. Por uitimo, en la médula timica se
encuentra localizada una subpobiacién de células simples positivas, CD4+CD8- o
CD4-CD8+, |as cuales estan en las Ultimas etapas de maduracién. De acuerdo a
los resultados que se obtuvieron, la lectina de amaranto (ALL) reconoce un
porcentaje de 5.6+0.9 de las céiulas totales del timo. Al hacer la caracterizacion
fenotipica de esta subpoblacién se encontré que presentaban los marcadores
CD4+y CD8+, en un 75% y un 11%, respectivamente. Al realizar el doble marcaje
con anticuerpos dirigidos contra estas dos moléculas de superficie se mostrd que
las células ALL+ son simples positivas, es decir, CD4+CD8- o CD4-CD8+. El
marcaje realizado in situ con la lectina de amaranto revelo que los timocitos que
son reconocidos por la lectina se localizan en la regién medular del timo. De
acuerdo a las caracteristicas fenotipicas que presentaron las células ALL+ y a su
localizacidn, se postula que se trata de una subpoblacion que ha superado los
procesos de seleccién y que se halla en las Ultimas etapas de maduracion.
Considerando que el 12% de las células CD4+ presentes en timo son células que
han alcanzado su madurez, es importante hacer notar gue aproximadamente un
30% de eilas son reconocidas por la lectina de amaranto.

Al realizar los ensayos de localizacion in situ con las lectinas de amaranto
(ALL) y cacahuate (PNA) se confirmé que PNA se une principalmente a la regién
cortical del timo en tanto ALL se localiza de forma preferente en la médula (Figs. 1
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y 2). De esta manera, es importante hacer notar que la pobiacion reconocida por
ALL es diferente a la que reconoce PNA, no obstante que ambas lectinas unen al
disacarido Gaip1,3GaiNAc, el cual se encuentra en el antigeno T. La diferencia
en el reconocimiento celular por parte de ambas lectinas se puede explicar por el
sitio de interaccién de cada una de ellas con el disacarido unido al péptido,
Galp1,3GalNACa1,0-Ser/Thr.

La lectina de amaranto se une al antigeno T (Galp1,3GalNACa1,0-Ser/Thr)
por interaccion con los grupos N-acetilo del carbono 2 e hidroxilo del carbono 4 de
la GalNAc, ALL también interactua con el hidroxilo del carbono 4 de ia galactosa y
muy posiblemente con un hidroxilo cercano perteneciente a la serina o a la
treonina de la cadena peptidica (Zenteno, et al., 1992); es decir, ademas de
interactuar con la porcién intera del disacérido que es la N-acetil-D-
galactosamina unida al péptido, la lectina interactua con los residuos de
amino4cido cercanos al sitio de glicosilacidn. Debido a que el ligando de |a
lectina de amaranto se encuentra en el lugar donde se une el oligosacarido a la
cadena peptidica, es posible que la cercania de otras cadenas sacaridicas
obstaculice el acceso de la lectina y por tanto inhiba el reconocimiento del ligando
por parte de la lectina. Otra glicoproteina fuertemente O-glicosilada, como la
mucina estomacal, no posee la capacidad para inhibir [a actividad aglutinante de
la lectina de amaranto (Zenteno, et af., 1992), lo que confirma que la especificidad
de esta lectina esta dirigida hacia GalNAc¢ presente en receptores especificos.
Por el tipo de interaccién que presenta ALL con el antigeno T, ia union de acido

sidlico al disacarido no impide el reconocimiento por ALL, aunque si disminuye su
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afinidad por ella. Se ha observado gue glicoproteinas con acido sialico como Ia
fetuina y la mucina submaxilar ovina y bovina inhiben efectivamente la actividad
de la lectina, sin embargo, la eliminacion de acido sidlico provoca un incremento
importante de su capacidad inhibitoria. Por lo anterior, la lectina de amaranto
puede unirse a timocitos que expresen O-glicanos con los antigenos sialil-T o
disialil-T en sus glicoproteinas de membrana, en las cuales el acido sialico esta
unido en enilace «2-6 a la N-acetil-D-galactosamina y u2-3 a la galactosa.

Por su parte, la PNA se une al antigeno T por interaccién con los grupos
hidroxilo de los carbonos 2,3,4 y 6 de la galactosa terminal, y con el hidroxiloc del
carbono 4 y el N-acetilo del carbono 2 de la GalNAcC. Al encontrarse sialilado el
disacarido se hace inaccesible a la unién con la lectina. (Pereira, ef al., 1976:
Swamy, et al., 1991).

