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. RESUMEN

Los neutréfilos polimorfonucleares (PMN) representan la primera linea de defensa
dentro de los mecanismos de inmunidad innata. Estas células expresan en su
membrana plasmatica diversos receptores que participan en la activacion de la
fagocitosis y del estallido respiratorio. Numerosos estudios han demostrado
alteraciones en la expresion de carbohidratos de superficie en diversas patologias,
por lo que consideramos importante estudiar patrones de glicosilacion en
condiciones normales. Estudios previos en la literatura reportan que la aglutinina
de germen de trigo (WGA) reconoce y activa el estallido respiratorio en PMN. El
propdsito de este estudio fue identificar en PMN el receptor de (WGA-R)
reconocido por WGA con especificidad por N-acetil-D-glucosamina (GlcNAC).
WGA-R fue purificado por cromatografia de afinidad del lisado de PMN, es una
glicoproteina que esta compuesta por dos subunidades de 78 y 63 kDa con un alto
porcentaje de serina y glicina y en su porcién sacaridica por Gal, Man, GIcNAc y
NeuAc. Por MALDI-TOF se encontrd6 que ambas subunidades presentan
semejanza con citoqueratinas de tipo Il. WGA (1ug) y anticuerpos anti-WGA-R
(1:128) estimulan la explosion oxidativa de PMN, este efecto se inhibi6 con
GlcNAc, glicina y dipirona. Se concluye que el WGA-R participa en la activacion de
la produccion de radicales libres mediante sefalizacion intracelular que involucra

la movilizacion de calcio (glicina) y metabolitos del acido araquidénico (dipirona).



ABSTRAC.

In the innate immunity, the polymorphonuclear (PMN) leucocytes (neutrophil cells)
are the first defense line. In his plasmatic membrane, this cells have many surface
receptors which triggers the phagocytosis and respiratory burst. In many
pathologies, the expression of carbohydrates in the plasmatic membrane are
altered, so we studied the glycosylation of normal cells. Previously, an agglutinin
from the wheat germ (WGA) was identified, the WGA triggers the respiratory burst
in PMN. Our objective was identify an WGA receptor (WGA-T).

The receptor was purified from a cell lysate of PNM by affinity chromatography,
WGA-R is composed by two subunits of 78 and 63 kDa, in his amino acid
composition have high concentrations of serine and glycine; the oligosaccharides
which ére presents in their composition are Gal, Man, GIcNAc and NeuAc. By
MALDI-TOF. both subunits shown relationship with type Il cytokeratin. WGA (1ng)
and antibodies against WGA-R (1:128) triggers the respiratory burst, however, the
respiratory burst was inhibited with GIcNAc, glycine and dipyrone. Our results
suggest that the WGA-R triggers the respiratory burst activating the production of
free radicals trough calcium channels (glycine) and metabolites of arachidonic acid

(dipyrone).



il. INTRODUCCION.

Morfologia y funcion de los neutréfilos polimorfonucleares de humano.

En el ser humano la capacidad del sistema inmune para responder a los agentes
infecciosos de forma exitosa, no solamente reside en la respuesta inmune
adaptativa contra antigenos especificos mediada por linfocitos T y B, cuenta,
ademéas con una primera linea de defensa donde participan mecanismos de
inmunidad innata como: quimiotaxis, fagocitosis, interacciones celulares y la
accion de citocinas (Ginaldi et al., 1999). Los neutréfilos polimorfonucleares en el
torrente circulatorio constituyen entre el 50-60% del total de los leucocitos
circulantes, aunque también se les puede encontrar en los tejidos durante
procesos inflamatorios de tipo agudo (Robbins et al, 2000); estas células
fagociticas son los primeros leucocitos en llegar al sitio de lesion, predominando
en el infiltrado inflamatorio de 6 y hasta 24 h posteriores al inicio de esta respuesta
biologica (Peaje et al.,2002); existen evidencias que indican su posible
participacion en la modulacion del proceso inflamatorio, ya que al activarse
producen mediadores solubles con posibles efectos reguladores en otras células
del sistema inmune.

En la medula 6sea se producen 10'" neutréfilos polimorfonucleares por dia
en el adulto sano. Estas células representan el 60% de todas las células
nucleadas de la serie mielode, durante el proceso de su desarrollo celular algunos
factores de crecimiento juegan un papel importante como el factor estimulador de
colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) y el factor estimulador de colonias
de granulocitos (G-CSF). Ingresan a la circulacion como células maduras,

presentan como caracteristica morfolégica un nucleo multilobulado y tres tipos de



granulos intracitoplasmaticos: azuréfilos, especificos y de gelatinasa (Bjerrum et
al., 1993); tienen la capacidad de expresar receptores que participan en la
activacion de eventos celulares como el estallido respiratorio y la secrecion de
citocinas (Newburger et al., 2000). El mecanismo primario por el que el organismo
elimina microorganismos patdgenos es la fagocitosis (Ginaldi et al., 2000); durante
este proceso los neutrofilos polimorfonucleares reconocen agentes extranos, para
su ingestion y formacion de fagosomas, proceso que culmina con la fusion de los
lisosomas (contienen un alto contenido en enzimas) para dar lugar al fagolisosoma
(Ricevuti et al., 1993) y a la produccion de especies reactivas de oxigeno por
activacién del estallido respiratorio (Bjerrum et al., 1993). Este proceso concluye
con la lisis y destruccion de las particulas y/o bacterias ingeridas (Ricevuti et al.,

1993).

Produccién de especies reactivas de oxigeno como parte de los mecanismos
defensa del neutrofilo polimorfonuclear.

La generacion por los neutréfilos polimorfonucleares de oxidantes
microbicidas, resulta de la activacién de un complejo multienzimatico, la NADPH
oxidasa (nicotin adenin dinucleétido fosfato oxidasa), responsable de la
transferencia de electrones desde el cofactor NADPH al oxigeno molecular (O,),
con formacién del anion superdxido (O7), que funciona como sustrato para la
formacién de otras especies reactivas de oxigeno con funciones microbicidas,
como perodxido de hidrogeno (H20;) y acido hipocloroso (HOCI) como se muestra
en la figura 1. EI complejo NADPH oxidasa se encuentra constituido por las

subunidades cataliticas de membrana gp91phox (cadena a) y p22phox (cadena )
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Figura 1. Formacion de radicales libres en el estallido respiratorio.
que en conjunto forman el flavocitocromo bssg, asi como por las subunidades
reguladoras citosolicas p47phox, p40phox, p67phox, y las GTPasa (Rac1/2) y

Rap1A. Cuando se lleva acabo la activacion de la NADPH oxidasa, la célula

experimenta un aumento en el consumo de oxigeno, con traslocacion de sus



subunidades citosolicas a la membrana plasmatica y/o al fagosoma, en estos
organelos estas subunidades se ensamblan alrededor del sitio activo
(flavocitocromo bssg), a su vez inician o facilitan el transporte de electrones,
proceso altamente regulado en donde se involucran reacciones de fosforilacion,
pérdida de grupos fosfato (PO,) cambios conformacionales intra y
extramoleculares, activacion de enzimas movilizadoras de lipidos y de proteinas
intercambiadoras de nucleotidos (Quinn et al., 2004).

Durante la formacién del complejo enzimatico, la fosforilacion de la region
autoinhibitoria de p47phox ocasiona su activacion y su asociacion con p22phox;
p22phox funciona como regulador en la activacion de la oxidasa facilitando la
transferencia de electrones desde el FAD al grupo hemo del citocromo bssg, por
otra parte, p47phox se une a p67phox y funcionan en la organizacién de proteinas
del complejo NADPH oxidasa; los residuos 199-210 de p67phox son importantes
en la regulacion del flujo de electrones dentro del NADPH al FAD del
flavocitocromo bssg, por su parte la subunidad p40phox se une a lipidos presentes
en la membrana y se considera como un regulador positivo de la oxidasa, a su vez
ocasiona un aumento en la traslocacion de p47phox y p67phox en células
estimuladas, RAC es una subunidad citoplasmatica que en forma inactiva esta
inhibida por GDP y la proteina Rho-GDI. La estimulacion celular activa al
intercambiador de nucleétidos GEF, que a su vez provoca la disociacion de Rho-
GDI vy la sustituciébn de GDP por GTP en RAC, posteriormente, el complejo RAC-
GTP se asocia a una region TPR de p67phox, lo que facilita el ensamblaje del
complejo activo (Dagher et al., 1995; Lambeth et al., 2004). El. proceso de

activacion se ejemplifica en la figura 2.
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Figura 2. Proceso de activacion y ensamblaje del complejo enzimatico
NADPH oxidasa de neutréfilos polimorfonucleares.

Las especies reactivas del oxigeno producen dafio al ADN, a las proteinas y a los
lipidos, algunos de ellos ocasionan la pérdida y cambié de bases asi como la
ruptura de una o dos hebras del DNA. En las proteinas causan dafio imeversible
en su estructura, generalmente marcandolas para su degradacion. Las
membranas celulares contienen fosfolipidos con acidos grasos que contienen
varias dobles ligaduras. Estos acidos grasos poliinsaturados son mas labiles a la
oxidacion que los saturados y monoinsaturados pues los metilenos entre las
dobles ligaduras pueden perder hidrogenos mas facilmente. La peroxidacién
lipidica en las membranas biologicas ocasiona disminucion de la fluidez, que se

traduce en alteraciones en la permeabilidad y pérdida de la integridad, que



provocaria destruccion de células, bacterias, hongos y parasitos por lisis

(Hansberg, 2002)

Receptores involucrados en la activacion de los neutrofilos.

Los neutréfilos polimorfonucleares presentan en su superficie diversos
receptores que son importantes para desencadenar la funcidén fagocitica y la
explosion oxidativa, como son los receptores para la fraccion Fc de
inmunoglobulinas (IgG, IgA e IgE) y para complemento.

Los receptores que reconocen la regién Fc de la IgG pertenecientes a la super
familia de las inmunoglobulinas son: FcyRIl (CD64), FcyRlla (CD32a), FeyRlIb
(CD16b) y para IgA, FcaRI (CD89). Poseen la capacidad de activar los neutréfilos
polimorfonucleares y favorecen la fagocitosis, la citotoxicidad dependiente de
anticuerpos, el estallido respiratorio y la liberacion de mediadores inflamatorios.
Los receptores para IgG que se expresan constitutivamente son: FcyRlila (CD32a)
con un peso de 40kDa y FcyRIllb (CD16b) de 48 kDa, los dos estan altamente
glicosilados y se unen con baja afinidad a la porcién Fc de la IgG. CD16B es un
receptor anclado a GPI (fosfatidil inositol glicano) mientras que CD32a es un
receptor con una sola cadena transmembranal que posee en su cola
citoplasmatica un dominio de inmunoreceptor con dominios de activacién basados
en tirosina (ITAM). Por otro lado, FcyRI (CD64) es un receptor de IgG restringido a
células mieloides, tiene un peso molecular de 70 kDa y gran afinidad a
monomeros de IgG. El receptor para IgA en neutréfilos es FcaRI (CD89) con un
peso entre 50-89 kDa y posee en su estructura 6 dominios potenciales de N-

glicosilacion (Radaev et al., 2001)



Los receptores del complemento juegan un papel importante en la activacion del
neutréfilo, entre ellos se encuentran el C5aR (CD88), C3aR, CR1 (CD35), CR2
(CD21), CR3 (MAC-1, CD11b/CD18) y CR4 (p150/95, CD11c/CD18). El receptor
C5aR (CD88) es una glicoproteina de membrana con un peso molecular de
alrededor de 42 kDa vy alta afinidad para C5a, pertenece a la familia de receptores
acoplados a proteinas G de siete dominios transmembranales; el receptor C3a
(C3aR) es una proteina con un peso molecular entre 86-107 kDa, que muestra un
37% de homologia con CD88 y se une con baja afinidad a su ligando (C5a)
(Huber-Lang et al., 2003). El receptor tipo 1 del complemento (CR1, CD35) es una
glicoproteina de membrana de 210-290 kDa con especificidad para los productos
del complemento C3b, C4b y con baja afinidad para iC3b, el dominio extracelular
de CR1 esta formado por 30 o mas SCRs (repeticiones consenso pequefias). El
receptor tipo 2 de complemento (CR2, CD21) es una glicoproteina de 145 kDa,
reconoce con gran afinidad iC3b, C3dg y con baja afinidad a C3b y C3i, tiene gran
importancia en la funcién de la célula B, aunque se encuentra expresado también
en los neutréfilos polimorfonucleares.

El receptor tipo 3 (CR3, Mac-1, CD11b/CD18) y 4 (CR4, p150/95, CD11c/CD18)
del complemento, son glicoproteinas heterodiméricas formados por una cadena B
comun y una cadena « distinta para cada receptor. Ambos pertenecen a la
superfamilia de integrinas las cuales son proteinas de adhesion. La cadena « de
CR3 es una glicoproteinas de 155 kDa y la del CR4 es de 150 kDa. CR3 se une a
iC3b y zymosan, CR4 se une al fibrinbgeno, ICAM-I (CD54), LPS y al factor

inhibidor de neutéfilos (NIF) (Graham et al., 2002).



Mediadores solubles estimuladores de los PMN

La funcién de estas células fagociticas esta regulada por diversos factores
extracelulares que aumentan o disminuyen sus funciones efectoras, tal es el caso
de las citocinas producidas por células del sistema inmune como los linfocitos, asi,
su generacion puede regular la respuesta inmune. La IL-8 es una citocina
perteneciente a la familia de quimiocinas CXC, posee actividad biolégica para
neutrofilos durante los eventos inflamatorios agudos por su unién con los
receptores CXCR1 y CXCR2, entre sus efectos esta generar quimiotaxis, y regula
positivamente la expresion de moléculas de adhesion (Harshika et al., 2004;
Feniger-Barish et al., 2003). La interleucina 15 es una citocina proinflamatoria
activadora de neutréfilos por interaccion con el receptor IL-15R, ocasiona un
aumento en la actividad fagocitica, fungicida, quimiotactica y retraso en la
apoptosis (Girard et al., 1996; Rathhé et al., 2004). La interleucina 18, induce la
liberacion de citocinas y quimiocinas (IL-8, IL-1a y TNF-a), regula positivamente la
expresion de CD11b, induce su desgranulacion y aumenta el estallido respiratono
por exposicion con fMLP (N-formyl-L-methionyl-L-leucil-L-phenylalanine), pero no
tiene un efecto protector contra la apoptosis (Leung et al., 2001). Se ha reportado
que el interfferdn gama (IFN-y) aumenta el estallido respiratorio, (incremento
dependiente de la concentracion de esta citocina) e induce la expresion de
algunos genes y de moléculas presentadoras de antigeno (Ellis et al., 2004). El
IFNy recombinante aumenta el consumo de oxigeno y la produccion del anién
superdxido bajo la induccion del estallido respiratorio por fMLP, Concanavalina A

(Con A) y Acetato Forbol Miristato (PMA) (Berton et al., 1987).
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La proteina C reactiva (CRP), perteneciente a las proteinas de fase aguda, tiene
un efecto negativo en el estallido respiratorio al interaccionar con su receptor
(CRP-R) en la membrana de leucocitos. Esta proteina a dosis de 50 pg/mL inhibe
el ensamble del complejo NADPH oxidasa dependiente de la protein cinasa C
(PKC-B2) al impedir su fosforilacion y traslocacién a la membrana, también inhibe
la fosforilacion de la serina p47phox y su traslocacién al complejo en formacion,
asi como la localizacién en la membrana de Rac (Rac 1/2) activado (Mortensen et
al., 2000).

La at-antiquimotripsina es un supresor en la generacién del anion superoxido,
interfiere en el ensamblaje de algun componente de la NADPH oxidasa, sin afectar
la activacion o traslocacién de la proteina cinasa C, ni la movilizacion del calcio

intracelular (Kilpatrick et al., 1992).

Algunas citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF), el
factor estimulador de crecimiento de granulocitos-monocitos (GM-CSF), el factor
estimulador de crecimiento de granulocitos (G-CSF) y la interlecuina ocho (IL-8)
modulan positivamente la actividad de la NADPH oxidasa (Gougerot-Pocidalo et
al., 2002). El TNF-a, a través del receptor p55 induce la fosforilacion selectiva de
las serinas de p47phox al activar una protein tirosin cinasa (Dewas et al., 2003).
Por otra parte, TNF y el GM-CSF en concentraciones 6ptimas tienen un efecto
sinérgico en la produccion del anion superoxido (Saeki et al, 1998) sobre
neutréfilos polimorfonucleares estimulados por FMLP, [L-8, ionomicina vy

Concanavalina A (Con A).
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La angiotensina I estimula positivamente la produccion del anion superdxido al
promover la traslocacion de los componentes citosolicos de p47phox y p67phox y
activa la fosforilaciéon de p38MAPK y ERK 1/2 (El Bekay et al., 2003).

Durante el ejercicio fisico, se presenta un efecto bifasico, si es de intensidad
moderada, hay un incremento en el estallido respiratorio dependiente de Ia
concentracion tanto de la hormona de crecimiento como de IL-6, por otro lado, el
ejercicio intenso y prolongado abate la desgranulacion y la produccién de
oxidantes reactivos, efecto mediado por la elevacion de adrenalina y cortisol

(Peake et al., 2002).

Importancia de los neutrofilos en la clinica

La importancia de la funcién y participacion de los neutréfilos
polimorfonucleares dentro del contexto de los mecanismos de defensa se pone de
manifiesto cuando ocurre deficiencia de alguno de sus componentes. La
enfermedad granulomatosa crénica (CGD) es una inmunodeficiencia primaria
causada por un defecto en la explosion oxidativa, donde la actividad de la NADPH
oxidasa esta ausente o profundamente disminuida por la carencia funcional de al
menos uno de sus componentes (gp91, p22phox, p47phox y/o p67 phox)
ocasionadas por mutaciones en los genes que las codifican. Esta patologia se
presenta clinicamente como un sindrome caracterizado por infecciones de origen
bacteriano y/o fungico severas y recurrentes. Los neutréfilos polimorfonucleares
de estos pacientes son incapaces de destruir los microorganismos ingeridos con la

posterior formacién de granulomas y abscesos. Los patdogenos predominantes son

12



bacterias catalasa positivas como Staphylococcus aureus y algunos hongos como
Aspergillus sp (Nemet et al., 1997; Dinauer et al., 1993).

El empleo de farmacos inmunsupresores como el sirolimus (utilizado en pacientes
transplantados), inhiben la activacion del estallido respiratorio (Gee et al., 2003),
ocasionando un proceso similar a la enfermedad granulomatosa crénica que
desaparece al término del tratamiento. Estudios clinicos efectuados en pacientes
con VIH han comprobado que el metabolismo oxidativo se encuentra disminuido,
situacién que correlaciona con la carga viral, el conteo de linfocitos CD4+ y de
neutréfilos. Este efecto en los neutréfilos contribuye al establecimiento en estos
pacientes de infecciones oportunistas (Diaz et al., 1999). De igual manera, los
neutréfilos de trabajadores expuestos a vapores de formaldehido presentan una

disminucién en la actividad del estallido respiratorio (Lyapina et al., 2004).
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lll. ANTECEDENTES.