Las células reconocidas por la lectina de amaranto se encuentran en la
médula del timo (Figs. 2 y 3) y son células simples positivas, ya sea CD4+CD8- o
CD8+CD4+. Tanto el fenotipo como su localizacion indican que se trata de células
maduras, o bien, que se encuentran en las dltimas etapas de maduracion. El
hecho de que ALL reconozca también a algunas células interdigitantes (Figs. 5y
6) y de que en algunas de las preparaciones éstas se hayan observado rodeadas
de timocitos CD4+, podria estar sugiriendo que el oligosacarido presente en el
receptor para ALL se encuentra tanto en la células interdigitantes como en los
timocitos y juega un papel en la adhesidn o en la comunicacién entre ambas

poblaciones.
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En estudios recientes (Wu et al., 1998), acerca de las glicoproteinas
presentes en timocitos murinos que son reconocidas por la lectina de cacahuate,
se ha observado que PNA se une por lo menos a 6 de ellas, de las cuales han
sido identificadas CD43, CD45 y las cadenas o y o' de CD8; en los lisados
celulares de timocitos murinos precipitados con la lectina y separados por medio
de electroforésis se observan bandas con pesos de 55, 65 y 150; el péptido de 55
kDa se encuentra asociado a CD8. En los ensayos electroforéticos realizados en
el presente trabajo con el receptor purificado para ALL se observo una sola banda
que corresponde a un peso molecular de 70 kDa (Fig. 8). El peso molecular del
receptor de amaranto no coincide con el de ninguna de las glicoproteinas
reconocidas por la lectina PNA. En nuestro estudio, se descarté el que la
leucosialina (CD43) sea el receptor para ALL, a pesar de que es una glicoproteina
con mas de 80 sitios susceptibles de ser O-glicosilados (Sheiley, et al, 1990) y
por tanto tiene muchos sitios que pueden ser reconocidos por la lectina de
amaranto. CD43 es un receptor que posee un peso molecular que va de 95-135
kDa, cuyo precursor no glicosilado pesa 52 kDa; la diferencia en el peso de fas
distintas isoformas esta determinada por los diferentes grados de glicosiaicion
(Fukuda, 1991). En el analisis de la transferencia tratada con anticuerpos
especificos para CD43 (Fig. 9), se observd que ninguno de éstos reconocio la
banda de 70 kDa correspondiente al receptor para ALL. Por otro lado, en la
transferencia incubada con la lectina de amaranto (Fig. 9) se observo que ésta no
reconocié ninguna banda correspondiente a alguno de los pesos moleculares

reportados para la leucosialina, que van de 95 a 135 kDa (Fukuda, 1991). En
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cuanto a los carbohidratos encontrados en el receptor para ALL, la porcidon
sacaridica de éste corresponde al 30% del peso total, con una composicion de
galactosa, GalNAc y NeuNAc en una proporcion de 2:3:0.3, ademas presenta
residuos de manosa y GIcNAc en proporcidn 2:1. La proporcién de GalNac
encontrada es menor a la reportada para la leucosialina y se aprecia un numero
mayor de residuos de manosa y GlcNAc (Tabla 1), en proporcion 2:1, de lo
reportado para CD43, el cual posee un solo sitio N-glicosilado. El marcador CD45
es otra glicoproteina con dominios de mucina, es decir, con tramos del péptido
donde se presentan varios aminoacidos sustituidos por O-glicosilacion (Johnson
ef al., 1989). Los pesos moleculares de sus diferentes isoformas que van de 180
a 220 kDa (Johnson ef al., 1989) estan por arriba del peso molecular del receptor
para ALL. En los estudios sobre la especificidad de ALL (Zenteno et a/., 1992), se
ha identificado que |a proteina reconocida por la lectina sobre los eritrocitos es la
glicoforina, la cual posee 13 residuos de aminodcidos O-glicosilados y solo tres
que son N-glicosilados; de acuerdo a la proporcion de azucares, el receptor
identificado en el timocito es semejante a esta proteina.

Es evidente que las diferencias demostradas por las lectinas ALL y PNA en
el reconocimiento de un oligosacérido sobre las células se debe a la organizacion
estructural del receptor. También se han reportado diferencias de este tipo en
otras lectinas (Debray, et al., 1981), como la concanavalina A (Con A) y Lens
culinaris, las cuales son inhibidas eficazmente por o-manésidos. Sin embargo en
presencia de secuencias oligosacaridicas o de glicoproteinas se comportan de
manera totalmente diferente, de tal forma que la lectina de L. culinaris requiere |a
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participacion de azucares como la L-fucosa. Lo anterior indica, que tanto las
lectinas como sus receptores requieren de una organizacidon tridimensional
espécifica en el momento de la interaccion. En el caso de la lectina de amaranto.
se ha demostrado que ésta interactia con los grupos hidroxilos de la serina
presente en la porcién peptidica de su receptor en eritrocitos; es muy probable
que esto mismo ocurra en la interaccién de ALL con su receptor sobre el timocito.
Por todo lo dicho anteriormente, se postula que el receptor para ALL sobre Ia
superficie de los timocitos se trata de un receptor nuevo, con una estructura
particular gue le permite ser reconocido por la lectina. Para confirmar esto sera
necesario hacer estudios de secuencia de la proteina sobre la cual se encuentran
los azucares que unen ALL.