Glicosilacion

Las glicoproteinas son una clase abundante de moléculas expresadas en la
membrana plasmatica, plasma y secreciones extracelulares. Los oligosacaridos
que las conforman son responsables de muchas propiedades fisicoquimicas de las
proteinas y juegan un papel importante en el reconocimiento célula-célula,
fertilizacion y desarrollo (Butters et al., 2001). Se han identificado glicosilaciones O
y N, dependiendo si la adicién de oligosacaridos se lleva a cabo en la asparagina
(N-glicosilacion) en una secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr (en la que X puede
ser cualquier aminoacido), o en una Ser o Thr (O-glicosilacién). Los azucares
juegan un papel importante en el plegamiento, ensamblaje, control de calidad y
trasporte retrégrado de proteinas desplegadas. Por su tamario, los glicanos
pueden cubrir grandes regiones de la superficie de proteinas, proporcionando
: lproteccic')n de la accién de proteasas séricas. Se han identificado diferentes
moléculas de reconocimiento glicosilados presentes en la superficie de células del
sistema inmune, tales el caso de las moléculas CD2, TCR, CD3, CD8 en linfocitos
T y CD48, MHC en células presentadoras de antigeno (CPA) (Rudd et al., 2001).
Algunas lectinas animales como la galectina 3 con especificidad para lactosa, es
secretada por mastocitos, basofilos y macréfagos activados, su funcién en
neutréfilos polimorfonucleares es estimulando su desgranulacién y la activacion de
la NADPH oxidasa (Kimata, 2002; Karlsson et al., 1998). La lectina de Vatairea
macrocarpa (VML) induce la migracion celular de neutréfilos polimorfonucleares en

ratas, efecto inhibido por la adicion del azicar especifico para esta lectina (Alencar

et al., 2003).
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Lectinas.

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen animal y vegetal, que tienen
la capacidad de reconocer residuos especificos de carbohidratos de
glicoconjugados. Estas proteinas que interaccionan con carbohidratos estan
involucradas en una amplia variedad de funciones, en las que se incluyen el
crecimiento, adhesiébn y reconocimiento celular, procesos metastaticos,
infecciones (virales y bacteriana) e inflamacién (Sharon and Lis, 2001). Las
lectinas de plantas se han utilizado como herramienta para conocer el perfil celular
de glicosilacién. Se han identificado dos lectinas pertenecientes a la superfamilia
de proteinas que unen quitna con efectos sobre los neutréfilos
polimorfonucleares, la heveina y la aglutinina de germen de trigo (WGA), siendo la
primera prototipo de esta familia (Rudiger and Gabius, 2001).

La heveina (Hevea brasiliensis) es una lectina especifica para N-acetil-D-
glucosamina (GIcNAc) capaz de reconocer la membrana plasmatica de neutréfilos
polimorfonucleares (Reyes-Lopez and Rodriguez, 2002). Se ha comprobado que
la WGA (aglutinina de germen de trigo) es capaz de reconocer estas células
fagociticas, ocasionando la movilizacion de granulos intracelulares e inducir la
produccion de especies reactivas de oxigeno por activacion de la NADPH oxidasa
en neutréfilos de individuos sanos (Karlsson and Dahigren, 2002). La WGA
proveniente de la planta Triticum vulgaris es una lectina de 36 kDa, es una
glicoproteina dimérica en la que cada subunidad esta compuesta de un ensamble
de cuatro dominios de heveina (Wright, 1987). La estructura cristalografica
demuestra que existen tres tipos de isolectinas con un punto isoeléctrico diferente,

el azicar especifico para la WGA es GicNAc pero en forma preferencial se une a
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dimeros y trimeros de este azucar. La WGA puede unir también oligosacaridos
que contienen GIcNAc y quitobiosa en enlaces de tipo N-glicosidico, estructuras
muy comunes en glicoproteinas de membrana, el reconocimiento también se
presenta hacia peptidoglicanos de la pared celular de bacterias, quitina,
glucosaminoglicanos y glicolipidos pueden unirse a WGA, también se ha reportado
que la union de la WGA con algunas glicoproteinas se establece a traves de
residuos de acido sidlico, en donde de manera importante participa su grupo

carboxilo (Muraki et al., 2002).

Participacion de los neutréfilos polimorfonucleares en fenémenos alérgicos

La hipersensibilidad tipo | es el resultado de la participacion de diferentes
mediadores quimicos producidos por distintas células del sistema inmune. Los
neutrdfilos polimorfonucleares participan en el proceso inflamatorio de tipo alérgico
por distintos mecanismos, entre ellos el mediado por la interacciéon de receptores
(FceRI y FceRIl) para IgE (Gouni et al., 2001). En pacientes atépicos con asma
severa se presenta un reclutamiento y activacién de neutréfilos polimorfonucleares
posterior al reto alergénico en vias aéreas, ocasionando en linfocitos T CD45+ la
liberacion de IL-17, la cual estimula la liberacion de IL-8 e IL-6 de las células
epiteliales bronquiales (in vitro), con la consecuente actividad quimiotactica para
los neutrofilos polimorfonucleares (Linden, 2001). En pacientes con dermatitis
atopica se observo infiltracion de estas células fagociticas en el tejido en el que se
aplico el alergeno (Sjogren et al., 1995). Por otra parte se ha demostrado que la

actividad de la enzima leucotrieno A4 hidrolasa se encuentra elevada en



neutréfilos polimorfonucleares de pacientes con dermatitis atépica comparada con
la de individuos sanos (Okano-Mitani., et al 1996).

Se ha reportado en la literatura que la heveina es el principal alergeno del latex.
Estudios previos en nuestro grupo de trabajo identificaron que la heveina y la
WGA inducen la explosion oxidativa en neutrofilos polimorfonucleares de
individuos sanos a través de un mecanismo independiente de IgE, efecto que es
inhibido por el azucar especifico (GIcNAc), lo que sugiere la existencia de un
receptor especifico en la superficie de estas células para ambas lectinas. Asi
mismo este mecanismo de activacion en los neutrofilos polimorfonucleares podria
contribuir al dafo tisular en pacientes alérgicos hacia heveina (Rojas et al., 2002).
Por otra parte se ha reportado que modificaciones en la glicosilaciéon contribuyen a
la patogenia en diversas enfermedades humanas (cancer, inmunodeficiencias
primarias, autoinmunidad), de ahi la importancia de conocer los patrones de

glicosilacion en individuos sanos (Jiménez et al. 2002).



IV. HIPOTESIS.

Los receptores que contienen GIcNAc en neutréfilos polimorfonucleares juegan un

papel importante en la reguiacion de la actividad biolégica de neutréfilos, por lo

que la WGA desencadena la actividad del estallido respiratorio en estas células a

través de residuos de GlcNAc especificos del receptor.

V. OBJETIVOS.

Objetivo General.

Identificar y caracterizar al receptor especifico de WGA en neutrdéfilos

polimorfonucleares de sangre periférica de humano.

Objetivos especificos.

Identificacion de neutréfilos polimorfonucieares reconocidos por la lectina

de WGA por inmunocitoquimica.

Purificacién del receptor que reconoce la WGA en neutréfilos

polimorfonucleares.

Caracterizacion bioquimica del receptor para WGA en neutrofilos

polimorfonucleares.

Realizar pruebas funcionales mediante ensayos de estallido respiratorio del

receptor de WGA (WGATr).



VI. MATERIAL Y METODOS.
Obtencién de Neutréfilos Polimorfonucleares (PMN) de humanos de Sangre
Periférica.

Los neutréfilos se obtuvieron de sangre venosa periférica mediante
venopuncién de individuos clinicamente sanos. La sangre se diluyé 1:2 en
amortiguador de fosfato-salina (PBS, NaCl 0.15M, 0.05 M fosfato de sodio pH 7.2),
los PMN fueron separados de la sangre total mediante centrifugacion a 450 g
durante 30 min a 18 °C, en una interfase con polimorphprep (Axis shield) densidad
1.113. De los neutréfilos polimorfonucleares recuperados se llevé a cabo la lisis de
eritrocitos contaminantes con cloruro de amonio 0.17 M pH 7.4 a 37 °C por 3 min,
se valor6 la viabilidad celular por exclusion del colorante azul tripano y finalmente
se cuantificaron en un hemocitémetro, se utilizaron solo aquellas muestras con
una viabilidad >90%.

Microscopia de Iuz.

Se comprobo el tipo celular mediante tinciones con hematoxilina-eosina, Giemsa y
tincion de PAS para detectar la presencia de carbohidratos. Para la tincion de
Giemsa las células fueron fijadas en paraformaldehido al 4%, colocadas en
portaobjetos e incubadas a 37°C durante 1 h, se introdujeron en solucién de
trabajo de Giemsa por 10 min, se retir6 el exceso de colorante y se observo al
microscopio 6ptico. Para la tincion de hematoxilina y eosina se utilizaron las
células fijadas en paraformaldehido al 4% en portaobjetos y se incubaron a 37°C
durante 1 h, posteriormente se utilizo la técnica descrita por Gelista et al (1997), y
se valoraron las preparaciones en el microscopio optico.

Para la deteccion de carbohidratos se utilizo la tincion de PAS-azul anciano. Se
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utilizaron las células fijadas al 4%, se mantuvieron en una solucién de azul alciano
pH 2.5 durante 30 min, se lavd con agua de la llave, se oxido la preparacion con
acido periodico al 1% durante 10 min, se lavé nuevamente con agua, se incubd
con solucién dei reactivo de Shiff durante 10 min y 6 minutos con una solucion de
metabisulfito de sodio al 0.5%, se realizd un tercer lavado con agua, ya por Ultimo
se deshidraté la preparacion con alcohol de 96% y absoluto; y se aclaré con xilol,
se montod la preparacion con resina sintética y se observo al microscopio 6ptico.
Acoplamiento de isotiocianato de fluoresceina (FITC) a la lectina de germen
de trigo (WGA)

Para el acoplamiento se utiliz6 WGA comercial (Sigma). El acoplamiento de la
fluoresceina a la proteina se llevé a cabo dializando la proteina contra
amortiguador de carbonatos (carbonato de sodio 0.06 M y bicarbonato de sodio
0.03 M) pH 8.5 y agregandole FITC 0.5 mg por cada mg de WGA (10 mg) disuelto
en el mismo amortiguador. Se incubd toda la noche a 4°C en agitacion constante.
El FITC no acoplado se separd del conjugado por filtracion en Sephadex G-25
equilibrada previamente con PBS pH 7.2.

Acoplamiento de peroxidasa a la lectina de germen de trigo (WGA).

Se utilizo la técnica de Avrameas et al., 1971. Se disolvieron 10 mg de peroxidasa
tipo VI en 0.2 ml de glutaraldehido 1.25% en amortiguador de fosfatos (fosfato de
sodio 0.1 M, cloruro de sodio 0.15 M pH 6.8), se mezcld y mantuvo a temperatura
ambiente durante 18 h, posteriormente se ajustd el volumen a 1 ml con solucién
salina 0.15 M y dializd contra la misma solucion. Se mezclo6 la enzima activada con
5 mg de WGA. Enseguida se adicionaron 0.1 ml de bicarbonato de sodio 1 M a pH

9.5. Se mezclo y dejé reposar durante 24 h a 4 °C. Transcurrido el tiempo se
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agregd 0.1 ml de L-lisina 0.2 M y se dej6 reposar durante 2 h a temperatura
ambiente. Se dializé durante 24 h contra PBS pH 7.2.

Inmunocitoquimica de neutréfilos con WGA.

Para este experimento se utilizo la técnica de inmunofluorescencia directa con
células en suspensién, utilizamos la lectina de germen de trigo acoplada
directamente con el fluorocromo (WGA-FITC). Para fijar las células se incubaron
1x10° neutréfilos polimorfonucleares con 200 pt de paraformaldehido (PFH) al 4%
en agitacion constante a 4 °C, se lavaron por dos ocasiones las células con PBS
por centrifugacion, posteriormente se realizé una segunda incubacién con 200 pl
de con albumina al 5% en PBS para bloguear sitios inespecificos por 30 min a
37°C; se eliminé el sobrenadante y afiadieron 20 pl de WGA-FITC 1:32 incubando
30 min a 37°C, posteriormente se elimind la WGA-FITC no unida y se colocaron
las células en un portaobjetos. Las preparaciones se analizaron en un microscopio
invertido de epifiuorescencia (Olimpus IMT-2).

Lisado Celular.

Los neutréfilos 1x10® se incubaron en una solucién de lisis (100 pi/ml de
inhibidores de proteasas, PMSF y triton X-100 al 1%) 30 min a 4°C en agitacion
constante. La suspension resultante se centrifugd a 12000 RPM 30 min para
eliminar residuos celulares.

Inmunoelectrotransferencia.

Se empledé el método descrito por Towbin et al. (1979). Después de la
electroforésis se incubd el gel en amortiguador de transferencia (Tris base 256 mM,

glicina 192 mM y metanol 20%. pH 8.3) durante 1 h. La transferencia a
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membranas de nitrocelulosa; se realiz6 en un aparato Trans-Blot SD semi Dry
Tranfer Cell (Bio Rad) a temperatura ambiente con voltaje constante (25 V)
durante 1 h, en amortiguador de transferencia. Transferido el gel a la membrana
de nitrocelulosa, se bloquearon los sitios reactivos libres con leche descremada al
5% en PBS durante 1.5 h a 37 °C, posteriormente las membranas se lavaron con
PBS con Tween 20 al 0.01% (PBS-T) 5 veces, 5 min cada lavado. Se agrego
WGA-Peroxidasa diluido 1:100 en PBS e incubé a 37°C por 1.5 h, en seguida las
membranas se lavaron con PBS-T (5 veces, 5 min cada lavado) y se procedié a
revelar empleando el kit Opti-4CN(Bio Rad) mediante el siguiente procedimiento:
Se incubd la membrana por 5 minutos con BAR (Bio-Rad amplificated reagent), se
lavo 2.veces con PBS-T/DMSO 20% 5 min cada lavado y dos lavados mas con
PBS-T por 5 min, posteriormente se procedié a la deteccion colorimétrica
incubando la membrana por 30 min en una soluciéon de Opti-4CN diluet y agua
destilada en una relacion 1:10 con 200 ul de Opti-4CN substrate (4-chloro-1-
naphtol) por cada 10 ml de la solucién.

Purificacién del receptor para WGA

El receptor se purificé en una columna con Sepharose 4B-CL (Pharmacia
Chemicals Uppsala, Sweden) acoplada a WGA. La Sepharose 4B-CL (5mi) se
lavo con agua miliQ (millipore) para eliminar el conservador y se mezclé con 10 ml
de carbonato de potasio (K,CO3) y 0.5 mi de bromuro de cianégeno disuelto en
acetonitrilo (1g/ml) en agitacion constante por 20 min a 4°C, posteriormente se
lavé la Sepharose 4B-CL activada con 3 | de agua mili Q fria, con un lavado final

con cloruro de sodio 0.5 M, bicarbonato de sodio 0.5 M pH 9, por uitimo se afiadio
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la WGA (5 mg) en solucion, y se mantuvo en agitacion constante por 2 dias a 4 °C.
Una vez acoplada la WGA a la Sepharose 4B-CL se colocd en una columna y se
egilibro con PBS hasta que se estabiliz6 el pH alrededor de 7. Enseguida se
anadi6 a la columna el sobrenadante del lisado celular de neutrofilos
polimorfonucleares, para eluir la fraccion no retenida se lavo la columna con PBS
hasta obtener en las muestras colectadas una absorbancia de cero a 280 nm. La
fraccion retenida se eluyo con 10 ml de GIcNAc 200 mM. Las fracciones con
densidad optica positiva a 280 nm se colectaron, dializaron contra agua
desionizada y concentraron por centricdn y liofilizacion.

Caracterizacion de! Receptor para WGA

Concentracion de proteina. Para la determinacién de la concentracion de
proteinas se llevd acabo el método de Bradford (1976) modificado para
microvolimenes en placa para ELISA, se utilizd como estandar albumina sérica
bovina (BSA) y el reactivo de Bradford (acido ortofosférico 8.5%, azul de
Coomasie G-250 1%, etanol absoluto 5 %), la lectura se realizd en un lector de
ELISA (Dynatech MR5000) a 570 nm. Se utiliz6 el método de Lowry modificado
por Peterson (1977) para microvolimenes en placa para ELISA, se utilizé6 como
estandar albimina sérica bovina (BSA) vy a las muestras se le afadié 100ul de
desoxicolato de sodio al 0.15% y acido tricloroacético al 72%, se centrifugé la
muestra a 3000 g por 15 min se decanto el sobrenadante y se resuspendio con
200 pl de agua destilada, se afadié 200 pl del reactivo A (Tartrato de cobre-

carbonato, SDS 10%, hidroxido de sodio 0.8 N mezclados en partes iguales) y 100
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ul de reactivo B (reactivo de Folin-Ciocalteu 1:6), se mezclaron e incubaron 30

" miny seleyé a 750 nm.

Electroforesis en geles de poliacrilamida. Esta determinacion se realizd para
evaluar el grado de pureza y determinar el peso molecular del receptor para WGA.
Los geles se prepararon de acuerdo al método de Laemli (1970). Se utilizaron
geles de poliacrilamida al 10 % y 12.5 %, amortiguador separador (Tris-base 1 M
pH 8.8), SDS 0.24 %, TEMED (CgH1gN2, N,N,N,N — tetrametiletilendiamina) 0.012
%, persulfato de amonio (NH3SO4) 0.0018 %. Las muestras se mezclaron en
proporéién 1:2 con amortiguador de muestra (Tris - HC!, 100 mM, pH 6.8, SDS
2%, Glicerol 20% y B-mercaptoetanol 5% conc. final) y se calentaron a ebullicion
por 15 min. El corri;niento electroforético se llevé a cabo durante 2ha 150 V. Los
geles se tifieron con solucién de Coomasie {metanol al 50 %; acido acético al 10
%; azul de Coomasie R-250 al 0.1 %) y se utilizé tincién de plata en algunos
casos, para este procedimiento los geles se fijaron con una solucién de acido
acetico en isopropanol al 10 %, durante 20 min, luego en una solucion de
isopropanol al 10 % 20 min y finalmente con una solucién de glutaraidehido al 3.5
% durante 1 h. Transcurrido este tiempo los geles se lavaron exhaustivamente
con agua desionizada. Para tenir se utiliz6 una solucion de NaOH 0.097 %,
AgNO3 0.5 %, NH30H 1.5 % en agua desionizada. Esta solucion se adicion6 y se
mantuvo en agitacion durante 30 min. El revelado se realizé con una solucion de
500 pg /100 ml acido citrico/50 pl paraformaldehido al 37 % por cada 100 ml de

solucion de revelado. La reaccion se detiene con una solucién de acido acético al

10% (Oakle et al., 1980).
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Determinacion de azicares. Se llevo a cabo por el método de fenol (Dubois et
al., 1956). Se prepard una solucion al 5% de fenol cristalizado en agua (p/v) y se
agregé 0.1 ml de esta soluciéon a 1 ml de la solucién del receptor con una
concentracién de 50 pg de proteina, posteriormente se afadido 1 mi de acido
sulfurico. La solucion se agitd y se incub6 a 100 °C durante 5 min, posteriormente
se ley6 el color obtenido a 490nm en un lector de ELISA (Dynatech MR5000). Se

utilizé una curva con glucosa como estandar.