La separacion del receptor para ALL por medio de intergambio anionico
generd tres fracciones que fueron eluidas con diferente fuerza idnica (Fig. 10). Al
analizar la composicion de amino4cidos de estas fracciones se observo un patron
muy similar en cuanto a la cantidad de residuos/mol de cada una de ellas por lo
que se considera que se trata de tres isoformas de la misma glicoproteina. La
cantidad de residuos de serina y treonina en la proteina indica que podria tratarse
de una glicoproteina susceptible de ser reconocida por la lectina de amaranto,
debido a la presencia de oligosacéridos unidos mediante enlaces O-glicosidicos a
la cadena peptidica. La existencia de diferencias en el grado de sialilacién de
cada fraccion purificada (Tabla 1) sugiere que éstas son la razdn principal en la
interaccion con la columna de intercambio iénico, debido a que estos grupos
poseen carboxilos que a pH neutro se encuentran ionizados. Esto también podria
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indicar que el diferente grado de sialilacién del receptor para amaranto refleja
distintos estadios de diferenciacion de las células que lo presentan.

Los procesos de glicasilacién requieren de un control estricto por medio de
las glicosiltransferasas, aunque los mecanismos por los cuales se lleva a cabo
este control no han sido bien dilucidados, particularmente en las células timicas.
Se ha observado que la expresién del substrato especifico de las
glicosiltransferasas también es importante en la expresion final de estructuras
oligosacaridicas sobre la superficie ceiular. Existen datos acerca de |a existencia
de una serie de eventos de glicosilacién durante la ontogenia de los linfocitos T
que permiten identificar a las células que han madurado y han sobrepasado las
barreras de la seleccién negativa (Pulido y Sanchez-Madrid, 1990; Gillespie, et a/ .
1993: Baum, et al., 1995; Baum, ef al. 1996; Wu, et al.,, 1997). De esta manera, se
considera que la glicosilacién y particularmente la O-glicosilacion tiene un papel
preponderante en la diferenciacion de los timacitos. El que la lectina de amaranto
tenga la capacidad para reconocer timocitos medulares, sugiere que: a) la
molécula de superficie reconocida por esta lectina podria poseer una
caracteristica particular, no tanto por su porcién sacaridica sino por la porcion
peptidica que sera glicosilada; b) existen enzimas glicosidicas particulares para el
receptor del amaranto y c) existen enzimas glicosidicas en la médula del timo con
propiedades o especificidad diferente a la de corteza.

En estudios recientes de reconocimiento de la lectina de amaranto con
otros grupos celulares, se ha demostrado que algunas estirpes celulares como los
macréfagos (Maldonado, et al., 1998 en prensa) son reconocidos por la lectina de
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amaranto solo cuando se encuentran en reposo y no han sido activados, de tal
forma que existe una relacién inversa entre los receptores para amaranto y
algunos marcadores de activacion como Mac 2 (#-integrina). Lo anterior confirma
que los receptores O-glicosilados para amaranto se encuentran en células
maduras o en las Ultimas etapas de maduracidon pero que no han sido activadas.
En el caso del humano, los linfocitos T periféricos reconocidos por ALL presentan
el marcador CD45RA+, lo cual sugiere que se trata de células maduras que no
han tenido contacto con el antigeno, es decir, células virgenes.

Nuestros datos concuerdan con la idea cada vez mas difundida de que las
secuencias especificas de los oligosacaridos participan en diferentes funciones
durante el desarrollo de los timocitos y de que la regulacion de la expresidn de
glicotransferasas, en particular las sialiitransferasas, afiade otro nivel de
complejidad a los mecanismos de control del fenotipo de la superficie celular y
puede ser un medio efectivo de modular las interacciones celulares durante la
maduracion, seleccion y migracion de los timocitos.  Sin embargo, existen pocos
datos acerca del papel de la O-glicosilacion en los mecanismos antes
mencionados; y es por esta razén que se considera importante el uso de lectinas
que reconozcan este tipo de oligosacaridos, en el estudio de las interacciones

celulares, en particular entre las células timicas.

L)
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IX. CONCLUSIONES

+La lectina de amaranto (ALL) reconoce aproximadamente el 30% de los timocitos
maduros, principaimente con el fenotipo CD4+CD8-; la localizacién medular de las
células reconocidas indica que se trata de células maduras, ¢ bien gue se
encuentran en [as Uitimas etapas de maduracion.

.De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo, se propone que el
receptor reconocido por ALL es nuevo: i} el peso molecular de la proteina
purificada con ALL es de 70 kDa; este peso no coincide con el de ninguna de las
glicoproteinas O-glicosiladas conocidas, presentes en la superficie de timocitos
murinos. ii} la proteina reconocida por ALL sobre los timocitos murinos no es
reconocida por anticuerpos dirigidos contra la leucosialina. iii) el porcentaje de
residuos de galactosa y N-acetil-D-galactosamina presente en el receptor de
amaranto, indica que la glicoproteina reconocida por ALL presenta una proporcion
menor de O-glicanos que la leucosialina, por lo que debe tratarse de una proteina
con una densidad menor de residuos O-glicosilados.

.La presencia de células interdigitantes ALL+ permite suponer que la
glicoproteina reconocida por la lectina participa en fenémenas de reconocimiento
y/o adhesion entre éstas células y los timocitos.

.La lectina de amaranto es un marcador eficaz de subpoblaciones de timocitos.

particularmente de poblaciones maduras que no han sido activadas.
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