Composicién de carbohidratos del receptor WGA. Este ensayo se realizd
mediante cromatografia de gases de acuerdo al método de Zanetta et al., (1999).
Se utilizd la muestra purificada por cromatografia de afinidad, la cual se someti6 a
un proceso de hidrolisis con metanol/HCI 5N durante 24 h a 100°C. La muestra se
dejo enfriar y se neutralizé con AgNO; pH 6.0. Posteriormente se reacetil6 la
muestra con anhidrido acético en oscuridad absoluta durante toda la noche y se
procedio a extraer los acidos grasos con heptano. La muestra se sec6 con una
corriente de Nj, posteriormente se resuspendié en piridina y se realizd la
derivacion de los alditoles liberados con acido trifluoroacético. El andlisis de los
derivados ftrifluoro-acetil alditoles se realiz6 en un cromatégrafo de gases Mod.
Varian 2100 (Orsay, France) equipado con un detector de flama y un inyector de
vidrio sélido; utilizando meso-inositol (Sigma Chemical) como estandar interno en
una columna capilar (25 m x 0.32 mm; 0.5 ym de diametro interno) al 5 % de
Silicona OV 210 (Applied Science Laboratories, Buffalo NY). Como gas
transportador se utilizd Helio a una presiéon de 0.6 bar y la temperatura del horno

se programé de 150° a 250 °C con incremento de 3°C/ min. Como estandar
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interno se utilizo6 lisina (Sigma Science., St. Lois, MO). Esta determinacion se

realizé en la Universidad de Ciencias y Tecnologias de Lille, Francia.

Composicién de aminodcidos.- La fraccion purificada por cromatografia de
afinidad se sometié a hidrolisis en vacio con acido clorhidrico (HCI) 5 N a 110°C
durante 48 h en tubos sellados herméticamente. Las muestras fueron examinadas
en un analizador automatico de aminoacidos Mod. Durrum 500 de acuerdo al

método de Bidlingmeyer y cols. (1984), utilizando norleucina como estandar

interno.

Determinacién de la secuencia primaria del receptor de WGA. La secuencia
de aminoacidos del receptor de WGA se determind por espectrometria de masas
mediante ionizacion desercién asistida con laser (MALDI-TOF) en péptidos
obtenidos por digestion con tripsina: Después de la electroforesis, las bandas que
contenian las fracciones de proteina, fueron cortadas del gel y digeridas con 0.05
mg de tripsina en 500 m! de bicarbonato de amonio, pH 8.0 a 37°C durante 24 h.
El efecto de la tripsina fue inhibido dejando la mezcla a 2°C por 4 horas. La
fraccion digerida se seco por evaporacién usando un Gyrovap (Howe, Londres).
Las muestras se prepararon mezclando directamente 1 ul de los productos de la
reaccion (conteniendo 50 pM) con 1 pl de acido 2,5-dihidroxibenzoico (12 mg/ml
en CHO, 70:30), dejando cristalizar la mezcla a temperatura ambiente. Los iones
positivos de los péptidos se analizaron por MALDI-TOF, en un espectrofotémetro
de masas Vision 2000 (Finnigan MAT Bremen, Germany) equipado con un lector
UV a 337 nm. Los espectros de masa se midieron en modo reflectrén bajo voltaje

de aceleracion y deteccion positiva. Como control se utilizd Tripsina para
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identificar los péptidos libres y Angiotensina como estandar (Mr 296.7) (Helman et
al.,, 1995). Las masas de los iones de cada péptido fueron comparadas en una
base de datos obtenida de NCBInr (Profound 2004/01/26).

Obtencion de anticuerpos policlonales anti-WGAr. Para la obtencién de
anticuerpos policlonales contra el receptor de WGA identificado (anti-WGAr) se
inmunizaron ratones BALB/c hembras de cuatro semanas de edad y 20-25g de
peso, con 50 pg del receptor de WGA en adyuvante completo de Freund (Gibco
Laboratorios Inc., Grand Island, N.Y.; 1:1; relacién v:v), se realizaron en un
intervalo de 15 dias cada uno por via intraperitoneal. Tres dias después de la
ultima inmunizacién, los ratones se sangraron del plexo retroorbital.

Estallido Respiratorio. Se utilizaron 1x10° células por pozo en medio de cultivo
RPMI (Sigma) en placas de cultivo de 96 pozos (Nunc), se incubé 1 h a 37°C con
100 pl de una suspensién de Zymosan 0.01% /azul de tetrazolio 0.02% (la
suspension previamente se incubé en bafio Maria a 37 °C durante 2 h).
Posteriormente se lavaron las células con 150 ul de PBS con tres lavados mas de
metanol al 70%, posteriormente se sec6 la placa a temperatura ambiente y se
agreg6 a cada pozo 120 ul de hidréxido de potasio (KOH) 2M, se mantuvo la placa
en agitacion moderada constante a temperatura ambiente durante 60 min. En
seguida se adicion6 a cada pozo 140 ul de dimetilsulfoxido (DMSO-sigma) y se
resuspendi6 vigorosamente hasta homogenizar el contenido de cada pozo,
finalmente la placa se leyé a 490 nm en un lector de ELISA (Dynatech MR5000).
Para evaluar el efecto de la WGA en el estallido respiratorio se realizaron

diluciones seriadas, y para determinar la concentracion 6ptima se probaron
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concentraciones de 10 pug a 0.03 pg, se utilizé6 como control positivo PMA y BSA
(albamina sérica bovina) como control negativo. La especificidad del efecto de
WGA en neutrédfilos polimorfonucleares fue confirmada mediante ensayos de
inhibicion de! estallido respiratorio inducido por WGA utilizando GIcNAc 200 mM,
se evalud el efecto de la Glicina en la estimulacidon por WGA en la produccion de
radicales libres en neutrofilos polimorfonucleares y por Gltimo, se examiné el
efecto de los anticuerpos policlonales de ratén especificos para el receptor de

membrana identificado (anti-WGAr).
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VI. RESULTADOS.

Microscopia de Luz

Se identificd tipo y pureza de las células aisladas de sangre periférica obtenidas
por polimorphrep, se observaron al microscopio de luz las preparaciones tefidas
con el colorante de Giemsa y Hematoxilina-eosina. Se observaron células con
citoplasma de aspecto acidofilo y granulos intracitoplasmaticos, con nucleos
baséfilos y multilobulados (con 3 a 4 I6bulos en promedio por nicleo), los cuales
corresponden con la descripcién citologica de los neutréfilos polimorfonucleares
(Ross et al., 1997) (Figura 3). La tincién de PAS mostré una reaccion positiva,
indicando la presencia de carbohidratos en los neutrofilos polimorfonucleares. De
igual forma encontramos que el 99% de las muestras corresponde a neutréfilos

polimorfonucleares y el 1% restante a otros granulocitos (eosinofilos).

Inmunocitoquimica.

Los datos obtenidos por inmunocitoquimica para detectar el reconocimiento de la
WGA (WGA-FITC) hacia los neutréfilos polimorfonucleares demostréo que este
reconocimiento es positivo. La lectina reconoce de forma homogénea la
membrana plasmatica de estas células en 100% de los neutréfilos
polimorfonucleares analizados, este proceso se inhibié por la adicion de GIcNAc

200mM (Figura 4).
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Figura 3. Microscopia de luz de neutréfilos polimorfonucleares.

A. Microfotografia a 40x que muestra los
neutrofilos polimorfonucleares teftidos
con Giemsa. En el recuadro superior
izquierdo se observa un aumento a 100x
en el que se muestra el nicieo baso6filo
multilobulado caracteristico de estas
células fagociticas.

B. Microfotografia a 40x que muestra los
neutrofilos polimorfonucleares tefiidos
con Hematoxilina-Eosina. En el recuadro
superior izquierdo se observa un aumento
a 100x en el que se muestran las mismas
caracteristicas citologicas que en la
figura anterior.

C. Microfotografia a 40x que muestra los
neutréfilos  polimorfonucleares tefiidos
con PAS, se observa una reaccion
positiva lo que indica la presencia de
carbohidratos en las células.
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Figura 5. Inmunocitoquimica de neutréfilos polimorfonucleares con WGA-
FITC e inhibicion del reconocimiento con GicNAc.

A. Microfotografia a 40x que muestra los neutrSfilos polimorfonucleares
incubados con WGA-FITC con luz normal.

B. Microfotografia a 40x que muestra el mismo campo de células de la figura
anterior observadas con luz ultravioleta, en la que se hace evidente un
reconocimiento positivo por parte de WGA-FITC.

C. Microfotografia a 40x que muestra neutréfilos polimorfonucleares
incubados con WGA-FITC y GlcNAc 200 mM con luz normal

D. Microfotografia a 40x que muestra el mismo campo de la figura anterior
observadas con luz ultravioleta, en la que se observa una disminucién en el
reconocimiento por parte de la lectina hacia los neutrofilos




Inmunoelectrotransferencia.

Con la finalidad de identificar el posible receptor de WGA en el lisado de
neutréfilos polimorfonucleares se realiz6 una inmunoelectrotransferencia del lisado
celular y se revelé con WGA-peroxidasa en dilucién 1:100. Se observaron 7
bandas reconocidas por la lectina con los siguientes pesos moleculares: >200,
104.6, 100, 88, 57.2, 31 y 21.11 como se muestra en la figura 6.

Figura 6. Inmunoelectrotransferencia del lisado total de neutréfilos
polimorfonucleares revelado con WGA-Px 1:100
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1. Pesos moleculares.
2. Lisado celular.

Purificacion del receptor para WGA.

El receptor para la lectina de WGA presente en los neutréfilos polimorfonucleares
se purificé por cromatografia de afinidad utilizando WGA-Sepharose 4B-CL a partir
del lisado celular. Se eluyé la fraccion no retenida con PBS y la fraccion retenida
con GIcNAc 200mM (figura 7), se lograron purificar 0.045 mg de receptor por cada

1.67 mg de lisado celular (Tabla 1).
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Figura 7. Perfil de elucién del receptor de WGAr por cromatografia de afinidad en
una columna de Sepharose-WGA. Se aplicaron 2.4x10” equivalentes celulares a la
columna de 5 ml previamente equilibrada con PBS pH 7.2. La columna se lavo con
PBS para eliminar la fraccion no retenida. La fraccién retenida se eluyo con
GicNAc 200mM. A cada fraccion de1 ml se le determiné absorbancia a 280 nm.

Tabla 1.Procedimiento de la purificacion del receptor de WGA

Fraccion Concentracién de Porcentaje

Proteinas mg/mi

Lisado Celular 1.67 100%
| Fracciéon No Retenida 1.365 82%
Fraccion Retenida 0.045 2.69%

Caracterizacion quimica.
El receptor de neutrdfilo para WGA fue concentrado y analizado por electroforesis
en geles de poliacrilamida al 10% con SDS en condiciones reductoras. En el perfil

electroforético se observaron dos bandas proteicas de 78 y 63 kDa (Figura 8)
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Figura 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% en condiciones reductoras
(SDS-PAGE) de la fraccion retenida del lisado celular de neutréfilos
polimorfonucleares de sangre periférica tefiido con azul de Coomasie. En el carril
4 se muestra dos bandas de 78 kDa y de 63 kDa en la fraccion retenida.

Caracterizacion quimica.
Determinacion de azucares.

La concentracion de azlcares se determind por el méfodo de Dubois et al (1956).
Se encontrdé que los carbohidratos presentes en el receptor constituyen el 10%
del peso del receptor purificado.

La determinacién de los carbohidratos del receptor para WGA se realizé por
cromatografia de gases. En la porcion sacaridica presenta principalmente Gal,
Man, GlcNAc y en menor proporcion NeuAc y GalNAc, no se identificé fucosa ni

xilosa (Tabla 2).
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Tabla 2. Composiciéon de Carbohidratos

Carbohidrato

Porcentaje (%)

Manosa 30
alactosa 25
GlcNAC 30
iGalNAC 5
NeuAc 10

Composicion de aminoacidos.

El analisis mostré que los aminoacidos mas abundantes son serina y glicina, con

una cantidad moderada de acido aspartico, acido glutdmico, treonina, tirosina,

valina e isoleucina, asf como un contenido bajo de los aminoacidos histidina,

arginina, tirosina, metionina, cisteina, y ausencia total de hidroxi-prolina (Tabla 3).

Tabla 3. Composiciéon de aminoacidos del receptor de WGA en neutrofilos.

Aminoacido Porcentaje (%) Aminoacido Porcentaje (%) | Aminoacido Porcentaje (%)
\cido aspértico 2.98 Treonina 3.42 lArginina 0.85
Acido glutamico 4.87 lAlanina 3.27 Cisteina 0.55
OH-Prolina 0.00 Prolina 3.79 Isoleucina 3.74
Serina 49.67 Tirosina 1.30 eucina 3.24
Glicina 13.00 Valina 2.23 Fenilalanina 4.23
\Histidina 0.08 IMetionina 0.93 ILisina 2.26

Total 100.00
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Secuencia de aminoacidos

La secuencia de aminoacidos de las dos subunidades identificadas se obtuvo
mediante al analisis de masas- de los fragmentos péptidicos generados por
digestion enzimatica con tripsina y analizadas por MALDI-TOF. Estas masas se
ingresaron en la base de datos Profound (2004/01/26) y el programa comparé con
las masas peptidicas de proteinas reportadas. Ambas subunidades presentan
homologia con citoqueratinas de tipo . Para la subunidad de 78 kDa se
obtuvieron ochenta y cuatro fragmentos peptidicos en el rango de 774.2 a 3338.6
(m/z) de las cuales diez y seis presentan semejanza del 26% con la citoqueratina
1. Se obtuvieron sesenta fragmentos peptidicos para la subunidad de 63 kDa en
el rango de 775.2 a 3323.6 (m/z) nueve de ellas presentaron una semejanza del
29% con citoqueratina 9. Ambas secuencias presentan un alto contenido de
aminoacidos hidrofobicos y no polares (41% para la subunidad de 78 kDa y 42.7%
para la subunidad de 63 kDa) entre ellos, el aminoacido glicina que se encuentra
de forma muy importante en algunos péptidos de ambas subunidades; por otra
parte, buscando sitios de O y N glicosilacién encontramos que aparentemente no
contienen sitios potenciales de N-glicosilacion de acuerdo a la secuencia
consenso Asp-X-Ser/Thr en las secuencias peptidicas, pero probabiemente
puedan existir sitios de O-glicosilacién en los aminoacidos serina o treonina del

péptido (Tabla 4 y 5).
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Tabla 4. Mapa peptidico de la subunidad de 78kDa del receptor de WGA de
neutrofilos polimorfonucleares determinados por péptidos tripticos por
MALDI-TOF.

m/z No. residuos Péptido
831.485 75 82 SISISVAR
1032.509 484 492 TLLEGEESR
1178.594 377 386 YEELQITAGR
1276 .707 473 483 LALDLEIATYR
1301.709 344 355 SLDLDSIIAEVK
1301.709 393 403 NSKIEISELNR
1474 .752 212 223 WELLQQVDTSTR
1474 .752 200 211 FLEQQNQVLQTK
1637.843 186 199 SLNNQFASFIDKVR
1656.778 13 29 SGGGFSSGSAGIINYQR
1992.943 224 239 THNLEPYFESFINNLR
2020.913 625 644 SSGGSSSVRFVSTTYSGVTR
2149.043 224 240 THNLEPYFESFINNLRR
2285.099 367 386 AEAESLYQSKYEELQITAGR
2382.901 519 549 GGGGGGYGSGGSSYGSGGGSYGSGGGGGGGR

Tabla 5. Mapa peptidico de la subunidad de 63 kDa del receptor de WGA en
neutrofilos polimorfonucleares determinados por péptidos tripticos por MALDI-TOF.

m/z No. Residuos Péptido
1059.564 225 233 TLLDIDNTR
1156.591 251 261 QGVDADINGLR
1231.595 14 29 SGGGGGGGLGSGGSIR
1234.568 47 59 FSSSSGYGGGSSR
1790.728 491 513 GGSGGSYGGGGSGGGYGGGSGSR
1836.970 375 390 HGVQELEIELQSQLSK
1850.934 322 336 TLNDMRQEYEQLIAK
2704 .124 64 95 GGGGSFGYSYGGGSGGGFSASSLGGGFGGGSR
2901.430 200 224 NYSPYYNTIDDLKDQIVDLTVGNNK
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Estallido Respiratorio.

Para estudiar la participacion de la WGA como inductor de la explosién oxidativa
se realizaron ensayos con neutrofilos polimorfonucleares y lectina, la produccién
de radicales libres (O;) se detecto por reduccion del colorante NBT/zymosan. Se
determiné la concentracion o6ptima a la que se produce mayor cantidad de

radicales libres (1.25 ug) (Fig. 9).
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Figura 9. Determinacion de la concentraciéon éptima de WGA para la produccion
de radicales libres en neutréfilos polimorfonucleares. La maxima produccion de
radicales libres se encuentra entre 1-1.25 ug.

Para determinar la interaccion especifica entre WGA y el neutrdfilo
polimorfonuclear utilizamos GIcNAc 200 mM y 1 ug de lectina, encontramos una
inhibicion en la produccién de radicales libres del 53.5% en comparacion con

células estimuladas con la lectina sin llegar a los niveles de estimulacion del

zymosan (Fig. 10).
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Figura 10. Efecto de GlcNAc en la explosion oxidativa de neutréfilos. (1)
Produccion de radicales libres inducidos por NBT/Zymosan, (2) Produccion de
radicales libres con 1 ng de WGA, (3) Disminucion con GIcNAc.

Se estudib el efecto de diluciones seriadas de suero de raton inmune (WGAr) en la
produccién de radicales libres. Se comparo con 1ug de WGA como control positivo
y suero de ratéon no inmune como control negativo. El efecto fue directamente
proporcional a la concentracion de suero hasta 1:128 con mayor produccion de

radicales libres en comparaciéon con la actividad inducida por NBT/zymosan y

suero de raton no inmune (Fig. 11).
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Figura 11. Estimulacion en la producciéon de radicales libres en neutrofilos
polimorfonucleares por anticuerpos policlonales especificos a WGAr. Se muestran
los promedios de los controles, WGA y suero de ratén no inmune. El efecto del
suero de raton inmune anti-WGAr se senala en diluciones seriadas con efecto
maximo en la dilucion 1:128.

Se utilizo glicina para identificar su efecto en la produccién de radicales libres. Se
llevaron acabo diluciones seriadas del aminoacido. Nuestros resultados muestran

que en todas las concentraciones utilizadas hay una disminucién en la produccién

de radicales libres por debajo de la actividad con zymosan/NBT (Fig. 12).
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Figura 12. Efecto del aminoacido Glicina en el estallido respiratorio.

Se utilizé metamizol (Dipirona) para estudiar su participacion en la activacion del
estallido respiratorio, en dosis de 10ug, 0.625 ug y 0.078 ug en presencia de WGA
(1pg). La maxima inhibicidén en la produccion de radicales libres se encontrd con
10 ng de dipirona (80.3%) en comparacion con NBT/zymosan y 85.7% comparado
con células estimuladas. Para esta inhibicién la dosis minima de dipirona es de

0.078ng con 18.50 ?3/0 (Fig. 13).
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Figura 13. Inhibicion de la explosion oxidativa en neutréfilos. Disminucién en
la produccién de radicales libres dependiente de la concentracion de dipirona
comparado con el efecto inducido por WGA y NBT/Zymosan.
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VIl. DISCUSION.

Los neutréfilos polimorfonucleares son células fagociticas que forman parte de los
mecanismos de defensa de la inmunidad innata, los cuales responden a un grupo
diverso de estimulos, tales como lipopolisacandos, glicolipidos y DNA metilado,
entre otros capaces de desencadenar una amplia variedad de respuestas
especializadas de tipo metabdlico y funcional, entre ellos la quimiotaxis, la
fagocitosis y la generacion de intermediarios reactivos del oxigeno (Ginaldi et al.,
1999). La fagocitosis es un mecanismo utilizado por células especializadas como
los macréfagos, células dendriticas y neutréfilos polimorfonucleares, con el fin de
internalizar, degradar y eventualmente presentar péptidos derivados de antigenos
en el contexto del MHC-II (Lei et al., 2001; Radsak et al., 2000). El mecanismo de
la fagocitosis es desencadenado por receptores de la superficie del fagocito
posterior al reconocimiento con su ligando (interaccion ligando-receptor), lo que
ocasiona transduccion de senales que inician modificaciones en el citoesqueleto,
como la polimerizacion de actina y la formacion de extensiones de la membrana

plasmatica alrededor de la particula a internalizar (Cichetti et al., 2002).

Las proteiﬁas de membrana y sus ligandos, especialmente los componentes de la
superficie extracelular de la membrana plasmatica representan hasta un 70%
como blanco de nuevos agentes bioterapéuticos (Ghosh et al.,, 2004). Estas
proteinas integrales de membrana se encuentran extensamente glicosiladas y se
estima que representan el 20-30% de todos los marcos de lectura abierto
contenidos en el genoma de eucaridntes (Wallin and Von Heijne, 1998; Jang

Hanash, 2003). Las lectinas se han utilizado como herramienta en el estudio de
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glicoconjugados gracias a su capacidad de reconocer carbohidratos. Las lectinas
también se han empleado en el aislamiento de proteinas; la WGA es especifica
para GlcNAc y acido sialico y su huso a permitido obtener una amplia gama de
moléculas del lisado total de la linea celular K562 (células de eritroleucemia
provenientes de un paciente con leucemia mieloide en crisis blastica) se
obtuvieron 33 proteinas de membrana reconocidas por la lectina WGA, 38
moléculas pertenecientes a los compartimientos de organelos membranosos,

cinco proteinas del citoesqueleto y nueve citoplasmaticas (Ghosh et al., 2004)

En este trabajo identificamos inicialmente la existencia de moléculas glicosiladas
que contienen GIcNAc en la superficie celular en el 100% de los neutréfilos
polimorfonucleares detectado por inmunocitoquimica utilizando WGA-FITC, esto
sugiere que las moléculas reconocidas por la lectina de WGA se encuentran
expresadas en la membrana plasmatica en forma constitutiva en condiciones de

reposo (sin estimulacion).

En la inmunoelectrotransferencia obtuvimos un reconocimiento a siete proteinas
con un peso de >200, 104.6, 100, 88, 57.2, 31 y 21.11 kDa. De todas las bandas
reconocidas por la WGA, la proteina de 31 kDa se acerca al peso de una proteina
reportada para la misma lectina presente en los neutrofilos polimorfonucleares (30
kDa) que se encuentra localizada en granulos intracitoplasmaticos y en la
membrana plasmatica (Karlson, 1999), pudiese tratarse de la misma proteina con

pequenas diferencias en la giicosilacion (Kleinberg et al., 1989)

Posteriormente se procedi6 a identificar y aislar las moléculas reconocidas por la
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lectina por cromatografia de afinidad (WGA-Sepharose 4B-CL). Encontramos en
geles de acrilamida SDS-PAGE dos bandas de 78 y 63 kDa, las cuales no se
observan en la inmunoelectrotransferencia del lisado celular, posiblemente se
deba a su baja concentracion, por otra parte de las siete proteinas reconocidas por
la lectina por inmunoelectrotransferencia no se observa ninguna de ellas en el
analisis electroforético de la fraccién retenida de la cromatografia de afinidad. Las
proteinas de 88 y 57 kDa identificadas por inmunoelectrotransferencia podrian
corresponder a alguna de las purificadas por la cromatografia de afinidad, y la
diferencia en los pesos moleculares se podria atribuir a diferencias en los patrones
de glicosilacion de un individuo a otro (Kleinberg et al., 1989). Cabe destacar que
las dos proteinas obtenidas por cromatografia de afinidad en diferentes ensayos
de purificacion siempre se localizan muy cercanas una de la otra. Por
inmunoelectrotransferencia ninguna de las proteinas identificadas tiene una
distancia similar de las proteinas de la fraccion retenida, probablemente solo una
de ellas sea reconocida por WGA-peroxidasa en la inmunoelectrotransferencia y la
otra estar asociada a ella, esto nos permite suponer que la subunidad reconocida
por WGA esta glicosilada y es especifica y que la otra subunidad pudiera no estar
glicosilada o presentar otro tipo de azlcares, lo que nos hace suponer que una de
ellas se co-purifica con la otra, probablemente porque ambas estuviesen
asociadas en condiciones nativas mediante puentes disulfuro que se disocian en
condiciones reductoras, lo que sugiere que el receptor sea dimérico. Existen
reportes en la literatura de una proteina de 118 kDa (proteina 1?) aislados de
granulocitos provenientes de individuos sanos y de pacientes con leucemia

mielocitica cronica (Mehta et al., 1995), también una proteina de superficie de 140
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kDa reconocida por WGA ligada al citoesqueleto durante la activacién de
neutréfilos (Suzanne et al., 1989). Sin embargo ninguna de estas proteinas
corresponde las moléculas reportadas en este trabajo.

La afinidad de una lectina por su carbohidrato especifico es usualmente baja con
monosacaridos, presentan constantes de asociacion del rango de 10° a 5 x 10*
mol L™ mientras que para los oligosacaridos es 1000 veces mayor (Sharon and
Lis, 2001); en el presente trabajo se eluyo el receptor de la cromatografia de
afinidad con GlcNAc¢ 200 mM, lo que nos lleva a considerar que probablemente se

trate de un receptor de baja afinidad para esta lectina.

En el analisis de la secuencia de aminoacidos de WGAr presenta un alto
contenido de aminoacidos hidrofébicos y no polares; sin embargo presenta un bajo
contenido de cisteina, dato que sugiere la presencia de puentes disulfuro en su
estructura. En la porcidén sacaridica el receptor presenta 10% de carbohidratos
constituido principalmente por Gal, Man, GIcNAc y NeuAc en menor proporcion,
datos que nos permite concluir que se trata de una glicoproteina. Por otro parte, la
cantidad de aminoacidos hidrofébicos y no polares presentes en ambas
subunidades (41% para la subunidad de 78 kDa y 42.7% para la subunidad de 63
kDa) confirma que se trata de una proteina de membrana, ya que este tipo de
aminoacidos son requeridos para insertarse en la matriz hidréfoba de la bicapa
lipica, requiriendo como minimo un segmento hidrofébico de 19 aminoacidos en su
secuencia peptidica, situacion que se confirma con el receptor (Jiménez and

Merchat, 2003).
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Las dos glicoproteinas de 78 y 63 kDa purificadas con WGA fueron analizadas
para conocer su secuencia y homologia. La secuencia de aminoacidos del
receptor de WGA fue determinado por espectrometria de masas MALDI-TOF de
los péptidos obtenidos por digestion con fripsina y analizados en un espectrometro
de masas Vision 2000 (Finnigan MAT Bremen, Germany), las masas de cada
péptido fueron comparadas en una base de datos obtenida en NCBInr (Profound
2004/01/26), se identificaron diez y seis masas peptidicas para la subunidad de
78 kDa y nueve para la subunidad de 63 kDa. La proteina de 78 kDa presenta una
homologia del 26% para la citoqueratina 1 de Homo sapiens, mientras que para la
proteina de 63 kDa presenta una homologia de 18% para la citoqueratina 1 tipo Il
humana y una segunda homologia del 26% para la citoqueratina 9 de Homo
sapiens. Las proteinas con las que presenta homologia son miembros de una
familia de filamentos intermedios del citoesqueleto en células epiteliales, que se
divididen en seis tipos. Los tipos | y Il incluyen las proteinas de filamento
intermedio epitelial también llamados citoqueratinas o queratinas que comprenden
mas de veinte diferentes polipéptidos; presentan funciones de tipo estructural y se
ha evidenciado su participacion en ta modulacién y control de procesos celulares
esenciales, en particular la transduccion de sefales, por ejemplo, en la apoptosis
(Oshima, 2002). Entre los procesos celulares en que participan se encuentran la
motilidad celular, interacciones ligando-receptor e internalizacion de receptores,
interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular, permiten suponer que las
citoqueratinas endoteliales funcionan como proteinas de unién extracelular
(Paramio and Jorcano, 2002). Datos experimentales nos dan evidencia de que

citoqueratina 1 funciona como una proteina de unién a cininégeno, por otra parte
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también hay datos que sugieren que las citoqueratinas (CK1) de endotelio
interaccionan con la proteina de unién a manosa (MBL) y consecuentemente
activan el complemento (por la via de las lectinas) en células expuestas a estrés
oxidativo. La activacion del sistema del complemento se inhibié por interaccion con
GlcNAc o por adicion de anticuerpos anti-citoqueratina 1 lo que demuestra su
funcion en el reconocimiento extracelular (Collard et al., 2001), por consiguiente,
esta situacion sugiere que el WGAr presenta funciones de reconocimiento en la
membrana plasmatica del neutréfilo polimorfonuclear. Asi mismo proponemos su
asociacién con proteinas del citoesqueleto, ya que la interaccion de la WGA con
los neutrofilo polimorfonucleares desencadena la produccion de radicales libres
por la activacion y ensamblaje de la citocromo bssg contenido en los granulos
intracitoplasmaticos con las demas subunidades de la NADPH oxidasa presentes
en el citoplasma, hecho que involucra la participacion del citoesqueleto en la
movilizacién de estos granulos (Kujipers et al., 1999). Sin embargo, es interesante
el hecho de que ambas subunidades presenten péptidos de aminoacidos
comunes, por lo que pensamos que fueran el producto de un mismo gen y que se

expresaran por splacing alternativo.

Estudios previos reportan que WGA es capaz de reconocer la gp91phox del
citocromo bssg a través de interacciones de tipo carbohidrato sin reconocimiento
hacia la p21phox (Foubert et al., 2002). Parkos et al (1987) utilizaron la WGA para
purificar el citocromo bssg partiendo de neutréfilos polimorfonucleares activados, en
la subunidad gp91phox eliminaron las regiones glicosiladas lo que ocasioné la

disminucién del peso molecular de 91 kDa a 50 kDa. En el presente trabajo las
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dos glicoproteinas identificadas difieren con las reportadas previamente, sin
embargo, la posibilidad de que se trate de las mismas proteinas es minima, ya que
la base de datos NCBInr y el alineamiento entre gp91phox con las masas
peptidicas de las subunidades identificadas, no mostré ninguna homologia entre
ellas, por lo que consideramos que se trata de un nuevo receptor involucrado con

la activacién del estallido respiratorio.

El estallido respiratorio se caracteriza por un incremento en el consumo de
oxigeno y generacion de oxigeno reactivo que se consigue por la exposicién de
los neutrdfilos polimorfonucleares a microorganismos y/o mediadores inflamatorios
a través de la activacion de la NADPH oxidasa (Mollinedo et al., 1999). Este
proceso involucra la activacion de enzimas, modificaciones en el citoesqueleto,
movilizacion de granulos intracitoplasmaticos mediante diferentes vias de
senalizacion iniciados por receptores de membrana. Por otra parte las lectinas
vegetales y animales inducen también este efecto biologico, tales coomo la
heveina. La produccion maxima de radicales libres con 1-1.5 ng de WGA se
inhibi6é por la adicion del aztcar especifico GlcNAc 200 mM, lo que nos confirma
que en la interaccion receptor-WGA este carbohidrato participa en forma
especifica en la inducciéon de la produccion de radicales libres. El anion
superoxido, es producido por el complejo multienzimatico NADPH oxidasa, que se
activa por el ensamble de los componentes citoplasmaticos con las subunidades
localizadas en la membrana celuiar, en este proceso participan diferentes enzimas
como la fosfolipasa D (McPhail et al., 1999), asi como la fosfolipasa C, la

fosfatidilinositol 3 cinasa (ambas participan en la via de sefalizacion en células
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estimulado por acido araquidoénico), y la protein ciinasa C (Twomey et al., 1991).
La actividad funcional de los neutréfilos polimorfonucleares tales como su
agregacion, quimiotaxis, produccién de anién superoxido vy liberaciéon de enzimas
lisosomales esta asociado con metabolitos del acido araquidénico. El metamizol
(dipirona) es un inhibidor de la ciclooxigenasa, que disminuye de forma
significativa la produccién de tromboxano A; y de prostaglandina E;. En el
presente trabajo se utilizd este anti-inflamatorio en presencia de WGA para
estudiar la via que estimula la explosion oxidativa desencadenada por la lectina,
los resultados muestran una disminuciéon en la produccién de radicales libres
dependiente de la dosis, con un efecto maximo de inhibicion con 10pug del
farmaco, 1o que sugiere la participaciéon de ios productos de la ciclo-oxigenasa en
la sefializacion llevada a cabo por el receptor de WGA, y que culmina con la
produccion de radicales libres. Por otra parte, se estudio el efecto de la glicina en
la explosion oxidativa en presencia de WGA,; en la literatura se ha propuesto que
este aminoacido en su interaccion con células de Kupffer ocasiona
hiperpolarizaciéon de la membrana plasmatica al vincularse con un canal de cloro
que favorece su flujo intracelular, y previene el aumento del calcio citosoélico y
consecuentemente la activacion celular. Utilizamos diferentes concentraciones
milimolares del aminoacido y encontramos que hay una disminucién en forma
importante en la produccion de radicales libres provocados por la accion de WGAr
en forma similar a los niveles de radicales libres producidos por NBT. Este dato
sugiere que en la activacion del neutréfilo polimorfonuciear por la WGA involucra
la movilizacién de calcio intracelular, cation que es muy importante en los eventos
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de activacion y sefalizacion celular. El entrecruzamiento de los receptores para Fc
en el proceso de fagocitosis induce una variedad se senales, que inducen tanto
una reorganizacion del citoesqueleto, como el remodelamiento de la membrana
celular, por ejemplo, en linfocitos B el entrecruzamiento del receptor del linfocito B
(BCR) resulta en la activacion de algunas cinasas de proteinas de tirosina (PTK)
citoplasmaticas (Hozumi et al., 2004). En neutréfilos polimorfonucleares el
entrecruzamiento de los receptores para IgG de tipo FcyRIl induce la quimiotaxis y
la produccion de anion superoxido por parte de los neutréfilos polimorfonucleares
(Garcia-Garcia, 2002). Un gran numero de procesos bioldgicos involucran la
interaccion de uniones multivalentes, incluyendo la adhesion celular y eventos de
transduccién de sefales. Algunos sistemas biologicos presentan un gran namero
de estas interacciones como la unidn de carbohidratos multivalentes y
glicoconjugados con lectinas. Por estudios moleculares y estructurales se
demostrado que el entrecruzamiento entre ciertas lectinas muitivalentes y
glicoconjugados forma un ensamble supramolecular asociado con efectos de
transduccién de sefales incluyendo la actividad mitogénica de las lectinas, la
induccién de las reacciones de apareamiento de hongos y la induccion de
apoptosis en linfocitos T activados de humano como el producido por galectina 1
(Scchettini et al., 2001). La WGA una lectina formada por dos subunidades podria
ocasionar el entrecruzamiento y la dimerizacion del receptor identificado y ser
este entrecruzamiento de receptores responsable de iniciar la activacion del
neutrdfilo polimorfonuclear con la consiguiente activacion para la produccion de

radicales libres. Un dato experimental que apoya que el entrecruzamiento de
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receptores es responsable de desencadenar la explosion oxidativa se fundamenta
en el hecho de que los anticuerpos policlonales dirigidos contra el receptor de
WGA estimula este efecto biolégico al interaccionar con los WGAr en la superficie

celular.
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IX. CONCLUSIONES.

La lectina de WGA reconoce receptores especificos en los neutréfilos

polimorfonucleares de sangre periférica.

¢ Se purificaron dos subunidades del receptor para WGA de 78kDa y 63 kDa.

¢ La subunidad de 78 kDa presenta una similitud del 26% con la citoqueratina 1y
la fraccion de 63 kDa tienes una similitud del 29% con la citoqueratina 9.

e La produccién de radicales libres por los neutrofilos polimorfonucleares
estimulados con WGA es inhibido por dipirona y glicina.

o EIWGAr podria participar en la activacion de la ciclo-oxigenasa en la induccién

de la explosion oxidativa en neutréfilos polimorfonucleares y a través de la

movilizacion de calcio.

o E! receptor identificado podria participar en la activacion no opsénica en el

neutréfilo polimorfonuciear.

X. PERSPECTIVAS.

¢ Identificar isoformas del receptor de WGA
e Expresion del receptor en procesos de activacion.
e Expresion del receptor en pacientes atopicos.

¢ Regulacién genética de la glicosilacién del receptor (transferasas).

¢ Obtencion de anticuerpos monoclonales.
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